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DNA Barkodlama: Mitokondriyal COI Geni Kullanilarak Molekiiler Tanimlama
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Ozet
Bu derlemede, giiniimiizde biyolojik tanimlama amaci ile en ¢ok kullanilan molekiiler yontem olan DNA barkodlama teknigi tiim yo6nleri

ile ele alinmigtir. DNA barkodlamanin diger yontemlerden farki agiklanmig, hedef gen olarak neden sitokrom oksidaz c alt tnite I geninin
secildigi gerekgeleri ile birlikte verilmig, DNA barkodlama tekniginin uygulanmasi ve is akist ortaya koyulmustur. DNA barkodlama ile ilgili
bilgiler verilirken, uygulamada karsilagilan zorluklar da konu kapsammna alinmig ve bagliklar altinda incelenmistir. Son olarak DNA
barkodlama ile ilgili en ¢ok tartisilan konu olan, DNA barkodlama galigmalari ile filogeni ve populasyon genetigi ¢alismalarinin hangi
noktalarda kesistikleri ve hangi noktalarda ayrildiklari konusu agikliga kavusturulmaya ¢aligilarak, oneriler ortaya koyulmustur.

Anahtar kelimeler: COl, DNA barkodlama, DNA kiitiiphanesi, mitokondriyal DNA, tiir tanimlama.

DNA Barcoding: Molecular Identification Using Mitochondrial COIl Gene

Abstract

In this review, DNA barcoding, which is the most commonly used molecular tool in biological identifications, was discussed in every
respect. Difference of DNA barcoding from other molecular tools, the main reasons of using cytochrome oxidase ¢ subunit | was given
together with application and work flow of this approach. While explaining DNA barcoding, the difficulties encountered during application
was also discussed under several subtitles within the scope of this review. Finally, the most contentious issue of relationship between DNA
barcoding, phylogeny and population genetics was tried to be clarified along with suggestions related to subject.

Keywords: COl, DNA barcoding, DNA library, mitochondrial DNA, species identification.

GIRIS

DNA barkodlama terimi, literatlrde yaygin olarak  barkodlamanin gergek “altin ¢agi” 2003 yilinda baglams [3]

kullanilmaya baglanan bir ifadedir. Bu yontem temelde
mitokondriyal DNA’nin 600-700 baz cifti uzunlugundaki
standart bir bolgesinin hizli, dogru ve otomatik bir sekilde
tir tanimlamada kullanilmasina dayanmaktadir [1]. Fakat
DNA barkodlamanin, incelendiginde ¢ok da yeni bir kavram
olmadig goriilmektedir. “DNA barkodu” terimi ilk kez 1993
yilinda, bilimsel ¢evrelerin ¢ok da dikkatini ¢ekmeyen bir
calismada [2] kullanilmigtir. Hatta molekiiler araglar
kullanilarak tiir tanimlamalarinin gergeklestirilmesi ifadesi,
bundan da eski bir kavram olarak, Sanger dizileme
tekniginden de oOnce ortaya cikmstir. Fakat DNA

ve konuyla ilgili yaymlarin sayis1 hizla artarak, gliniimiizde
bu konuda yayinlanmig makale sayis1 1000'iagmuistir. DNA
barkodlamanin potansiyel kullanicilart sadece
taksonomistler degildir. Bu yontem adli bilimler,
biyoteknoloji, gida endiistrisi, hayvan besleme, genetik
cesitlilik, ve tlir ayrimi gibi bir¢ok alanda kullanilabilecek
bir arac olarak literatiirdeki yerini almustr.

Bugiine kadar gerceklestirilen caligsmalarda,
mitokondriyal sitokrom ¢ oksidaz alt tinite 1 (COIl) geninin
yaklagik 655 baz giftlik kiiglik bir boliimii kullanilarak
kuslar, baliklar ve kelebekler gibi karmasik gruplara ait
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birgok canli tirlinde %98-100 seviyelerinde tanimlama
bagariyla gerceklestirilmistir. Barkodlama yonteminin
kullanilmasiyla 6nceden tek bir tiir olarak tanimlanan birgok
ayrimi zor tlirlin ortaya ¢ikarilmast miimkiin olmustur.
Barkodlama ile hizli ve giivenilir tiir tanimlamanin yani sira,
farkli gruplar arasindaki filogenetik iliskiler de daha kolay
¢oziimlenebilir olmaktadir [4].

DNA Barkodlama Nedir?

Turlere 6zgii DNA profillerini ortaya ¢ikaran DNA
barkodlama yodntemi, temelde basit bir &nermeye
dayanmaktadir. Bu Onerme, organizmalarin genomlarinin
kiiciik pargalarindaki DNA dizisi farkliliklarinin herhangi
bir canlinin tiir seviyesinde tanimlanmasini saglayacak
biyolojik barkodlar olarak kullanilabilecegidir. Boylece,
tanimlanamayan tiirlerin DNA dizileri ile DNA barkod veri
tabanlarindaki DNA dizilerinin eslestirilmesi yontemiyle bu
tiirlerin tamimlanmasin1 saglayacak evrensel bir tiir teshis
anahtar1 olusturulmasi mimkin olmaktadir. Kisa DNA
dizilerinin kullanilmasinin temelinde, dizinin tiir igerisindeki
farklilik seviyesinin tiirler arasindaki farklilik seviyesinden
daha diisik oldugu varsayimi bulunmaktadir. Yontem,
canlilardan elde edilen doku 6rneklerinden DNA izolasyonu

gerceklestirilmesi, bu DNA’nin  PCR ile hedeflenen
bolgenin c¢ogaltilmasinda  kullanilmast  ve ¢ogaltilan
bolgenin DNA  dizi analizinin  gergeklestirilmesi

asamalarindan olusmaktadir. Bu islemler sonucunda elde
edilen DNA dizileri tiirlerin tanimlanmasinda kullanilan
barkodlar olarak veri bankalarina kayit edilmektedir [4].

DNA Barkodlamanin Diger Yontemlerden Fark:

DNA barkodlamay:1 diger yontemlerden ayiran temel
ozellik tek bir gen bolgesi kullanilarak tiim hayvan tiirlerine
yonelik evrensel bir biyolojik tanimlama sistemi prensibine
sahip olmasidir [3]. COI geninin 5" ucundan 655 baz ¢iftlik
bolgesi, farkli subelerden bir¢ok canliya gore tasarlanabilen
primerler ile cogaltilabilmesi nedeniyle DNA barkodlama
i¢in en uygun bolge olarak belirlenmistir [5].

Bir gen bolgesinin DNA barkodu kadar kullanigh
olabilmesi i¢in {i¢ 6zellige sahip olmasi gerekmektedir. Bu
ozellikler:

1. Tiir seviyesinde belirgin bir genetik varyasyon ve ayrim
giiciine sahip olmast,

2. Genis bir taksonomik olgekten canlilar i¢in uygun
evrensel primerler ile c¢ogaltilabilen, korunmus ug
bolgelerine sahip olmast,

3. DNA ekstraksiyonu ve PCR sirasinda sorun yaratmayacak
kisa dizi uzunluguna sahip olmasi seklinde siralanabilir.

COI geni tiim bu 6zelliklere sahip dolayr hayvanlarda
tir seviyesinde ayrim giiciine sahip, standartlagtirilmig
barkodlama bélgesi olarak kabul gérmiistiir [6].

Neden Sitokrom C Oksidaz Alt Unite I (COI) Geni?

COIl barkod bdlgesinin, metazoan mitokondriyal
genomu bakimindan tiir igerisinde %3’ten kiigiik, tiirler
arasinda ise ortalama %10 ila %25 arasinda belirgin bir
farklilik gosterdigi yapilan ¢aligmalar ile ortaya koyulmus
bir gercektir [7]. Giliniimiizde metazoan tiirler igin kullanilan
standart barkodun tanimi, COI geninin 5 ucundan 652-658
baz c¢iftlik bolgesi olarak ifade edilmektedir [3]. Metazoan
tirler i¢in evrensel bir barkod bdlgesi arayisinda,
mitokondriyal genomun niikleer genoma kiyasla birgok

avantaj s6z konusudur. Bu avantajlar intronlarin
bulunmamasi, rekombinasyona smirli sekilde maruz
kalmasi, tiim hiicrelerde yiiksek kopya sayisi, haploit
ozellikte olmast ve maternal bir kalitima sahip olmasi
seklinde siralanabilir. Gegmiste yapilan bircok sistematik
analiz ¢alismasinda kullanilan 12S rRNA ve 16S rRNA
genleri, gostermis olduklar1 yiiksek insersiyon ve delesyon
frekans1 nedeniyle elde edilen dizilerin hizalanmasinda ve
karsilastirilmasinda  biiyilkk zorluklara neden olmusgtur.
Metazoan tirlerin mitokondriyal genomlarinda bulunan 13
protein kodlayan gen genellikle bu insersiyon ve
delesyonlar1 icermektedir. COIl geninin diger protein
kodlayan mitokondriyal genlerden istiinliigii, metazoan
tirler igin  evrensel primer ¢iftleri  kullanilarak
cogaltilabilmesi ve bircok farkli taksonomik seviyede
kullanilabilir bir filogenetik sinyale sahip olmasidir.

col geninde bulunan kodonlarin tigiincii
pozisyonundaki nikleotidleri yiiksek oranda substitiisyon
gostermekte ve boylece mitokondriyal rRNA genlerine
oranla {i¢c kat daha yiiksek molekiiler evrim hizina sahip
olarak degerlendirilmektedirler. Bir baska onemli nokta da
COI geninde gerceklesen evrimin, yakin tiirlerin ayrimina
imkan taniyan ve cografik yapi ile iliskilendirilebilen tiir i¢i
varyasyonu ortaya koyabilecek bir hizda gergeklesmesidir
[8].

COI geninin standart barkod geni olarak secilmesindeki
asil neden, birden fazla tiir i¢in gostermis oldugu belirgin
ayrim giicii ve tiir i¢i ile tiirler arasindaki uzakligin
cakigmadig tipik varyasyon modelidir [7]. Tur ici ve tirler
arast  varyasyonda cakisma meydana  gelmemesi
“barkodlama agiklig1” olarak adlandirilmisg [9] ve barkod
dizilerinin isabet ve giivenilirliginde en énemli nokta olarak
kabul edilmistir (Sekil 1).

Barkodlama agiklig
—

Kargilagtirma sayisi

Genetik uzaklik

Cakigma

Kargilagtirma sayisi

Genatik uzaklik

Sekil 1. Tiir i¢i ve tiirler arasi genetik uzakliklarim varsayimsal
dagilim frekanslari. (a) tiir i¢i varyasyon ve tiirler aras1 varyasyonun
ayrt dagilimindan dogan barkodlama agikligi, (b) tiir i¢i ve tirler
arast varyasyonun cakisan dagilimi sonucu barkodlama agikliginin
bulunmamasi [9].
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Tim bu  Ozelliklerine ragmen COl  geninin
coziimleyemedigi bazi canli gruplari da bulunmaktadir.
Bunlara 6rnek, Porifera (siingerler), Ctenophora (taraklilar)

ve Anthozoa (mercanlar) olup, bu gruplardaki
mitokondriyaDNA  evrimsel hizinin diger metazoan
gruplara kiyasla 10-20 kat daha az oldugu ileri

strilmektedir [10]. Dahas1 COI barkodlarindan elde edilen
verilerin bazi canli gruplarinda, yakin iligkili tiirlerin
glvenilir bir sekilde ayrimlarinin gergeklestirilmesinde
yetersiz kaldig1 da belirtilmektedir [11].

Bu istisnalar disinda, cografik olarak genis yayilim
gosteren farkli tiirlerin, tiirler arasi ve tiir i¢i genetik
varyasyonlarint da igeren birgok ¢aligma sonucunda elde
edilmig birbirleriyle tutarli veri setleri, COIl geninin
barkodlama ¢alismalarinda kullanilan standart belirteg
olarak benimsenmesinde bilyiik rol oynamigtir. COI geninin
standart belirte¢ olarak benimsenmesinin sonuglart NCBI
(National Center for Biotechnology Information) GenBank
ve BOLD (Barcode of Life Data Systems) gibi genis, halka
agitk veri tabanlarina da belirgin bir sekilde yansimstir.
Barkodlama geninde gergeklestirilen standartlagtirma
sonrasinda GenBank ve BOLD gibi veri tabanlarina COI
gen dizilerinin girisinde biiyiik bir artis yasanmistir. Bu veri
cesitliligi ve yogunlugu, G-C degisimleri gibi niikleotid
kompozisyondaki evrimsel degisimler de dahil olmak iizere
hayvanlar, bitkiler ve mantarlardaki bircok molekuler
evrimsel hipotezin incelenmesine olanak saglamistir. COIl
barkod bdlgesi, nikleotid kompozisyonunun tahmininde
ozellikle tercih edilen bir dizi olmamasina ve mitokondriyal
genomun herhangi bir bolgesinden bu anlamda ¢ok farkli
olmamasina ragmen, farkli taksonlardan gergeklestirilen
yogun orneklemeler sonucunda barkod kiitiiphanelerinde bu
bolgeye iligkin birgok kayit olusmakta ve boylece ¢ok sinirlt
sayida diziye sahip mitokondriyal genom veri tabanlarinin
sunamadi@ir karsilagtirma yapilacak bir referans DNA
kiitiiphanesi imkanini arastiricilara sunmaktadir [8].

COIl gen bolgesinin tiir seviyesinde tanimlamalarda
etkin bir sekilde kullanilabilirligi giinimiizde birgok
omurgali ve omurgasiz hayvan grubu i¢in kabul edilmistir
[12]. Barkodlama ayrica hayvan hiicre hatlarinin
tanimlanmasinda da kullanilabilmekte [13] ve biyogesitlilik
veri tabanlarindaki materyallerin  karakterizasyonunda
onerilen bir uygulama olarak da karsimiza ¢ikmaktadir [14].
Bunlarla birlikte, COIl geninin ayni bolgesi kirmizi makro
alglerin tiir tanimlanmasinda [15], tek hiicreli protistlerde ve
bazi mantarlarda [16] da kullanilmaktadir. Bu kadar genis
Oleekte uygulama alanina sahip bu bélgenin ayrim giiciiniin
temelinde niikleotid dizilerinde ayn1 anda meydana gelen
degisikliklerdeki siklik yer almaktadir.

Molekiler biyoloji ydntemleri hizla gelismekte
oldugundan giiniimiizde ekonomik olarak goriilmeyen
mikroarray ve hibridizasyon problar1 kullamlarak tek bir
prob ile ¢ok sayida tiiriin molekiiler tiir tayini uygulanabilir
olacaktir., COI geni molekiller tiir tayini 6zelinde
degerlendirildiginde, bugiine kadar yapilan c¢alismalarda
stirekli hata veren bir taksona rastlanmamis ve yukarida
bahsedilen nedenlerden 6tiri en uygun molekdler belirteg
olarak degerlendirilmektedir. Fakat filogenetik ¢aligmalarda
ve populasyon ¢aligmalarinda COI geni ile birlikte nikleer
genlerden de en az bir belirteg kullanilmasi, sadece
mitokondriyal bir gen ile calismanin dogurabilecegi olasi

hatalar1 en aza indirmek bakimindan g6z Oniinde

bulundurulmasi gereken bir baska noktadir.

DNA Barkodlamanin Uygulanmasi

Genis veri dijitallestirme projeleri sayesinde, tim
diinyada biyogesitlilik calisan aragtirmacilar taksonomik
literatiire rahatlikla ulasabilmektedir. Internet erisimi tabanl
veri bankalar1 ile gecerli taksonomik isimlendirmeler ve
sinonimlerinin de takip edilmesi kolaylagmig durumdadir.
Tim bunlar cevrimigi tiir tayin anahtarlar1 ve yiiksek
¢cozundrlikte dijital gorintaler ile birlikte
degerlendirildiginde taksonomik bilgi hi¢ olmadigi kadar
kolay ulagilabilir hale gelmektedir. Tim bu gelismelere
ragmen morfolojik analizler halen ayrimi zor tirlerin,
larvalarin, yavrularin ve viicut pargalarinin tiir seviyesinde
tanimlanmasina yetecek kadar olanak saglamamaktadir.
Tiirlerin daha iyi karakterize edilmesi ve tanimlanmasinda,
morfolojik tanimlanmasi gergeklestirilmis orneklerden elde
edilen standart, referans DNA dizilerinden yararlanilabilir.
Cok genis taksonomik oOlgekteki Ornekler arasindan elde
edilen belirli standartta DNA dizileri herkesin ulasabilecegi
ortak bir veri tabani altinda toplanabilir. Bilinmeyen tiirlerin
tanimlanmasi i¢in bu sekilde bir veri tabaninin olusturulmasi
ve  kullanilmast  zorunludur. Onceki  calismalar
incelediginde, GenBank veri tabaninda omurgalilara iliskin
DNA dizisi kayitlarinin biiyiik ¢ogunlugunu sitokrom b
dizileri olugturmaktaydi. Bunun nedeni sitokrom b genini
¢ogaltmak ig¢in kullanilan birgok primer ¢iftinin
bulunmasiyd: [17]. GlinimUzde ise bu denge COI dizileri
yoniinde degismistir. Ornegin, DNA barkodlamanin en ¢ok
kullanildig: baliklarda ve diger sucul canlilarda sitokrom b
dizisine iliskin yaklasik 3.000 tiirden 15.000 6rnege iliskin
kayit bulunurken bugiin COI dizilerinden olusan yaklasik
8.500 tiire iliskin 70.000’in iizerinde kayit bulunmaktadir ve
sitokrom b kayitlarindaki heterojenligin aksine tiim COI
kayitlart genin standart bir bolgesine aittir. Ayrica BOLD
veri tabaninda kayitli bu diziler “barkod” olarak kabul
edilebilmeleri agisindan belirli standartlara sahip olmalari
gerektiginden,  bilinmeyen tiirlerin  tanimlanmasinda
giivenilir bir temel olusturmaktadirlar [18].

DNA Barkodlama is Akisi

Barkodlama yolu ile tiir tamimlanmasi genel olarak,
incelenen Ornekten elde edilen genomun standart bir
kismindan elde edilmis ve DNA barkodu adi verilen kisa
DNA dizisinin kullanilmasiyla gergeklestirilir. Bilinmeyen
tir orneklerinden elde edilen bu barkod dizileri,
tanimlanmasi gergeklestirilmis ve veri tabanina kaydedilmis
barkodlar ile karsilagtirilir. Veri tabaninda kayith
barkodlardan biri ile eslesirse tiir tanimlamasi gerceklesir.
Eslesme gerceklesmedigi takdirde, benzerlik oranlarina
gore, kayith tirlere iligkin yeni bir barkod kaydi olarak
(haplotip veya cografik varyete) veya potansiyel yeni bir tiir
olarak degerlendirilir.

Tiir seviyesinde biyosistematik tanimlamalarda birgok
gen bolgesi kullanilmis fakat DNA barkodlama igin evrensel
bir standart olusturulmasi fikri sonucunda daha Oncede
belirtildigi tizere, hayvanlar i¢in COIl geninin 5 ucundan
655 baz ciftlik bolgesi kabul goérmiistiir. Bu boyda bir dizi
secilerek konvansiyonel dizileme platformlarinda tek
seferde giivenle okunabilecek bir barkod olusturulmustur.
DNA’da olusan degredasyon sonucu 655 baz giftlik
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bolgenin c¢ogaltilamayacagi durumlarda COI geninin daha
kisa bolgeleri de (mini barkodlar) tiir tanimlamada
kullanilabilmektedir [19].

Bazi arastiricilar, tiirlerin tamimlanmasinda alternatif
lokuslardan yararlamilabilecegini savunmaktadir. Ornek
olarak, toprak nematodlar1 ve benzer gruptaki canlilarin
tanimlanmasinda 18S rDNA dizilerinin kullanildigi ve
“DNA taksonomisi” adi verilen bir yontem gelistirilmistir
[20]. Fakat bu yaklagimda, DNA barkodlamada oldugu gibi
dizi analizi ile elde edilen genetik oOzelligin Linnaeus
taksonomisindeki tiirler ile eslestirilmesi gibi bir amag
yoktur. Bu durumda da DNA taksonomisi yaklagimi
yalnizca detayli taksonomik diizene sahip olmayan canli
gruplarinda kullanilabilir olmaktadir. COI dizilerinin yeterli
sayida bulunmadigi durumlarda tiir igerisinde ayrim
yapabildigi tespit edilen veya ayrimi zor bir tiriin ortaya
cikarilmasinda molekiiler kanit olarak kullanilabilen
alternatif belirtecler de [21] kullanilmugtir. Ayrica bitkiler
gibi bazi gruplarda COI tiir seviyesinde ayrim yapabilecek
hizda evrimlesmediginden dolay1 alternatif belirtegler
kullanilmaktadir [22]. DNA barkodlamanin farkli hayvan
gruplarindaki  etkinligini  gésteren  gesitli  ¢aligmalar
mevcuttur [3, 7, 19, 21, 23]. Bu calismalar ile DNA
barkodlamasi gergeklestirilen tiirlerin %95’inden fazlasi igin
6zgiin bir COI barkod dizisi elde edilmis ve tiir seviyesinde
tamimlamalar  diizenli bir sekilde yiiriitilmiistiir. Tlk
gergeklestirilen  barkodlama ¢aligmalart  6rneklemelerin
kisith  bir  taksonomik ve  cografik  kapsamda
gergeklestirilmesi nedeniyle elestirilmistir. Daha sonra
yapilan ¢aligmalarda tropikal ortamlarda bulunan tiirlesme
bakimindan zengin taksonlar [19] ve belirli taksonomik
gruplardaki tiirlerin tamami hedef alinarak [9] detayh
analizler gergeklestirilmistir. Caligsmalardaki asil hizlanma,
aragtirma kuruluglar1 tarafindan olusturulan uluslararasi bir
birlik olan ve DNA barkodlamanin tiir tanimlanmasinda
uluslararast bir standart olmasimi destekleyen CBOL
(Consortium for the Barcode of Life)’un kurulmas: ve DNA
barkodlar1 icin kiiresel, ¢evrimicgi bir veri yonetim sistemi
olan BOLD’un gelistirilmesi ile miimkiin olmugtur [24].

Barkodlama c¢aligmalar1 genel olarak belirli taksonomik
gruplardan 6rneklerin elde edilmesi (mimkiinse morfolojik
karakterler gibi klasik taksonomik ydntemler kullanilarak
tanimlanmasi), DNA barkod dizilerinin (COI geninin 655
baz ciftlik kismi) elde edilmesi ve diger bilgiler ile bir araya
getirilerek kataloglanmasi seklinde yapilmaktadir. DNA
barkod verilerinin analiz asamasi ise elde edilen niikleotid
dizilerinin hizalanmasi ile baglar. Hizalanan diziler, kontrol
amact ile kodon analizinden gegirilir ve herhangi bir
delesyon, insersiyon veya stop kodon olusumu olup
olmadig: tespit edilir. Ardindan Kimura 2-parameter (K2P)
modeline gore genetik uzaklik matrisi olusturulur ve
kargilagtirilan diger tiirler ile iliskisi neighbor-joining (NJ)
yontemine gore cizilen agaclar ile gosterilerek tiir i¢i ve
tlrler aras1 sonuglar1 degerlendirilebilmektedir [25].

Uygulamada Karsilasilan Zorluklar

Heteroplazmi

Bilinen sekli ile mitokondriyal DNA’daki maternal
kalitim; homoplazmi (tiim hiicre veya bireylerde tek tip
mtDNA) ile sonuglanir. Fakat niikleer psddogenlerin farkli
cogalmalart [26], paternal aktarimlar [27], somatik
mutasyonlar [28] ve tiir ¢aprazlamalari [29] heteroplazmiye

(tim hiicre veya bireylerde birden fazla mitokondriyal
DNA’nin karisimmin bulunmasi) neden olabilmektedir.
Bilinen mitokondriyal DNA kalittimina istisna bir 6rnek
olarak Mytilus edulis tirt midyeler gosterilebilir. Bu midye
tiirlerinde heteroplazmik mitokondriyal DNA yapisina sahip
homoplazmik bireyler saptanmuigtir [30]. Bu saptamalar
Mytilus tiirlerinde biparental kalittmin meydana gelebilmesi
hipotezi ile agiklanmaktadir [31]. Mytilus tdrlerinin
barkodlarinin ve diger mitokondriyal genlerin analizinde
karsilagilan  zorlugun, ftiirler arasindaki hibridizasyon
sonrasinda baglayan rekombinasyondan kaynaklandig ileri
strilmektedir [32].

Ps6dogenler

Nikleusta bulunan mitokondriyal psédogenlerin (numt;
nonfunctional copies of mtDNA in the nucleus) bircok
onemli Okaryotik organizma grubunda tespit edildigi
bilinmektedir. Bu psédogenler korunmus evrensel primerler
kullanildigi zaman kolaylikla mitokondriyal DNA ile
birlikte amplifiye olabilmektedirler. Bu durum, nikleusta
meydana gelen niikleotid substitiisyonlarinin mitokondriyal
genomdakiler kadar hizli gergeklesmemesi nedeniyle [33]
ozellikle DNA barkodlama agisindan sorun yaratmaktadir.
Fakat son yillarda yapilan c¢aligmalarda barkodlama
sonuglarinin psodogenler nedeniyle yanlig
degerlendirilmesinin Oniine gegen analiz yontemlerinin de
gelistirilmis oldugu ifade edilmektedir [34].

Formalin
DNA barkodlamada en sik karsilasilan problemlerin
basinda doku 6rneklerinin pH’s1 iyi ayarlanmamis formalin

¢ozeltilerinde saklanmasi  gelmektedir. pH  dengesi
ayarlanmamis formalinin hizli asidifikasyonunun
arsivlenmis  Orneklerden  zaten zor olan DNA

ekstraksiyonunu bir kat daha zorlastirdigi belirtilmektedir
[35]. Bilinenin aksine, dokularn pH dengesi ayarlanmig
formalin igerisinde uzun zaman saklanmasi molekiiler
analizde kullanilmalarma bir engel olusturmamaktadir.
Formalin  igerisinde  saklanmis  dokulardan = DNA
ekstraksiyonuna yonelik bir¢ok protokol bulunmakta, dahasi
formalin i¢erisinde saklanmis zooplankton [36] ve balik [37]
orneklerinden elde edilmis DNA barkodlarina da literatiirde
rastlanmaktadir. Mevcut sorunun asilmasma yonelik yeni
protokoller gelistirilmekle beraber, molekiiler analizde
kullanilacak dokularin saklanmasinda yine de en uygun
yontem olarak etanol igerisinde veya dondurularak
saklanmasi gosterilmektedir [35].

Hatal diziler

Canlilarin  COl dizilerine iliskin kayitlarin NCBI
GenBank veri tabaninda hizla artmasi sayesinde bu
canlilarin  kargilagtirmali  tamimlanmasinda  kaynak
olusturacak kullanighh ve detayli bir kiitiiphane meydana
gelmis ve bu kitliphane gun gectikce de blyumektedir.
Fakat dikkatli bir sekilde incelendiginde GenBank veri
tabaninda taksonomik tanimlamanin yanlis yapildigi, DNA
dizisinin uygun bir sekilde kontrol edilmedigi (dizinin yanlig
hizalanmasi, stop kodonlarin olusmast, okuma
cercevesindeki insersiyon ve delesyonlar), bilinmeyen
psddogenler iceren ve mikrobiyal kontaminasyonlara maruz
kalmig birgok hatali diziye de rastlandigi da ifade
edilmektedir [8]. Bu hatali dizilerin ancak belirli taksonlarin
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karsilastirmali olarak incelenmesi ile tespit edilebildigi
vurgulanmaktadir [38].

Hibridizasyon

Tiirler arast hibridizasyon kuskusuz barkodlama
caligmalarinda 6nemli bir sorun teskil etmektedir. Bilindigi
gibi barkod geni olan COI, mitokondriyal bir gendir ve
genellikle maternal olarak aktarilir. Bu sebepten otiirii hibrit
bir canli ka¢inilmaz bir sekilde ve hatali olarak maternal
tirle ayni tiir olarak tanimlanacaktir. Eger tanimlamasi
yapilacak tiiriin hibritlesebilen tiirler arasinda oldugu
biliniyorsa ve dogru bir tanmimlama yapmak isteniyorsa
mutlaka DNA barkodlama ile birlikte bilinen ture 6zgi
nikleer DNA allelleri de analiz edilmesi Onerilmektedir.
Eger oOrnek gergekten hibrit ise barkodlama sonucunda
maternal tir belirlenecek, niukleer DNA dizisi yardimiyla da
paternal tiir ortaya cikarilacaktir. Omegin, ¢ok sayida
kemikli i¢ su balig1 ve deniz baliginda hibridizasyon tespit
edilirken, kikirdakli baliklarda bugiine kadar tespit edilmis
bir hibridizasyon bulunmadigi bilinmektedir. Bunun en
onemli nedeni kemikli baliklarda goriilen dig dollenme
yerine, kikirdakl baliklarda ic dollenmenin
gerceklesmesidir. Buna ragmen kemikli baliklar igerisinde
bile hibridizasyon, tiirlerin yalnizca %]1’inde goriilmektedir
[18]. Bu duruma 6rnek olarak i¢ su baliklarindan Carassius
gibelio tiirliniin bazi populasyonlarinda tespit edilen
ginogenetik Greme gdsterilebilir. Bu treme tipinde disiler,
erkegin spermine yumurta gelisiminin baslayabilmesi igin
ihtiya¢ duyar fakat embriyo olusumuna herhangi bir katkisi
olmaz [39].

DNA Barkodlamanin Taksonomi,
Populasyon Genetigi ile iliskisi

Filogeni ve

DNA barkodlama-taksonomi iliskisi

Taksonomik ¢aligmalarla birlikte yiiriitilen DNA
barkodlamanin, orneklerin tiir seviyesinde
tanimlanmalarinda sagladig: faydalar ne kadar biiyiik olsa
da, barkodlama higbir zaman kapsamli taksonomik analizin
yerini alacak bir uygulama olarak gdrilmemelidir.
Bilinmeyen bir 6rnek barkod veri tabanindan bir tiir ile
eslesme saglamaz ise, bu bilinmeyen Ornege ait barkod
dizisi onun yeni bir tiir olarak degerlendirilmesini saglamaz.
Aksine bu ornekler kapsamli bir taksonomik analize tabi
tutulurlar. Bu tanimlanamayan Srneklerin klasik taksonomik
yontemler c¢ergevesinde degerlendirilmesi, barkodlama
analizinden ¢ok daha uzun siirse de yeni bir tiriin ortaya
cikarilmasinda daha yiiksek bir potansiyele sahiptir [19].
Detayli olarak calisilmamis  taksonomik  gruplarda
gerceklestirilen c¢aligmalarda, klasik taksonomik ¢aligsma
oncesinde gergeklestirilecek DNA barkodlama ¢aligmasi ile
orneklerin hizla genetik olarak farkli gruplara ayrilmasi
saglanabilir ve taksonomik ¢alismanin ig yiikii azaltilabilir.
Yeni tiirlerin teshisi ve tanimlanmasi en nihayetinde
kapsamlt bir taksonomik caligma ile gergeklestirilse de,
DNA barkodlama bu sireci belirgin bir bicimde
hizlandirmakta  ve  kolaylagtirmaktadir.  Genellikle
morfolojik ve ekolojik verilerin toplanmasini da gerektiren
klasik taksonomik c¢alisma yontemleri, farkli taksonomik
gruplara gore degiskenlik gosterirken (6rnegin kuslarla
baliklarin taksonomik tanimlanmasi farkli yontem ve
tecriibe gerektirir), barkodlama analizi ¢ok genis canli

gruplari i¢in (6rnegin tiim hayvan taksonlar1) hemen hemen
standart hale getirilmistir [40].

DNA barkodlama - filogeni iliskisi

DNA dizisi verilerinin igin igine girmesiyle filogenetik
caligmalarda son yirmi yilda c¢ok Onemli bir gelisme
yaganmuis ve farkli canli gruplarina yonelik genis 6lgekli
projelerin sayisinda artis goriilmiistiir. Molekiiler filogeni
temelli bir projede 6ncelikle analiz edilecek hedef grubun
6lgeginin (6rnegin familya) belirlenmesi, hedef grubu temsil
edecek taksonlarin belirlenmesi, DNA dizisi bilgilerinin elde
edilmesi ve filogenetik agaglarin olusturtulmasinda en
uygun ydntemin belirlenmesi (Maximum Likelihood,
Maximum Parsimony, Bayesian analizi vb.) gerekmektedir.
Bu iglemler detayli olarak farkli galigmalarda anlatilimakla
beraber giiglii bir sekilde desteklenebilen filogenetik
agaclarin olusturulmasinda lokuslarin ve hedef grubu temsil
edecek taksonlarin se¢imi ¢ok Onemlidir. Kisa bir zaman
oncesine kadar hedef gen se¢iminde dizi analizinde sikinti
yaratmayan ozellikte dizilere sahip olan ve evrensel
primerler ile c¢ogaltilabilen ribozomal genler tercih
edilmekteydi. Fakat glnimizde, mevcut teknolojik
gelismeler 1s13inda daha stratejik gen secimleri mimkin
hale gelmistir. Dolayisiyla, son zamanlarda gerceklestirilen
caligmalardaki filogenetik analizlerde farkli genomik
kisimlardan (6rnegin niikleus, mitokondri veya kloroplast),
birden fazla lokustan, toplamda birkag kilobaz uzunlugunda
DNA dizileri elde edilmektedir. Boylece farkli taksonomik
seviyelerden elde edilen filogenetik ¢oziiniirliigiin artirilmasi
saglanmakta [19] ve tek bir gene spesifik hatalarin 6niine
gecilebilmektedir.

Bir bagka gozden kagirilan nokta ise takson
Orneklemelerine, lokus secimine gosterildigi kadar &zen
gosterilmemesidir. Fakat takson 6rneklemelerinin artirilmasi
dal uzunluklarinin kisalmasint ve homoplasi sayisinin
azalmasint  saglayarak  dogru  filogenetik  agacin
olusturulmasina yardimci olmaktadir. Aksi takdirde dal
uzunluklar1 ve homoplaside goriilecek artig, yanlis bir
filogeni olusturulmasi ile sonuglanabilir [41]. Birgok
aragstirici filogeninin ¢oziinlirligiini artirmak i¢in daha fazla
gen eklemektense daha fazla takson eklemenin ¢ok daha
faydali oldugunu savunmaktadir [42]. Veri setine daha fazla
takson eklemek analize yardimci olmakla beraber analizler
sirasinda hesaplamaya iliskin faktorler nedeniyle analiz
edilebilecek takson sayist sinirli oldugundan eklenecek
taksonlarin se¢imi iyice dnem kazanmaktadir. Bu simirlayici
nedenlerden Otiirli arastiricilar, yiiksek sayida takson igeren
filogenetik veri setleriyle (6rnegin yiizlerce tiir) c¢aligirken
daha bulgusal ve basit analitik  ydntemlerden
yararlanmaktadirlar [43].

Her ne kadar barkod kutuphaneleri ile molekiler
filogenetik veri setleri benzerlikler gdsterseler de (her ikisi
de canli gruplarma iliskin DNA dizi bilgisi igermektedir),
DNA barkodlar1 genellikle evrimsel iliskileri derinlemesine
¢ozumleyebilecek vyeterlilikte filogenetik sinyale sahip
degildirler [23]. DNA barkodlama ¢alismalari, filogeni
olusturma calismalarina takson se¢iminde yardimci olarak
katkida bulunabilmektedir. DNA barkodlar1 hem tiir
tanimlamada hem de ayrimi zor veya yeni tirlerin ortaya
cikarilmasi  noktasinda etkili oldugundan, kapsamli
filogenetik analiz gerektiren taksonlarin belirlenmesinde
kullanilabilecek bir molekiiler aragtir.
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DNA barkodlama - populasyon genetigi iliskisi

Biyolojik iligkilerin ortaya ¢ikarilmasinda kullanilan
araglar ve uygulamalar biyolojinin iki 6nemli dali tarafindan
gelistirilmistir. Bunlar molekiiler filogenetik ve populasyon
genetigidir. Bu bilim dallar1 canlilar arasindaki iligkilerin
farkli seviyelerine odaklanmistir. Molekiiler filogenetik
caligmalarda genellikle canli gruplar arasindaki daha derin
evrimsel iligkiler {izerine yogunlasilirken, populasyon
genetigi ¢alismalarinda tek bir tiiriin kendi i¢indeki ve farkli
populasyonlar1 arasindaki varyasyon hedef alinmaktadir
[43]. Bu baglamda, DNA barkodlama tiirler bakimindan
kapsaml1 bir igerige sahipken, birbirleriyle iligkilerinden ¢ok
tanimlanmalarina odaklanarak iki disiplinin ortasinda bir
yerde kendine yer bulmaktadir.

Bilinenin aksine, DNA barkodlama tir ici genetik
farkliliklarin =~ ortaya c¢ikarildigi  populasyon genetigi
caligmalarinda siklikla kullanilmakta ve tir ici genetik
varyasyonu tespit etmekte ¢ok basarili bir genetik belirteg
olarak kabul edilmektedir. Ozellikle balik tiirleri iizerinde
yogunlasan ¢alismalarda DNA barkodlamanin populasyon
genetigi ¢alismalarinda etkin bir sekilde kullanilabilecegi
elde edilen sonuglar ile ortaya koyulmustur.

Avustralya’dan toplamda 207 balik tiiriiniin COI geninin
DNA dizisini analiz eden aragtiricilar [23] ortalama tiir ici
K2P uzakhigim1 %0,39 olarak hesaplamiglardir. Arastiricilar,

bu c¢aligmadan elde edilen sonuglarin COIl geninin
barkodlanmasinin baliklarda tiirlerin ve tir i¢i farkli
populasyonlarin tanimlanmasinda kullanilabilecegini
gosterdigini belirtmislerdir.

Bir bagska c¢aligmada [44], arastiricilar DNA
barkodlamanin  etkinligini  gdstermek igcin  Kanada

faunasinda bulunan ve salmonlar ile mersin baliklar1 gibi
yiiksek ekonomik Sneme sahip balik tiirlerinin de igeren
yaklasik 200 tatli su baliginda, tiirler arasindaki ortalama
genetik uzaklig: tir igerisindeki ortalama genetik uzakligin
27 kat1 olarak hesaplamis ve tirler arasindaki ortalama K2P
uzakhig1 %8,3, tir icerisinde ise %0,3 olarak bildirmistirler.
Caligmanin sonucunda DNA barkodlamanin tatli su balik
tirlerinin ~ populasyon  i¢i  genetik  uzakliklarinin
hesaplanmasinda etkin bir bigimde kullanilabilecegini
savunan arastiricilar, olusturulan COI kiitiiphanesinin
populasyon genetigi, ekoloji ve sistematik alaninda
gerceklestirilecek sonraki caligmalarda kullanilabilecegini
belirtmislerdir.

Kuzey (Atlantik ve Akdeniz) ve Gliney (Avustralya ve
Asya) yarim kiiredeki denizlerden toplanan 15 balik tiiriine
ait toplam 149 6rnegin kullanildig1 bir bagka ¢aligmada [45]
orneklenen tiirlerden ikisinin kuzey ve giliney populasyonlari
arasinda blyik bir farkliik (FST degerleri 0,84 ve 0,86)
oldugu tespit edilmistir. Bu tiirlerden biri Lepidopus
caudatus olarak bildirilmis ve kuzey ile giiney
populasyonlart arasinda %2,75’lik bir genetik uzaklik tespit
edilmistir. Ikinci tiir ise Zeus faber olarak bildirilmis ve
kuzey ile giiney populasyonlar: arasinda %7,44’lik bir
genetik uzaklik oldugu belirtilmis ve bu iki tiire ait tim
orneklerin dogru populasyonlar altinda kiimelendigi
vurgulanmustir.

Hint Okyanusu’nun karst yonlerinden, hem kiy1 hem
acik deniz yasamlarini temsil edecek sekilde secilmis 35
balik tlirlinlin  populasyonlar1 arasindaki farki DNA
barkodlama ile inceleyen arastiricilar [46], Guney Afrika ve

Avustralya denizlerinden 6rneklenen kiyr baligi tiirlerinin
onemli bir kisminda (ortalama %5,10) populasyonlar
arasinda derin bir farklilik oldugu tespit etmislerdir.
Caligmada, benzer bir yapinin birka¢ kiyr tiirlinde de
gozlemlendigi (ortalama %0,84) fakat agik deniz tiirlerinde
gozlemlenmedigi (%0,26) belirtilmistir.

SONUC VE ONERILER

DNA barkodlama ¢alismalar1 giiniimiizde hizla artarak
biyogesitlilige yonelik bugiine kadar gerceklestirilen en
genis kapsamli genomik girisim halini almistir. Turkiye’de
ise sucul canlilar lizerinde gergeklestirilen DNA barkodlama
calismalar1 [47-52] disinda heniiz bu konuda yeterli sayida
caligma bulunmamaktadir. COI gen bdlgesi kullanilarak
gergeklestirilen  bircok ¢alisma olmasmna ragmen bu
caligmalarda standart DNA barkod boélgesi kullanilmanus
veya uygun protokellere gore bir yontem izlenilmemis,
Sadece mitokondriyal gen se¢iminde belirte¢ olarak COI
geninin herhangi bir pargasi kullanilmistir. Burada
unutulmamast gereken en dnemli nokta COI genine iligkin
diziler kullanilarak gerceklestirilen caligmalarn  “DNA
Barkodlama” caligmast ozelligi tasimasi i¢in caligmanin
evrensel olarak belirlenen protokollere uygun sekilde
yiiriitiilmesi ~ gerektigidir. ~ Ulkemizde bu  alandaki
caligmalarin sayisinin az olmasinin baslica nedeni ise, tim
diinyada devlet ve 0zel sektdr tarafindan maddi destek
saglanan DNA barkodlama caligmalariin iilkemizde ayni
destegi bulamamast olarak goriinmektedir.

Olugturulacak COI barkod kittphaneleri ile ileride
gergeklestirilecek  biyogesitlilik  takip ve etiketleme
caligmalart hizli ve giivenilir bir sekilde uygulanabilecektir.
Boylece, bu molekiiler ara¢ kullanilarak asir1 avcilii
yapilan veya bagka tiir adi altinda avlanan veya satilan,
tehlike altindaki tiirler kesin bir sekilde tanimlanarak
biyogesitlilik  yonetim c¢aligmalart daha etkin  hale
getirilebilecektir. Bir tiiriin tehlike altinda olup olmadigini
tespit etmenin ilk adiminin, o tlirin dogru olarak
tanimlanmasi oldugu unutulmamalidir. DNA barkodlama
yaklagimi ile canlilarin yalnizca yumurtalari, larvalari, doku
ornekleri ve iglenmis pargalart kullanilarak bile tiir
tanimlamalar1 gergeklestirilebilir, canlilarin korunmasina
yonelik genetik ¢aligmalar ortaya koyulabilir. Sistematik bir
bakis agisiyla  degerlendirildiginde, COI  barkodlari
kullanilarak belirli tanimlayici karakterlere sahip tiirlerin
hizli bir sekilde ayrimlart gerceklestirilebilir. DNA
barkodlama sonrasinda yapilacak ve farkli karakterlerin
kullanilacag bir taksonomik analiz ile biyogesitliligin kayit
altina alinmasi ¢ok daha kolay gergeklesecektir.

Turkiye’de bulunan tiirlere yonelik olusturulacak bir
ulusal DNA barkod veri tabam1 ile morfolojik
tanimlamalarinda zorluk yaganan 6rnekler veya farkli yasam
evrelerindeki 6rnekler, ¢ok kisa siirede ve etkin bir sekilde
tir seviyesinde tanimlanabilir. Gergeklestirilecek DNA
barkodlama galismalar1 sonrasinda BOLD ve GenBank veri
tabanlarina kayitlar1 yapilacak tiirlerin tamami Tirkiye’den
bildirilen COIl barkodlarin1 olusturarak bundan sonra
gergeklestirilecek ¢aligmalarda referans diziler olarak
kullanilabilecektir. Ulkemizin bulundugu cografya goz
online alindiginda, ozellikle endemik tiirlerimize yonelik
baslatilacak DNA barkodlama ¢alismalar1 ile mevcut
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biyogesitliligimizin evrensel standartlarda kayit altina
alinmasi biiyilk O6nem tasimaktadir. Bu sayede mevcut

biyocesitliligimizin ~ korunmasina  yonelik stratejilerin
gelistirilmesinde  6nemli  bir referans olusturulmasi
saglanabilecektir.

Insan davranislar belirgin bicimde degismedigi takdirde
2050 yili itibariyle biyogesitlilik ve ekosistemlerde dnemli
degisimlerin meydana gelecegi tahmin edilmektedir [53].
DNA barkodlama teknigi kullanilarak daha giivenilir
biyogesitlilik kayitlari tutulabilir, tehlike altinda olan tiirlerin
tikenme durumlar1 takip edilebilir ve satiga sunulan
iriinlerin ~ kontrolleri  gerceklestirilerek,  biyogesitlilik
kaynaklarinin korunmasina katkida bulunulabilir.
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