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OZET

Kloroplast genoma ait psbA-trnH IGS bolgesi, en fazla niikleotid dizi farkliligi igeren bolgelerden biri
olmasindan dolay1 barkodlama amaci ile bitkilerde siklikla kullanilan bolgelerden biridir. Bu amagla meselerde
var olan taksonomik problemlerin ¢6ziimiine katki saglamak ve tiirler arasindaki filogenetik iliskileri
degerlendirmek adina bu bélge bu ¢alismada tercih edilmistir. ilk olarak psbA-trnH IGS bolgesine ait sekans
bilgisi analizler igin NCBI’den saglanilmistir. Daha sonra bu sekanslar hizalandirilmis ve varyasyon gésteren
bolgeler i¢in bir bazin digerine degisim oranlari, transisyon/transversiyon oranlari, baz frekanslar gibi analizler
MEGA X programi kullanilarak yapilmistir. Son olarak, tiirlerin birbirleri ile olan filogenetik iliskilerini
degerlendirmek adma Neighbor-joining dendrogram hazirlanmis ve analiz edilmistir. Bu bélgenin mese
tirlerinin seksiyonel ayrimi igin yeterli varyasyona sahip olmasina karsm, tiir ayriminda ve tanimlamasinda
sekans varyasyonlarinin yetersiz kaldigi goriilmistiir. Calisgmanin sonucu olarak psbA-trnH 1GS sekansinin
meselerde barkodlama amaci ile tek basma yetersiz oldugu, bununla birlikte farkli barkodlama bolgeleri ile
kullaniminin fayda saglayacagi onerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: psbA-trnH 1GS, NCBI, MEGA X, Transisyon/transversiyon, Neighbor-joining dendrogram,
Barkodlama

Gelis: 24/10/2019, Diizeltme: 04/12/2019, Kabul: 28/01/2020 1185


https://orcid.org/0000-0002-0327-8388

|. GIRIS

Fagaceae familyasina ait olan meseler; Kuzey Yarim Kiirede, Amerika, Avrupa, Asya ve Kuzey
Afrika’y1 iceren genis bir bélgede 500’{n iizerinde tiirle temsil edilmektedirler [1-3]. Quercus L.
cinsi, familyanin tiir sayisi, genis cografik yayilis1 ve yliksek morfolojik varyasyonlar ile en iyi
bilinen cinsi durumundadir. Fakat bu denli genis cografik yayilis ve tiir gesitliligi beraberinde
taksonomik problemleri de cins igerisinde arttirmakta ve bu problemlerin ¢dziimiinde yeni ¢oziim
yollar1 aranmasini zorunlu kilmaktadir. Genis cografik yayilis ve tiir ¢esitliliginin yanisira, mese tiirleri
arasinda ve Ozelliklede aym seksiyona ait tiirlerde siklikla gériilen hibritlesme davramigi var olan
taksonomik problemlerin en biiyiik sebebini olusturmaktadir. Mese tiirlerinin siniflandirilmasinda en
degerli morfolojik karakterler yapraklara aittir. Bunlarin yetersiz kaldigi durumlarda ise tiir
tanimlamasinda ikincil karakter olarak meyveler degerlendirilmekte ve siklikla dnerilmektedir. Mege
tirlerine ait yaprak ve meyveden saglanilan birgok karakter ile, bu karakterlerin tiirlerinin
simiflandiriimasinda ve taksonomik iligkilerinin degerlendirilmesinde 6nemini gdsteren bir¢ok ¢aligma
yapilmig ve bu durumun gercekligi gosterilmistir [4-8]. Bununla birlikte bu denli tiir gesitliliginin
fazlahig1 ve beraberinde gelen varyasyonlar, 6zelliklede hibrit bireylerde goézlenen varyasyonlar, tiir
tanimlamasi i¢in var olan morfolojik karakterler ile tespit edilememekte ve cins igerisinde taksonomik
problemleri arttirmaktadir. Bu amagla birgok sitogenetik ve 6zellikle PCR temeline dayanan molekiiler
caligmalar yapilmakta, 6zelliklede son donemlerde sekans analiz tekniklerinin gelismesi ile hem tiirii
tanimlamak adina yeterince korunmus ve hem de tiirler arasi iliskiyi ortaya koyabilecek kadar
varyasyon igeren kisa DNA sekans bilgisi temeline dayanan barkodlama ¢alismalar1 hiz kazanmigtir
[9-12]. DNA barkodlamaya, var olan bu taksonomik problemlerin ¢6ziimiiniin yamsira, tiir gesitliligini
tayini ve filogenetik iligkilerinin degerlendirilmesi amaci ilede siklikla basvurulmakta ve bu amagla en
uygun bolgeyi bulmak adina ¢ekirdek DNA ve plastid DNA’ya ait bolgeler denenmektedir.
Ozelliklede hem tiirii tammlayacak kadar korunmus ve var olan niikleotid degisimleri ile tiirler arasi
iliskiyi ortaya koyabilecek sekans farkliliklar1 igeren plastid DNA siklikla tercih edilmektedir.
Bitkilerde kloroplast DNA bu amaglara en uygun bolgelere sahip gibi gériinmekle birlikte, hala tiim
tirleri kapsayan evrensel bir barkodlama bolgesi tespit edilememistir [11,13,14]. Baska bir deyisle
baz1 familyalara ait tiirlerde veya cinslerde ¢ok iyi ayrim yapabilen ve 6nerilen bir DNA bolgesi, diger
bitki guruplar1 i¢in taksonomik olarak tiir {istii kategorilerde sonu¢ verebilmektedir [15]. Bircok
yayindan elde edilen veriler neticesinde ve yasam barkod konsorsiyumunca bu amagla en ¢ok tavsiye
edilen kloroplast genoma ait bolgeler olarak rbcL, matK, trnK, trnH-psbA, atpB-rbcL, trnT-trnF
sayilabilir [14,16,17]. Bu bolgeler, yasam barkod konsorsiyumunun da onerdigi gibi gen bolgeleri
olabildigi gibi, ¢esitli bolgelerin kombinasyonu seklinde de kullanilabilmektedir [17].

Tirkiye’de meseler incelendiginde, 3 seksiyonda (Quercus, Cerris ve llex) 18 tir (25 takson) ile
temsil edildigi ve ¢ok genis bir cografik yayilis alanina sahip oldugunu goriilmektedir [18]. Bu denli
cografik vyayilis ve tiir ¢esitliligi Tiirkiye’de de meseleri, ozellikle Tiirkiye’nin lokasyonu,
jeomorfolojik yapisit ve buna bagh farkli iklimsel karaktere sahip bolgeleri gibi nedenlerle Diinya’da
oldugu gibi problemli kilmaktadir. Ayrica birgok tiiriin ayn1 cografik bolgede olusturdugu karisik
popiilasyonlarda zaten var olan hibridizasyonu arttirmakta ve olusan varyasyonlar nedeni ile tiir
siirlarinin ¢izilmesini zorunlu kilmaktadir. Bunlarm yanisira, Tiirkiye’de Q. aucheri, Q. vulcanica ve
Q. ithaburensis Decne. subsp. macrolepis (Kotschy) Hedge & Yaltirik gibi endemik taksonlarin
varligir genetik cesitliligin belirlenmesi bakimindan cinsi daha da oOnemli kilmakta ve gen
kaynaklarinin korunmasi agisindan yapilacak ¢aligmalari 6nemli hale getirmektedir.

Belirtilen tiim bu taksonomik problemlerin ¢oziimiine katki saglamak ve genetik cesitliligi belirlemek
adina, meselerde en iyi barkodlama bdlgesini bulmak icin bir¢ok kloroplast ve ¢ekirdek DNA’ya ait
bolgelerin tespit edilip denenmesi ve bu bolgelerin tiir aywrim yeteneklerinin ortaya cikarilmasi
gerekmektedir. Bu ¢aligmada bu amagcla kloroplast DNA’ya ait psbA-trnH intergenic spacer (IGS)
bolgesi barkodlama bolgesi olarak se¢ilmis ve Tiirkiye ile komsusu olan iilkelere ait 17 mese tiiriiniin
sekans bilgisi tlir ayrim yetenekleri ve filogenetik iligkilerinin degerlendirilmesi amaci ile
kullanilmastir.
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Il. YONTEM

Calismada kloroplast DNA’ya ait psbA-trnH IGS bélgesinin 17 mese tiirii i¢in sekans bilgisi National
Centre of Biotechnology Information (NCBI)’ dan temin edilmistir [19,20]. Calisilan tiirler, tiirlerin ait
oldugu seksiyonlar ve genbank kodlar1 Tablo 1°de gosterilmektedir.

Tablo 1. psbA-trnH IGS bélgesi igin ¢alismada kullamlan tiirler, ait oldugu seksiyonlar ve Gen Bank accession

numaralar

Genus Section Species GenBank Acc. No.
Quercus Q. vulcanica HE591278
Quercus Q. infectoria HE591305
Quercus Q. macranthera  HE591281
Quercus Q. robur HE591285
Quercus Q. petraea HE591314
Quercus Q. frainetto HE591313
Quercus Q. pubescens HE591309
Quercus Q. hartwissiana  HE611278

Quercus Quercus Q. pontica HE591330
Cerris Q. ithaburensis  HE591317
Cerris Q. trojana HE591295
Cerris Q. cerris HE591291
Cerris Q. brantii HE591320
Cerris Q. libani HE591321
llex Q. ilex HE591259
llex Q. coccifera HE591260
llex Q. aucheri HE591315

Ilgili barkodlama bélgesi igin tercih edilen meselerin sekanslari, Molecular Evolutionary Genetics
Analysis (MEGA X) programu kullanilarak ilgili analizleri yapmak adina hizalandirilmustir. Bir
sonraki asama olarak, psbA-trnH IGS bdlgesinin 17 mese tiiriinde hizalandirilmis DNA’larinin
varyasyon gosteren bolgeleri belirlenmis ve Sekil 1 de gosterilmistir. Ayrica varyasyonlarin en biiytik
sebebi olan bir bazin diger baza degisim oranlari, piirin ve pirimidinler i¢in transisyon/transversiyon
oranlari, herhangi bir baz gurubuna bakilmaksizin genel transisyon/transversiyon oranlar1 ve calisilan
tiirlerin ilgili bolge i¢in niikleotid frekanslari hesaplanmis ve Tablo 2, 3 ve 4’de gdsterilmistir. Son
olarak iizerlerinde bootstrap degerleri belirtilen Neighbour-joining dendrogram, MEGA X programi
kullanilarak Sekil 2’de goriildiigii gibi olusturulmustur. Filogenetik iligkileri en dogru sekilde
gostermek adina kagan ve anlamsiz data olarak ifade edilen kisimlar programin “complete deletion
option” ozelligi ile ¢ikarilmistir. Sonug olarak evrimsel analizler 546 niikleotid sekansinin toplaminda
analiz edilmis ve degerlendirilmistir.
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Tiirler Sekans Bilgisi

1112 222 3 3 4

596 6 704571509

8 7 27 2 2577120
Quercus trojana CCTTCTTTTGAG
Quercus frainetto T T G AG C T
Quercus macranthera T T A G C T
Quercus pubescens T T A C T
Quercus hartwissiana T T A . . C T
Quercus vulcanica T T A G GZC T
Quercus infectoria T T A C T
Quercus cerris . A . . .
Quercus robur T T A G C T
Quercus pontica TT A C T
Quercus ithaburensis A .
Quercus libani A A
Quercus brantii . A . . .
Quercus petraea T T . A G c . . T
Quercus aucheri G A A . G
Quercus coccifera G . A A . G
Quercus ilex G G A A C

Sekil 1. Calisilan tiirler ve psbA-trnH IGS bolgesine ait varyasyon gisteren bolgeler (kagcan ve anlamsiz data
olarak ifade edilen kisimlar ¢ikarilmistir)

1. BULGULAR

Bu ¢alismanin temel amaci ilk olarak Quercus cinsine ait taksonlarin filogenetik iliskilerini anlamak
ve taksonomik problemlerin ¢6ziimiine katki saglamak, ikinci olarak ise barkodlama bolgesi olarak
psbA-trnH IGS sekans bilgisinin degerlendirilmesi ve dneminin belirlenmesidir.

Bu barkodlama bdlgesi en fazla niikleotid dizi farkliligi icermesi nedeni ile kloroplast DNA
genomunda en sik Kkullanilan bélgelerden biridir [16,21]. Bununla birlikte bu varyasyonlarin
cogunlukla insersiyon ve delesyon seklinde olmasi, buna bagh olarak caligilan tiirlerde sekans
uzunlugundaki farkliliklar, calisilan tiirlerde bu bolge icin sekans hizalanmasim zorlastirmaktadir
[16,22,23]. Calisilan mese tiirleri i¢in bu bolgedeki varyasyonlar degerlendirildiginde ayni durum,
yani delesyon ve insersiyonlar dan kaynakli sekans uzunluk farkliliklar1 bu ¢alismada da gozlenmistir.
Bu sebeple filogenetik iliskilendirmede anlamli bilgi elde etmek adina bu bolgeler ¢ikarilmig ve
analizler bu dogrultuda yapilmustir.

[k olarak varyasyon gosteren bolgelerdeki bir bazin diger bir baza degisim oranlar1 hesaplannustir.
Tablo 2’de varyasyon gosteren bolgelerdeki baz degisimlerine bakildiginda, en 6nemli degisimin
pirimidinlere ait baz degisimlerinden yani C ve T niikleotidlerinin birbirine doniisiimiinii ifade eden
transisyonel degisimlerden kaynaklandig1 goriilmektedir. Piirin bazlarmma bakildiginda ise buradaki
degisimlerin pirimidinlere gore daha dengede oldugu, baska bir deyisle piirinlerin transisyonel ve
transversiyonel baz degisimlerinin daha dengede oldugu soylenebilir. Her bir baz gurubu igin
transisyon/transversiyon oranlarina bakildiginda, pirimidinler i¢in bu oran 3,30 iken, piirinlerde ise
0,86 ile daha dengededir. Herhangi bir baz gurubuna bakilmaksizin varyasyon gosteren bolgelerdeki
transisyon/transversiyon orani ise Tablo 3’de goriildiigi gibi 0,88 dir.

Tablo 4’de, incelenen mese taksonlarmm psbA-trnH IGS bolgesi icin niikleotid frekanslarina

bakildiginda, %70’e yakin bir oranda A ve T bazlarindan olusan bir sekans bilgisine sahip oldugu
goriilmektedir.
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Tablo 2. pshA-trnH IGS bélgesine ait bir bazin digerine degisim durumlart (koyu bolgeler transisyonelbaz
degisimlerini, acik ve italik bolgeler ise transversiyonel baz degigimlerini ifade etmektedir)

A T C G
A - 7,97 4,16 2,58
T 9,45 - 13,77 2,98
C 9,45 26,33 - 2,98
G 8,19 7,97 4,16 -

Tablo 3. pshA-trnH IGS sekansina ait varyasyon gosteren bolgelerdeki piirinler, pirimidinler ve genel
transisyon/transversiyon oranlart

Transisyon/transversiyon orani

Piirinler 0,86
Pirimidinler 3,30
Genel 0,88

Tablo 4. Her bir baz i¢in psbA-trnH IGS bélgesine ait niikleotid frekanslar

Niikleotid FF?O‘/Z‘;‘”S
A 38.47
TIU 32.44
c 16.96
G 12.13

Son olarak 17 Quercus tiiriiniin filogenetik iliskilerini gostermek adina Sekil 2’de gosterildigi gibi
Neighbor-Joining (NJ) dendrogram ¢izilmistir [24]. Filogenetik iliskileri gésteren aga¢ incelendiginde,
caligilan tiirlerin Oncelikli olarak 2 guruba ayrildigi, ilk guruptaki tiirlerin hepsinin Quercus
seksiyonuna ait oldugu, diger guruptaki tiirlerin ise diger iki seksiyon olan Cerris ve llex igerisinde
iligkilendirildigi goriilmektedir. Kisaca psbA-trnH IGS boélgesine ait sekans bilgisi, tiirleri birbirleri ile
olan ortak Ozellikleri ve benzerliklerine gore hatasiz olarak seksiyonel anlamda ayirmustir. Fakat
tirlerin birbirleri ile olan iliskilerini degerlendirmek adina, baska bir ifadeyle seksiyon icindeki
tiirlerin birbirleri ile olan mesafelerinin degerlendirilmesi adina bazi tiirler i¢in ayrim yapiyor gibi
gorlinmekle beraber, tam bir tiir ayrimi yapamadigi goriilmektedir.

Quercus vulcanica |
Quercus infectoria
Quercus macranthera

52

82| | Quercus robur

Quercus petraea
Quercus frainetto

Quercus
94

Quercus pubescens
Quercus hartwissiana

Quercus pontica
83 | Quercus aucheri
i | Quercus coccifera
Quercus cerris

Quercus ithaburensis
75 | Quercus brantii

j| ilex

Quercus ilex

Cerris

Quercus trojana
W———— Quercus libani

—_—
0.0020

Sekil 2. psbA-trnH IGS bélgesine ait, 17 Quercus tiirii igin Neighbor-Joining dendrogram (Bootstrap degerleri
dendrogram iizerinde gosterilmektedir)

1189



V. SONUC

Gliniimiizde tiir seviyesinde ayrim yapabilecek ve tilirler arasi iligkilerin degerlendirilebilecegi kisa
DNA sekanslar1 olarak adlandirilan barkodlama bolgeleri siklikla kullanilmakta, ozellikle Yasam
Barkot Konsorsiyumunca (CBOL), ifade edilen bu amaglara en uygun bolgeler olmalar1 nedeni ile
¢ogu plastid genoma ait bolgeler var olan problemlerin ¢ozliimiine katki amaci ile biiyiik oranda
tavsiye edilmektedir [11,13,25].

Bu bolgelerden biri olan psbA-trnH IGS bdlgesi, sekans bilgisi temin edilen Quercus tiirleri lizerine bu
amagla tiir ayrim yetenegi ve tiirler arasi iligkilerin degerlendirilmesinde ki 6nemini belirlemek amact
ile denenmistir. 17 mese tiirliniin sekans bilgisi ilk olarak MEGA X programi kullanilarak
hizalandirilmis ve 574 niikleotidlik bir sekans bilgisi elde dilmistir. Calisilan mese tiirlerinde
varyasyon gosteren bolgelerdeki sekans degisimleri incelendiginde bu durumun yiiksek oranda
delesyon ve insersiyonlardan kaynakli oldugu gozlenmistir. Niikleotid farkliliklar tiirler arasi iligkileri
degerlendirmek adina Onemli olmakla birlikte, bu tarz farkliliklardan kaynaklanan sekans
uzunlugundaki degiskenlikler, niikleotidlerin hizalandirilmasini zorlastirmakta ve analiz sonuglarmi bu
sebeple olumsuz yonde etkilemektedir. Bu amagla programda, anlamsiz bilgi ve bosluklar olarak
goriilen bu bolgeler analizde daha etkili sonu¢ almak adina ¢ikarilmis ve 546 niikleotidlik bilgiye
dayanan analizler bu dogrultuda yapilmistir. Bu degisimlerin hangi tiirlerden kaynaklandigina
bakildiginda ise oncelikli olarak llex seksiyonuna ait Q. coccifera, Q. ilex ve Q. aucheri’de delesyonlu
bolgelerin varligi en fazla goriilmiis, daha sonra ise Cerris seksiyonuna ait tiirlerde (Q. trojana, Q.
cerris, Q. ithaburensis, Q. libani ve Q. brantii) bu degisimler yiiksek oranda goriilmiistiir. Quercus
seksiyonunda ise bu anlamda Tirkiye’ye endemik olan ve ¢ok smirli bir alanda yayilis gosteren Q.
vulcanica’da degisimler diger tiirler ile kiyaslamada 6n plana ¢ikmustir.

Tirler aras1 iliskileri degerlendirmek adina olusturulan filogenetik agac incelendiginde, tiirlerin
seksiyon temelinde oldukca iyi ayrildigi, yani varyasyonlarin tiirlerin ortak o6zelliklerine gore
ayriminda bu barkodlama bolgesi i¢in anlamli oldugunu gostermektedir. llex seksiyonuna ait tiirler,
Cerris seksiyonuna ait tiirler ile filogenetik agidan daha yakin bulunmus ve buna disaridan Quercus
seksiyonu dendrogramda baglanmistir. Ancak bununla birlikte baz degisimlerini temel alan
varyasyonlar dikkate alindiginda, Sekil 1’de goriildiigii gibi 12 bolgede degisimler filogenetik analizde
degerlendirilmis ve seksiyonel ayrimda yeterli olsa da, tiir seviyesinde bazi tiirler i¢in ayrim
yapmasina karsin genelde yetersiz kaldig1 goriilmiistiir.

Bu durum bu bélgedeki sekans bilgisinin Quercus cinsine ait tiirler igin yiiksek oranda korundugunu,
var olan degisimlerin tiir listii kategoriler i¢in, seksiyon bazinda ¢ok anlamli varyasyonlar oldugunu
gostermekle beraber, tiir diizeyinde bazi ayrimlar goriilmekle birlikte genel anlamda yetersiz kaldig:
sOylenebilir.

Bu ¢alismada psbA-trnH IGS bolgesine ait degisimler, Quercus tiirleri i¢in analiz edilmis, degisimlerin
nedenleri belirlenmis ve bu barkodlama bdlgesinin meselerde filogenetik iliskilendirmede ki
oneminden bahsedilmistir. 546 niikleotidlik hizalanmis sekans uzunlugu ile psbA-trnH IGS bolgesi
DNA uzunlugu anlaminda barkodlama igin yeterli olmasina ragmen, baz degisimlerine bagh
varyasyonlar degerlendirildiginde calisilan mese tiirleri i¢in oldukc¢a korunmus bir bolge oldugu ve tiir
tanimlamasi ile birlikte filogenetik iligkilendirme i¢in CBOL tarafindan 6nerilmesine ragmen yeterli
varyasyona sahip olmadig1 goriilmektedir. Sonu¢ olarak bu bdlgenin meseler i¢in tek basmma iyi bir
barkodlama adayr olmadigi, ancak diger barkodlama bolgeleri ile kullaniminin faydali olabilecegi
sOylenebilir.

TESEKKUR: Bu galismada benden yardimini esirgemeyen ibrahim Melih OZTURKMEN ve
Neslihan YILMAZ’a ¢ok tesekkiir ederim.
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