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Caulerpa racemosa tiiriiniin genetik karakterizasyonunun gergeklestirilmesinde DNA
barkodlama yontemi kullanilmistir. Calisma kapsaminda C. racemosa’dan elde edilen
doku orneklerinden ITS ve rbcL lokuslarinin izole edilerek DNA dizilerinin tlr
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In this study, DNA barcoding is used in genetic characterization of Caulerpa racemosa
distribution in the Aegean Sea as an important invasive species. For this purpose, ITS
and rbcL loci were isolated from tissue samples of C. racemosa specimens and analyzed
for the efficiency of DNA sequences in species identification, calculating distance among
populations and comparison with other specimens from different countries were
conducted in order to determine the phylogeographic relationship. Efficiency of DNA
barcoding in terms of detecting intraspecific genetic distance was also investigated and
these intraspecific distances were used to construct evolutionary relationship trees.

At the end of the study, results were pointing out that DNA barcoding was successfully
identified C. racemosa specimens sampled from 12 different stations in the Aegean Sea
with an identification rate of >99%. Calculation of intraspecific distance among different
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closer locations. This sufficiency could be related with diversification of close
populations from a single genetic source or being spread from a limited genetic pool.
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1. GIRIS

Biyolojik istilalar genis yayilim gosteren ve bilyiik ¢gogunlugu insan kaynakli ekolojik
degisimlerdir. Insanlar gemilerle seyahat etmeye basladigindan beri beraberlerinde
fareler, hastaliklar ve bliyiik 6l¢iide fark etmedikleri denizel canlilar gibi “zararlilar1 da”
yanliglikla tagimiglardir. Tarihsel kayitlar ve yelkenli ahsap gemilerin modern kopyalari
Uzerinde yapilan caligmalar yiiksek oranda denizel organizmalar ile kaplandigini
gostermektedir. 1750 yilinda ahsap bir gemiyle 120 zararli denizel canlinin taginabildigi
ve bunlardan 30 tanesinin kuru balast ve ¢apa zinciri ile tasinabildigi ortaya konulmustur.
Bu canlilar seyahat boyunca durulan her limana ulasmakta ve ulastiklar1 her limanin
ekosistemine karigsmaktadirlar. Gemi kurdu olarak da bilinen Teredo navalis (Linnaeus,
1758) bu nedenle tiim diinya lizerinde yayilim gosteren bir canli olma 6zelligi gosterirken
ne yazik ki gercek dogal dagilimi asla bilinemeyecektir. Gemi kurdu gibi dagilim
gosteren kag tane canli oldugu ve bunlarin dogal yasam alanlar1 asla bilinemeyecektir

(Bax vd. 2003).

Denizel istilalar sadece tarihsel degildir. Her an yaklasik 10,000 farkl: tiir biyocografik
bolgeler arasinda gemilerin balast sular ile taginmaktalardir ki balast sular1 bu yayilimi
saglayan bir¢ok aracin en basinda gelmektedir. Ne var ki en azindan bu canlilarin birgogu
adaptasyon ve balast tanklarindaki karanlik, kirlilik gibi nedenlerle dlmektelerdir (Bax
vd. 2003). Balast sularinin bosaldigi ekosistemlerde (kiiresel 1sinmanin etkisinin oldugu
da diistintilmekte (Hellmann vd. 2007)) hayatta kalmayi basaran, yasamini siirdiiriip,
neslini devam ettiren tiirler ise istilac1 olarak karsimiza ¢ikmaktadirlar. Bu yeni yasam
alanlarinda tiirtin predatorii yoksa ya da populasyonunun kontrol altinda kalmasini
saglayan etkenler bir arada bulunmuyorsa tiiriin niifusunda asir1 artis goriilmeye
baslamaktadir (Hellmann vd. 2007). Bu nedenlerle bolgedeki tiir ¢esitliligi degismekte
endemik tlirler yok olma tehlikesiyle karsi karsiya gelmektedir. Bilim adamlar1 ve
yetkililer gittikge artan istilaci tiir girislerini denizel biyogesitliligin ve ekosisteminin en

biyuk tehditleri olarak gormektedirler (Gurevitch ve Padilla 2004).



1869 yilinda Kizildeniz ile Akdeniz’in birbirine baglanmasini saglayan Siiveys
Kanalr’nin agilmasi gerek kiiresel 1sinma (Fama vd. 2000, Hellmann vd. 2007) gerekse
ticari nedenler ile canlilarin go¢ etmeleri Akdeniz’de biiyiik bir biyo-ekolojik degisimin
baslamasina neden olmus ve bununla birlikte adaptasyon seviyesi yiiksek bircok canli
grubu Akdeniz’e giris yapmustir (Tuvia 1978, Keskin 2007). Siiveys Kanali’nin
acilmasiyla 50’si balik olmak izere 300°den fazla tiir Akdeniz’e gog etmistir (Por 1978,
Boudouresque 1999, Galil 2000, Keskin 2007). G6¢ eden bu tiirlere kanalin mithendisinin
anisina “Lesepsiyen Gé¢menler” ad1 verilmistir (Mater vd. 1995, Keskin 2007).

Ilk olarak 1926 yilinda Tunus’ta lesepsiyen gdcmen olarak rapor edilen Caulerpa
racemosa (Forsskal) J. Agardh potansiyel istilaci tlr olarak dikkate alinmamstir (Hamel
1926, Verlaque 1994, Ribera ve Boudouresque 1995, Nuber vd. 2007). Ancak Caulerpa
racemosa’nin 1990’larda daha 6nce hi¢ goriilmedigi Libya’da (Nizamuddin 1991, Nuber
vd. 2007) ve biitiin batt Akdeniz’de kolonize oldugunun tespit edilmesiyle bu durum
degismistir (Nuber vd. 2007). 2002 yilina kadar ise Akdeniz’de bulunan 11 Ulke ve tim
biiyiik adalarda rapor edilmistir (Verlaque vd. 2003).

Akdeniz’de 3 farkli morfolojik varyetesinin tespit edildigi C. racemosa tirl (Fama vd.
2000, Verlaque vd. 2000, Durand vd. 2002) Caulerpaceae (Bryopsidales, Chlorophyta)
ailesine ait olup Akdeniz’e lesepsiyen gogler (Durand vd. 2002, Verlaque vd. 2003), gemi
balast sular1 (Fama vd. 2000) ve akvaryumlardan (Jousson vd. 1998, Stam vd. 2006)

olmak tizere 3 farkli yolla bulagmis oldugu diisiiniilmektedir.

Bu ¢alismada; Tiirkiye’nin denizel florasina bulasan Caulerpa racemosa turinin Ege
Denizi’ndeki varyetelerinin morfolojik ve molekiiler diizeyde ayrilmasiyla bu tiirlerin
filogenetik ve filocografik iligkilerinin DNA barkodlama ydntemi ile belirlenmesi
amaglanmistir. Bu amagla Ege Denizi’nin 12 farkli bolgesinden toplamda 240 adet 6rnek
toplanmis, orneklerin morfolojik ayriminda sik¢a kullanilan karakterler incelenmis ve

literatlirdeki tur tayin anahtarlar1 yardimiyla morfolojik teshisleri yapilmistir. Molekiiler



incelemelerde ise orneklerin rbcL ve ITS gen bolgeleri polimeraz zincir reaksiyonu
(Polymerase Chain Reaction; PCR) ile c¢ogaltilip, incelenen varyeteler arasindaki

benzerlik ve farkliliklarin ortaya ¢ikarilmasi amaci ile dizi analizi uygulanmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK OZETLERI
2.1. Kuramsal Temeller

2.1.1 Caulerpa racemosa

2.1.1.1 Sistematigi

Chlorophyta divizyosunun Bryopsidophyceae simifinin Bryopsidales takimindan
Caulerpaceae ailesine ait Caulerpa cinsi 85 tir ile temsil edilmektedir (Cizelge 2.1)
(Guiry ve Guiry 2014).

Cizelge 2.1 Caulerpa racemosa tiiriine ait bilimsel siniflandirma

BIiLiMSEL SINIFLANDIRMA

Alem: Plantae

Bolim: Chlorophyta

Sinif: Bryopsidophyceae

Takim: Bryopsidales

Familya: Caulerpaceae

Cins: Caulerpa

Tur: C. racemosa

Caulerpa racemosa

(Forsskal) J.Agardh, 1873



http://en.wikipedia.org/wiki/Bryopsidophyceae
http://en.wikipedia.org/wiki/Plant
http://en.wikipedia.org/wiki/Chlorophyta
http://en.wikipedia.org/wiki/Bryopsidophyceae
http://en.wikipedia.org/wiki/Bryopsidales
http://en.wikipedia.org/wiki/Caulerpaceae
http://en.wikipedia.org/wiki/Caulerpa
http://en.wikipedia.org/wiki/Peter_Forssk%C3%A5l
http://en.wikipedia.org/wiki/Jacob_Georg_Agardh

2.1.1.2 Morfolojisi

11-19 cm uzunluklarina kadar erisebilen Caulerpa racemosa (Klein ve Verlaque 2008)

kendi cinsine ait diger tiirlerden rizoid, stolon ve talluslarina gore tiir seviyesinde

ayrilabilmektedir (Verlaque vd. 2003) (Sekil 2.1).

#

Tallus =%

=

Rizoidler
Stolon

2cm

Sekil 2.1 Caulerpa racemosa’nin basit morfolojisi (Klein ve Verlaque 2008)

Caulerpa racemosa terminal biiylime 0zelligi gésteren ve yatay uzanan silindir seklindeki
stolon, tallusun alt kisminda bitkinin substratuma tutunmasini saglayan renksiz ve ¢ok
dall1 rizoidler bulunur (Cirik ve Unliioglu 2000). 1-10 (maks. 20) mm uzunlugunda ve
0,3-0,8 (maks. 1,0) mm ¢apinda olan bu rizoidler stolonlara baglanmaktadirlar. 0,7-2,0
mm c¢apinda olan stolonlar basit bazen de birbirine dik dallar olusturacak sekilde
gOzukebilmektedirler. Bu dallar 1-11 (Akdeniz’de 19 cm’ye kadar) cm yiiksekliginde ve
3-10 mm kalinhiginda olabilmektelerdir. Bu kollarin stolonlarla birlestigi kaidelerde hafif
birer sigskinlik bulunmaktadir (Sekil 2.2) (Verlaque vd. 2003). Dik olarak ayrilan bu dallar



liztim taneleri seklinde siskin ve yogun sekilde siralanmis dalciklar (vezikiil) ile kaplidir
ve Uziim salkimi goriiniimiindelerdir (Cirik ve Unliioglu 2000). Yukar1 kismim da ¢ok
sikisik olmayan kabarcikli yapilar silindirik olarak dikey iki sira halinde veya radyal
olarak siralanmislardir (bazen her iki durumda goérilebilmektedir) (Verlaque vd. 2003).
Yaklagitk 3 mm boyundaki bu dalciklarin ¢aplart 1-1,5 mm olup tepe kisimlari
yassilagsmustir (Cirik ve Unliioglu 2000).

Sekil 2.2 Caulerpa racemosa tiiriine spesifik kaide siskinligi (Gartner 2005)



2.1.1.3 Biyolojisi

0-85 m araligindaki derinliklerde bulunmakta olan tiir 23-28 °C sicakliklar1 arasinda
yasadig1 bilinmektedir. %, 34-37 ppt tuzlulukta 4,2-4,9 ml/1 oksijen degerleri olan sularda
bulunmaktadir (EOL 2014). Camurlu veya kumlu s1§ sulardan resiflere kadar ¢cok degisik
zeminlerde hatta mercanlarin tizerlerinde bile g¢ogalabilmektelerdir (Marine Species

Identification 2014).

Vejetatif olarak ¢ogalan C. racemosa Akdeniz’de Nisan-Eyliil aylar1 arasinda biiyiiyiip
gelisir. Bitkiye ait birkag mm biiyiikliiglinde bir doku pargasindan bile gogalabilme
yetenegine sahip olan C. racemosa halokarpik déllenme ile de treyebilmektedir (Ruitton
vd. 2006, Ceccherelli ve Piazzi 2005, Ohba vd. 1992).

2.1.1.4 Dinyadaki ve Turkiye’deki dagilimi

Diisiik sicakliklardan tropikal denizlere kadar genis bir sicaklik yelpazesinde yetisebilen
C. racemosa ilk olarak 1926 yilinda Tunus’ta rapor edilmistir. Kizil Deniz’den gog ettigi
diistiniilmekte olan C. racemosa tiirli giiniimiizde tiim Akdeniz’de dagilim gostermektedir
(Sekil 2.3). Akdeniz’de en ¢ok dagilim gosteren yosun olan Caulerpa taxifolia’dan (M.
Vahl) C. Agardh, 1817 bile daha fazla dagilim gosterdigi belirlenmistir. Karayip
Denizi’nin s1g kesimleri, Bermuda ¢evresinde, Florida’dan Brezilya’ya (www.europe-
aliens.org 2014), Afrika’dan Yeni Zelanda ve Avustralya’ya, Avrupa’dan giineybati
Asya’ya kadar dagilim gostermektedir (Guiry ve Guiry 2014).



Sekil 2.3 Caulerpa racemosa’nin Tiirkiye ve Avrupa’daki dagilimi
(www.europe-aliens.org 2014)

2.1.2 Molekiiler taksonomi

Yakin bir gegmise kadar biyogesitliligi tespit etmek i¢in yapilan sistematik caligmalar
morfolojik karakterler temel alinarak gergeklestirilmistir. Ancak molekiiler genetik
alanindaki gelismeler sonucunda arastirmacilar, tiir tanimlamada, tiirlerin sahip oldugu
farkli genetik Ozelliklerini karsilastirma yolunu se¢gmeye baslamislardir (Klug ve
Cummings 2000, Keskin 2007).

Morfolojik tanimlamanin yetersiz kaldigi (sadece tohum, meyve, cicek gibi canliya ait
baz1 pargalarin elde edilebildigi durumlar), farkli habitatlarda ayni tiire ait bireylerin
morfolojik farklilik gostermesi gibi durumlarda veya morfolojik 6zelliklerine ait

farklilarin yeterli olmadigi durumlarda molekiiler temelli yontemler kesin ve objektif



sonuglar verebilmektedir. Morfolojik tanimlama yontemlerinden daha hizli ve kesin
sonu¢ alindig1 fark edilen molekiiler temelli yontemler hizla yayilmaya baslamistir.
Taksonomik ¢aligmalarda arastirmacilart genetik 6zelliklerden faydalanmaya iten en
onemli neden de genotipin fenotipten daha iistiin, kararli bir yapiya sahip olmasidir. Bir
karakteri birden fazla lokusun belirlemesi, bir genin birden fazla karakteri etkilemesi ve
genotip-gevre etkilesimi gibi iliskiler morfoloji yoluyla elde edilen bilgilerin tek bagina
yeterli olmasin1 engellemektedir. Bu sebeple gliniimiizde bitki taksonomisi ve filogeni
calismalarinda Kloroplast DNA’sin1 ve niikkleer DNA’y1 hedef alan molekuler teknikler
kullanilmaya baglanmistir (Klug ve Cummings 2000, Keskin 2007, Spies 2013).

2.1.2.1 Bitkilerde DNA barkodlama

DNA barkodlama kavrami, organizmalarin genomlarinin kiiclik parcalarindaki DNA
dizisi farkliliklarinin herhangi bir canlinin tiir seviyesinde tanimlanmasini saglayacak
biyolojik barkodlar olarak kullanilabilmesidir. Boylece, tanimlanamayan tiirlerin DNA
dizileri ile DNA barkod veri tabanlarindaki DNA dizilerinin eslestirilmesi yontemiyle bu
tiirlerin tanimlanmasini saglayacak evrensel bir tiir teshis anahtar1 olusturulmasi mimkdn
olmaktadir (Keskin ve Atar 2013). Yani DNA barkodlama yontemi “ kisa DNA dizileri
ile tirleri tammmlama” ifadesi ile O6zetlenebilir (Stoeckle vd. 2003). Ancak bu ydntem
sadece tiir tanimlama i¢in kullanilmamaktadir (Kress ve Ericson 2007). YOntem ayni
zamanda filogenetik diizeni yeniden yapilandirma ve yeni tiirleri tanimlama iginde

kullanilmaktadir (Stoeckle vd. 2003).

DNA barkodlamanin avantajlari;

e Tiir tamimlamayi kolaylagtirmak (Spies 2013),

e Geleneksel tanimlama yoOntemlerinin yetersiz kaldigi durumlarda tanimlama
yapabilmek (Keskin 2013, Spies 2013),

e Tiir tanimlama tizerine yeni gelismelere acik olmasi (Spies 2013),

e Evrimsel siireci ve iligkileri takip edebilme (Stoeckle vd. 2003, Kress vd. 2009),



o Bitkilerde cok fazla gorilen poliploidizasyon ve hibridizasyonu tespit edebilme (Spies
2013),

seklinde siralanabilmektedir.

Bitkilerde DNA barkodlamanin etkinligi birgok calisma ile kanitlanmistir. Bu

calismalarin bazilart;

e Sistematikte morfolojik benzerligi nedeni ile ayni tiir ismi altinda kabul edilen iki
canlidan birinin farkli bir tiir oldugunu tespit ederek sistematikteki yerinin duzeltilmesi
(Saunders ve McDonald 2010),

e Tanimlamasi ¢ok zor olan Bryophyta biyogesitliligin takip edilmesi ve tespit edilmesi
(Hajibabaei vd. 2007a, Hausmann vd. 2011,von Crautlein vd. 2011),

e Fosil tohumlarin tanimlanmasi (Gismondi vd. 2012),

e Kontrol, kalite ve ticaret: yiyeceklerin igeriklerinin dogrulanmasi (Baker vd. 2012),

e Ilac sanayii: ilag igerigindeki bitkilerin dogrulanmas1 (Xue ve Li 2011),

e Nesli tiikenmekte olan tiirlerin korunmasi (SAPA 2010, Liu vd. 2011, Wallace vd.
2012),

e Adli Tip arastirmalarinda organik delillerin tiir ve lokasyon tespitinin yapilmasi (Dalton
ve Kotze 2011, Kress vd. 2009),

e Ozel yapiya sahip kok arastirmalarinda: kok morfolojisi ve topraktaki kok artiklarinin
tanimlanmas1 (Kesanakurti vd. 2011),

e Sistematikte farkli morfolojik farkliliklar nedeni ile farkli varyeteler olarak kabul edilen

canlilarin aym tiir oldugunu tespit ederek sistematikteki yerinin diizeltilmesi (Keskin

2003)

seklinde 6zetlenebilir.

Bitki DNA barkodlama ¢aligmalar1 9-12 Mart 2003 yilinda yapilan Cold Spring Harbor
Banbury Conference Center’ da yapilan bir ¢alistay ile baglamistir (Stoelke 2003). DNA
barkodlamanin hayvanlar iizerindeki basarisi ortaya konulduktan sonra 2004 yilinda

“Consortium for the Barcode of Life (CBOL)” kurulmus ve bu alandaki ¢alismalar ivme
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kazanarak gelismeye baglamistir (Anonymous 2014a). CBOL “The Plant Working Group
(PWG)” olusturarak bitkiler i¢inde evrensel barkod bdlgesini bulmayr amaglayan
calismalar1 baglatmistir (Stoeckle vd. 2004).

Ideal DNA barkodlama bélgesi bir ya da iki DNA bélgesi ile tiir i¢i ve tiirler aras
farklilar1 ve organizmaya ait tiir seviyesinde tanimlamalarini ortaya koyabilmelidir
(Hebert vd. 2003, Stoeckle vd. 2003, Kress ve Erickson 2007). Bu barkod bolgeleri kisa
(~750 baz cifti (bg)), evrensel ve kolay ¢ogaltilabilir olmalidir (Hebert vd. 2003, 2004;
Savolainen vd. 2005; Chase vd. 2007; Hajibabaei vd. 2007D).

Hayvanlarda barkod bélgesi olan ve mitokondriyal DNA’da bulunan COI gen bolgesi
evrensel olarak kabul gormektedir. Mitokondriyal DNA yapisi, biyiikliigii, yapilanma
sekli ve gen diizenindeki hizli degisimleri nedeniyle hayvanlar igin tiir diizeyinde
kullanilmaya daha uygunken (Liang 1997, Adams ve Palmer 2003, Spies 2013) bitkilerde
cok diistik degiskenlik gosterdigi i¢in kullanilamamaktadir (Kress vd. 2005, Chase ve Fay
2009, Hollingsworth vd. 2009). Bu durum arastirmacilari plastid ve niikleer genomlara
yonlendirmistir (Spies 2013). Ancak bitkilerdeki diisiik mutasyon oranlar1 nedeni ile
aragtirmacilar hayvanlardaki gibi tek bir gen bolgesinin bitkiler icin evrensel barkod
bolgesi olamayacaginy, tiir seviyesinde tanimlama yapabilmek i¢in en az iki gen bolgesine
birden bakilmasi gerektigini belirtmislerdir (Stoeckle vd. 2004, Kress vd. 2005, Rubinoff
vd. 2006, Chase vd. 2007). PWG tarafindan onerilen ilk barkod bolgeleri ITS, rbcLa ve
matK olmus ve o giinden beri bu alanda bir¢ok barkod bélgesi denenmistir (Stoeckle vd.
2004, Spies 2013).

PWG rbcL ve matK olarak iki barkod bolgesinin  kullanimint 6nermektedir
(Hollingsworth vd. 2009). Ancak tiim familyalarda ¢alismayan bu kombinasyon evrensel
olarak kullanilamamaktadir (Arca vd. 2012, Spies 2013). Bu barkod bdlgelerinden biriyle
ya da her ikisiyle birlikte ITS lokusunun kullaniminin tiir seviyesinde tanimlama

basarisint %20 arttiracagini belirtilmektedir (Hollingsworth 2011).
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2.1.2.2 Kloroplast DNA (cpDNA) ve rbcL lokusu

Kloroplast DNA’s1, bitkilerde gerceklestirilen, 6zellikle de tiir seviyesinde evrimsel ve

filogenetik ¢alismalar i¢in en uygun DNA olarak gosterilmektedir (Sekil 2.4) (Liang,
1997).

Diislik gesitlilik ve diigiik Diger Dugsuk cesitlilik ve

tanimlama yetenegi = plastid genomda hizh

(Kress et al. 2005, 200 genler ve gisen yapi
Lahaye et al. 200 o tal. 2005, 2007;

et al. 2005)

intronlan

Yiiksek cesitlilik
tanimlama yet
(Kress et al. 20,

Lahaye eta
KLOROPLAST
Diisik cesitli ———
diigiik tanim Yiksek
yetenegi g tanimlama
(Kress et al. 204 CEKIRDEK yetenegi ancak
Lahaye et al. — diigiik PCR

amplifikasyonu
(Kress et al. 2007,
ase et al. 2005)

suk ayrim gilicii
(Kress et al. 2007;

Zayif PCR Chase et al, 2005)

amplifikasyonu

(Kress et al. 2005) Arastirilmak icin bekleyen

Sekil 2.4 Bitkilerde bulunan i¢ genoma ait aday gosterilen barkod genler (Chen vd.
2010)

Yesil ile isaretlenmis bolgedekiler potansiyel adaylar, kirmizi ile isaretlenmis bolgelerdekiler zayif

adaylar ve sari ile isaretlenmis bdlgelerdekiler ise arastirilmayi bekleyenlerdir
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Kloroplastlar kendi genetik materyallerine sahip olmasi nedeniyle yar1 otonom
organellerdir. Plastidlerde farkli bir DNA yapisinin varligi Sager ve Ishida (1963)
tarafindan dogrulanmistir. Bundan sonra, plastid genom organizasyonu, gen ekspresyonu
ve dizi bazli filogeni iizerinde ¢alismalar biiyiik 6l¢ilide artis gostermistir. Mitokondriler
gibi kloroplastlar da prokaryot orjinlidirler. Serbest yasamli, oksijen iireten
siyanobakteriler bugiinkii kloroplastlarin atalar1 olarak kabul edilmektedirler.
Mitokondrinin  olusumundan ise oksijen tiiketen proteobakteriler sorumludur.
Endosimbiyont genomlarin kendi genlerini, genom boyutunda azalma ve bdliinme ile
sonuglanan endosimbiyotik gen transferiyle niikleusa aktardigi ve Okaryotik genetik
sisteme entegre oldugu biiyiik dlglide kabul edilmistir (Brennicke vd. 1993, Martin ve
Herrmann 1998, Race vd. 1999, Timmis vd. 2004, Ravi vd. 2008).

Gelismis bitkilerde kloroplast DNA (cpDNA) ¢ift zincirli olup, 35-217 kb araliginda
oldukca kucuk bir boyutta olmakla birlikte, fotosentetik organizmalarda ortalama 115-
165 kb arasinda boyutlarda bulunmaktadir. Her hiicrede 1000-10000 kopyas1 mevcuttur.
Kloroplast DNA’s1 genellikle bir biiyiik ve bir kiiciik tekli kopya bolgesi (LSC ve SSC
olmak iizere) tarafindan ayrilmis tersine ¢evrilmis tekrarlarin (IRA ve IRB) iki kopyasini
igerir. Kloroplast DNA’larinda bulunan genler genellikle icerik ve sira bakimindan

degisik organizma gruplarinda korunmustur (Liang 1997).

Kloroplast DNAs1;

e Bitki iceriginde daha fazla olmasi, bdylece DNA ekstraksiyonu ve analizinin daha kolay
yapilmasi,

e Tek kopya gen icermesi,

o Niikleotid igeriginin daha 6l¢iilii olmas,

¢ Kloroplast genomunun i¢inde molekiiler bilgi i¢in daha genis bir arka plan mevcut
oldugundan, bugiine kadar yapilan bitki sistematigi ¢alismalarinda daha ¢ok cpDNA
kokenli genlerin molekdler verilerinden yararlanilmis olmasi (Liang 1997), gibi

sebeplerden 6tird tercih edilmektedir.
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Kloroplast genleri ve genomlar1 filogeni ¢aligmalarinda da kullanilmaktadir. Kloroplast
genleri ve genomlart bitkiler i¢in olusturulan soy agacinin ¢esitli kisimlarmi
cozimlemekte etkin rol oynamaktadir. Cesitli gen bolgeleri filogenetik analizler icin
genis Olgiide basarili ve 6nemli belirtecler olarak kullanilmistir. Bunlarin en 6nemlileri
olarak rbcL, ndhF, matK, atpB, rpl16 ve kodlama yapmayan trnL intron ve trnL- trnF gen
bolgeleri gosterilebilir (Ravi vd. 2008).

Bitki filogenetik analizleri i¢in en ¢ok kullanilan gen kodlanmis plastid rbcL genidir
(Chase vd. 1993, Donoghue vd. 1992) (Sekil 2.5). Yaklasik 1430 b¢ uzunlugunda olan ve
3’ ucunda mutasyonlardan arinmis bu tek kopya gen oldukga hizli evrimlesir. Bu genin
fonksiyonu ribuloz 1, 5 bifosfat karboksilaz/oksigenaz (RUBISCO ve ya RuBPCase) alt
unitesini kodlamaktir (Doebley vd. 1990). Cogaltilmasi ve dizilenmesi kolay olan protein
kodlayan bir gendir (Hollingsworth vd. 2009). rbcL geninin nikleotid dizileri verileri
tohumlu bitkilerin filogenilerinin yeniden yapilandirilmasinda siklikla kullanilmaktadir.
Ancak rbcL geni ile tir seviyesine inmek zaman zaman mumkin olmayabilmektedir
(Doebley vd. 1990). Bu nedenle yapilandirmada daha hizli gelisme saglamak i¢in baska
DNA bolgeleri bulmanin dnemli oldugu disiiniilmekte ve ITS geninin rbcL geni ile
birklikte kullaniminin bunu saglayabilecegi diisliniilmektedir. Bundan dolay1 bitki DNA
barkodlama c¢alismalarinda kullanilmak tizere CBOL’in 6nerdigi rbcL ve matK gen
bolgelerine ek olarak ITS gen bolgesinin birlikte kullanilmasinin tiir seviyesinde daha iyi

¢oziinlirliik verecegi belirtilmektedir (Fazekas vd. 2008, Hollingsworth 2011).

atpB \ I'bcL trnR F accD

———1430 bp —

Sekil 2.5 Kloroplast DNA’sinda bulunan rbcL gen bolgesine ait sema
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2.1.2.3 NUkleer DNA (nDNA) ve ITS lokusu

Nukleer ribozomal DNA’da bulunan ITS (internal transcribed spacer) geni kloroplast
genlerinden 3-4 kat daha fazla degiskenlik gosterdigi i¢in dkaryotlar da yapilan filogeni
calismalarinda daha ¢ok tercih edilmeye baslamistir (Chase vd. 2007). Nikleer DNA
(nDNA) bitkilerde sadece tohumlarla maternal olarak kalitimi ileten plastid DNA’siyla
karsilastirildiginda hem polen hem de tohumlarla aktarim yapabilmektedir. Tohumlar
polenlerden daha az dagilim gostermektedirler. Bu da ITS gen bélgesinin neden plastid
DNA belirteclerinin daha yiiksek ¢oziintirliik giictine sahip oldugunu agiklayabilmektedir
(Hollingsworth vd. 2009). Bu nedenle ITS gen bdlgesi daha yiksek amplifikasyon ve
ayrim giiciine sahip oldugu i¢in barkod bolgesi olarak onerilmektedir (Stoeckle vd. 2003,
Chase vd. 2005, Kress vd. 2005, Spies 2013).

Avantajlaria ragmen ITS genin baz1 dezavantajlarida bulunmaktadir. Bunlar;

e Her hiicrede cok fazla kopyasinin bulunmasi bazi bitki tiirlerinde paralog gen
kopyalarinin bulunabilmesine neden olmaktadir ve bu durum evrimsel agidan endise
yaratmaktadir. Dizileme sirasinda bu paralog gen kopyalar1 okunamayan dizi sonuglari
verebilmektedir (Hollingsworth 2011),

¢ Baz bitki tiirlerinde dizileme ve amplifiye etme zorluklari ¢ikmaktadir (Hollingsworth
2011),

e Bitkinin son zamanlarda populasyondan ayrildigi durumlarda ayrildigi1 populasyonla
arasindaki ¢esitlilikte indirgenme goérulebilmektedir (Spies 2013),

¢ TS bolgesinin ikincil yapilarinda diisiik amplifikasyonlar goriilebilmektedir (Baldwin
vd. 1995, Alvarez ve Wendel 2003),

seklindedir.

Ancak bu problemlerden bazilarinin bitkilere spesifik primerlerin gelistirilmesi ile
giderilebilecegi belirtilmektedir (Cullings ve Vogler 1998). ITS gen bolgesi ile ilgili

yapilan tiim g¢alisma ve yorumlar géz Oniine alindiginda, ITS gen bdlgesinin bitki
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barkodlama c¢alismalarinda kullanilmasi i¢in tavsiye edilmektedir (Hollingsworth 2011)
(Sekil 2.6).

ITS 1 :_ ITS 2

1800 bg — | 200-250 bg  F——— 162 bg ——} 200-250 bg {[———3400 bg

Sekil 2.6 Ribozomal nilkleer DNA’da bulunan ITS gen bélgesine ait sema

2.1.3 DNA barkodlama

DNA barkodlama yontemi ile tiir tanimlanmasi genel olarak, elde edilen 6rneklerden
izole edilen DNA’ya ait genomun standart bir kismindan elde edilmis ve barkod adi
verilen kisa DNA dizisinin kullanilmasiyla gergeklestirilir. Hangi tiir oldugu bilinmeyen
orneklerden elde edilen bu barkod dizileri, tanimlanmasi gergeklestirilmis ve veri
tabanina kaydedilmis barkodlar ile karsilastirilir ve eslesme yapilarak tiir tanimlamasi
gerceklestirilmis olur. Eslesme gergeklesmedigi takdirde, benzerlik oranlarina gore,
kayith tiirlere iligkin yeni bir barkod kaydi olarak (haplotip veya cografik varyete) veya
potansiyel yeni bir tir olarak degerlendirilir (Keskin 2013) (Sekil 2.7).

16



TAKSONOMI

Tammilanmis tirler

Bilinmeyen tirler

itk

= m
= g
g3 g8
] o
5 Bz
S5 DOKU/VERI BANKASI il
T = -
g° 5 Standart DNA barkod dizi znalizi N s
R = - 5
e -
POPULASYON o MOLEKULER
GENETIGI FILOGENETIK

internet erisimii barkod

e 5 « Dig li igin tak: imi
bilgi kitiphanesi Diger analizler igin takson segimi

» Populasyon seviyesine 6n veri eldesi
« Istenilen dzellikler gére

+ Diger analizler igin takson/konum r—
belirlenmesi =1 #‘ . > takson filtreleme
* Birgok tirde kargilagtirmall analiz " «» Barkod bilgisinin multigen
analizinde kullaniimasi
DNA ve doku arsivi ‘ S
—— g N
/ < \
. 4! { 1 N
== |- [“;-'-"‘1 / - /
+ Diger belirteglerin dizilenmesine | : Q + Diger belirteglerin dizilenmesine
olanak saglar olanak saglar

Sekil 2.7 DNA barkodlama caligsmalarindaki ana unsurlar ve bunlarin taksonomi,
molekiiler filogeni ve populasyon genetigi c¢alismalarindaki rolleri
(Hajibabaei vd. 2007b’den degistirilerek alinmistir)

Orneklemelerin kisitli bir taksonomik ve cografik kapsamda gergeklestirilmesi nedeniyle
elestirilen ilk barkodlama galismalarindan sonra yapilan ¢alismalarda tropikal ortamlarda
bulunan tiirlesme bakimindan zengin taksonlar (Hajibabaei vd. 2006) ve belirli
taksonomik gruplardaki tiirlerin tamami hedef alinarak (Meyer ve Paulay 2005) detayli
analizler gerceklestirilmistir. Arastirma kuruluslar tarafindan olusturulan uluslararasi bir
birlik olan ve DNA barkodlamanin tiir tanimlanmasinda uluslararasi bir standart olmasini
destekleyen CBOL (Consortium for the Barcode of Life)’un kurulmasi ve DNA
barkodlar i¢in kiiresel, ¢evrimigi bir veri yonetim sistemi olan BOLD’un (Barcode of
Life Database) gelistirilmesi ile arastirmalarin hiz kazanmasi mimkin olmustur
(Ratnasingham ve Hebert 2007).
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Barkodlama ¢aligmalar1 genel olarak morfolojik karakterler gibi klasik taksonomik
yontemler kullanilarak tanimlanan belirli taksonomik gruplardan elde edilen 6rneklere ait
DNA barkod dizileri ve diger bilgiler ile bir araya getirilerek kataloglanmas1 seklinde
yapilmaktadir (Sekil 2.8). DNA barkod verilerinin analizinin son agamasinda neighbor
joining (NJ) gibi uzaklik temelli kiimeleme yontemleri kullanilarak (Saitou ve Nei 1987)

tiir i¢i ve tiirler arasi uzaklik sonuglart degerlendirilebilmektedir (Hajibabaei vd. 2005).
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: Y Uygulama)
DNA sl o . (Uyg
& " WM@W Verilerin g. Barkod
. DNA Dizi Veri Barkod ;(annﬂamnam ® Verilerinin
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1@}*:0,\0 gl — =
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Taban Kolleksiyonlar L
Portall Genel
. Veri Dogrulama ve Analizi Kullanict .

Sekil 2.8 DNA barkodlama is akis semasi (Anonymous 2014b)

DNA barkodlama yonteminin asamalari, elde edilen doku Orneginden DNA’nin
izolasyonu, uygun primer ciftleri ile secilen barkod bolgesinin PCR c¢ogaltilmasi,
cogaltilan DNA’nin jel elektroforezinde yiiriitilerek DNA elektroforezinde
gorlintiilenmesi, elde edilen DNA dizi verilerinin filogenetik analizlerinin yapilmasi ve
GenBANK ve BOLD veri tabanlari ile karsilastirilarak tiire ait filogenetik bilgilerin elde

edilmesi seklinde 6zetlenebilir.
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2.1.3.1 Jel elektroforezi

Elektroforez, biiyiikliik ve elektriksel yiik bakimindan farklilik gosteren molekiillerin
iyonik bir ortamda elektrik alaninin etkisiyle hareket hizlarinin 6l¢iildiigli bir yontemdir
(Klug ve Cummings 2000). Temel bir elektroforez seti elektroforez tanki, jel, 6rneklerin
uygulanacag@i kuyular ve bir gii¢ kaynagindan olusmaktadir (Sekil 2.9). Ucunda veya
ortasinda Orneklerin koyuldugu kuyucuklar (Ozellikle agaroz jel stabil bir yapida
bulunmadigr i¢in 6rnekler dikey kuyulara koyulmaktadir (Koolman ve Roehm 2005))
bulunan jel, nisasta, agar veya poliakrilamid gibi bilesenlerden olusmaktadir ve levha
benzeri gézenekli jelatin bir yapidadir (Freeman ve Herron 1999). Ayristirilacak molekiil
karigimi igeren soliisyon pipet araciligiyla bu kuyulara doldurulur. Daha sonra, 1slak
kalmasii ve elektrik akimini iletmesini saglamak icin jel, bir tampon ¢ozelti igerisine
yerlestirilir. Elektrotlara baglanmis olan bir gii¢ kaynagi jel ortaminda bir elektriksel
alanin olugmasini saglar (Freeman ve Herron 1999). Molekiillerden net yiikii en fazla

olan, z1t kutuplardaki elektroda dogru daha hizli hareket eder.

Elektroforez tan‘kl Ornek

( e
' orneklerin jele

\ uygulandig
\ kuyular
)\ i i
Giic Kaynag }/ | ® B\%J

J |
% - Agaroz Jel

Elektroforez ile
ayrilacak

Sekil 2.9 Jel Elektroforezi (Koolman ve Roehm 2005)
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Jel elektroforezi yontemi 6zellikle ayni kiitle:ylik oranina sahip ancak farkli boyutlardaki
molekiil karisimlarinin ayristirilmasinda etkilidir. Poliniikleotidler fosfat grubu tasidiklari
icin eksi yukludurler. Ornegin farkli uzunluklarda iki poliniikleotid zincirinin her ikisi de
anoda dogru hareket ederler. Ktle:yik orani iki zincirde de aynidir ve elektriksel alana
dayanan ayrim minimumdur. Ancak poliakrilamit jel ya da agaroz jel gibi ¢esitli gdzenek
boyutlarinda hazirlanan ortamlarin  kullanimi ile bu iki molekul birbirinden
ayrilabilmektedirler (Klug ve Cummings 2000, Keskin 2007).

Sekil 2.10°da gortildiigii gibi, kiigiik molekiiller biiyiik molekiillere gore jelde daha hizli
yol almaktadirlar. Ayrimin kilit noktasi jel matriksine (gbzeneklere) dayanmaktadir.
Gozenekler, blytk molekillerin hareketlerini kiicik molekullere gére daha fazla
kisitlamaktadir. Ayirma giicii o kadar ytiksektir ki aralarinda bir niikleotid fark bulunan

polinikleotidler bile agik¢a ayrilmaktadir.
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Sekil 2.10 Farkli boylarda DNA pargalari igeren karisimin, elektroforetik ayrimi (Klug

ve Cummings 2000)
Fotograf diyagrama gore agaroz jeldeki DNA bantlarin1 géstermektedir
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2.1.3.1.1 DNA elektroforezi

Solisyon icindeki DNA molekull her bir niikleotidin fosfat grubu tasimasi nedeni ile
negatif yukludir. Tim DNA molekilleri uzunluk farkli gézetilmeksizin yaklasik ayni
kitle:ylk oranina sahip olsalar da kiigik DNA molekiilleri jelde daha hizli hareket
etmektedirler. Yani bir jel tizerinde degisik uzunluga sahip DNA fragmentleri igeren bir
karigim vyiirttiilirse, bu DNA fragmentleri biliyiikliiklerine gore birbirinden ayrilir
(Freeman ve Herron 1999, Keskin 2007). Elektroforez tamamlandiktan sonra, gesitli
buydkliklerdeki molekulleri temsil eden bantlar, ya molekiliin bilesenlerinden birinin
radyoaktif maddelerle isaretlenmesi ile ya da niikleik asitlere baglanan floresan bir boya
ile gorintilenebilmektedir. Jel tizerindeki bantlar1 boyar veya floresans hale getirerek
gorindr kilar, boylelikle bu bantlar fragment biiyiikliigiine gore ayirt edilebilir hale
gelirler (Sekil 2.11) (Freeman ve Herron 1999, Keskin 2007).

Sekil 2.11 Agaroz jel (Ferman ve Herron 1990)
Etidyum bromiir ile boyanmis ve ultraviyole 1s181n altinda goriintilenen DNA pargalarinin birbirinden
ayrimini gosteren agaroz jel
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2.1.3.2 Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase chain reaction; PCR)

Rekombinant DNA teknolojisi 1970’lerin basinda gelistirilmis, genetik ve molekiler
biyoloji arastirmalarinda bir devrim yaratmistir. Bu yontemler ayrica, biyoteknoloji
endustrisinde yapilan calismalarda artisa neden olmustur. Diger yonden vektorler ve
konak hiicreleri kullanarak klonlama yapmak son derece yogun ¢alisma ve ¢ok zaman
gerektirmektedir. 1986 yilinda, polimeraz zincir reaksiyonu adi verilen bir teknik
gelistirilmistir. Devrim niteliginde ileri bir rekombinant DNA yontemidir ve biyolojik
arastirtlmalarda ¢ok daha hizli bir sekilde yerini almistir (Klug ve Cummings 2000).

PCR, DNA klonlamas: i¢in hizli bir tekniktir ve bu nedenle rekombinant DNA
aragtirmalarinin giiciinii arttirarak DNA klonlamasindaki konak hiicre gereksinimini
ortadan kaldirmistir. PCR; molekiiler biyoloji, insan genetigi, evrim, gelisim, koruma ve
adli tip gibi bircok uygulamada kullanilmak icin secilen bir yoéntemdir (Klug ve
Cummings 2000).

PCR, bir seri in vitro reaksiyon boyunca 6zgil bir DNA dizisinin bir¢ok kopyasini yapar
ve farkli DNA molekiilleri toplulugunda yok denecek kadar az miktarda bulunan hedef
DNA dizisini ¢ogaltabilir. PCR i¢in 6ne kosul, klonlanacak DNA’nin niikleotid dizisi
hakkinda bazi bilgilerin gerekliligidir. Dizi bilgisi, iki oligonukleotid primerin sentezi igin
kullanilir: klonlanacak DNA dizisinin bir ucu 5' ucu igin, bir de 3" ucu i¢in olmak (zere
iki primer. Tek zincirli duruma getirilmis DNA 6rnegine primerler ilave edilir. Primerler
klonlanacak dizideki eslenik niikleotidlere baglanir (hibridizasyon). Hibridizasyondan
sonra ortama 1siya dayanikli DNA polimeraz ilave edilir ve DNA’nin ikinci zinciri
sentezlenir (Sekil 2.12). Bu adimlarin tekrarityla DNA’nin bir¢ok kopyasi olusturulur
(Klug ve Cummings 2000).
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Pratikte, PCR’da ii¢ adim vardir. Cogaltilan DNA’nin miktar1 teorik olarak sadece bu

adimlarin tekrarlanma sayilari ile sinirlanir (Klug ve Cummings 2000).

1. Cogaltilacak DNA denatiire edilerek tek zincirli hale getirilir. Bu DNA, temiz olmak
zorunda degildir ve genomik DNA degisik kaynaklardan elde edilebilir. Cift zincirli
DNA, tek zincirli hale gelene kadar 1sitilir (90-95°C’de, yaklasik 5 dakika siireyle) (Klug
ve Cummings 2000).

2. Sicaklik 50 ila 70°C arasinda bir degere diisiiriiliir ve primerlerin tek zincirli hale
getirilmis DNA’ya baglanmasi saglanir. Bu primerler yapay oligonikleotidlerdir (15-30
nlkleotid uzunlugunda) ve g¢ogaltilacak DNA kisminin uglarindaki tamamlayict dizilere
0zgll olarak baglanir. Bu, kalip DNA’nin sentezi i¢in, baslangi¢ noktasi olarak gorev

yaparlar (Klug ve Cummings 2000).

3. DNA polimerazin 1stya dayanikli bir sekli (sicak su kaynaklarinda yasayan bir
bakteriden elde edilen enzim, Taq polimeraz) reaksiyon karisimina ilave edilir ve DNA
sentezi 70 ila 75°C arasindaki sicakliklarda gerceklesir. Polimeraz enzimi, niikleotidleri
5" den 3" ne dogru ekleyerek, primerlerin uzamasini saglar ve hedef DNA’nin iki zincirli

kopyasini olusturur (Klug ve Cummings 2000).

Bu {i¢ basamakli her reaksiyon seti i¢in; ¢ift zincirli tirliniin tek zincirli hale getirilmesi
(denaturation), primerlerin baglanmasi (annealing) ve polimeraz enzimi ile zincirin
uzamasi (extension), bir dongii olarak ifade edilir. PCR bir zincir reaksiyonudur, ¢inki
yeni DNA zincirlerinin sayis1 her dongiide iki katina ¢ikar ve yeni zincirler bir sonraki
dongiide kalip gorevi goriirler. Bir dongii 4-5 dakika strer ve pek ¢ok kez tekrar edilir.
Yirmi bes-otuz dongii sonunda, DNA miktarinda yaklasik 1.000.000 kez artma olur.

Islem, thermocycler (1s1 déngiiciisii) denilen makinelerde, 6nceden dongii sayis1 ve
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sicakliklar belirlenen programlarla, otomatik olarak gergeklestirilir (Klug ve Cummings
2000).
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Sekil 2.12 Polimeraz zincir reaksiyonunun (PCR) sematik 6zeti (Klug ve Cummings
2000)
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2.1.3.3 DNA dizi analizi

DNA dizi analizi, gen yapisi ve genetik kontrol mekanizmalar1 hakkinda bir¢ok bilgi
edinmemizi saglamistir. 1940’larda DNA baz kompozisyonunu saptama yontemleri
bulunmasina ragmen 1960’larda DNA’daki niikleotid dizilerinin dogrudan kimyasal
analizi gelistirilip kullanilmaya baslanmis ve 1970’lerde daha etkin ve dogrudan
niikleotid dizi analizine yonelik yontemler gelistirilmeye baslanmistir (Klug ve

Cummings 2000).

Rekombinant DNA tekniklerinin gelistirilmesi ile birlikte dizi analizi yontemleri de
gelistirilmeye baglanmistir. DNA nin belirli bazlardan kirilmasina dayanan Allan Maxam
ve Walter Gilbert’in kimyasal yontemidir. Gelistirilen ikinci yontem ise Fred Sanger ve
arkadaglarinin gelistirdigi belirli bir bazda sonlanan bir DNA zinciri sentezi
gergeklestirilmekte ve iki yontemde de her baz icin bir tane olacak sekilde dizisi
belirlenecek DNA’ya dort ayri reaksiyon uygulanmaktadir. Bu dort reaksiyonun trinleri,
bir nlkleotid uzunlugu kadar farkli, bir dizi DNA parcaciklaridir. Dort reaksiyonun
urtnleri jel elektroforezinde ayrilmaktadir. Jel okumasi sonunda belirli bir baza karsi

gelen her bir bant DNA par¢aciginin dizisi olarak okunabilmektedir (Sekil 2.13) (Klug ve
Cummings 2000).
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Sekil 2.13 Maxam-Gilbert ve Sanger yontemi (Klug ve Cummings 2000)

Sirastyla Maxam-Gilbert ve Sanger yontemi ile elde edilen nikleotid dizileri
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Tek zincirli DNA kalibinin DNA polimeraz enzimi ile 5'den 3'ne dogru sentezlenmesi
islemi DNA dizi analizinde en ¢ok kullanilan yontemdir. Normal niikleotidler ile birlikte
dideoksinikleotid ad1 verilen 6zgiil baz analoglarida DNA dizi analizi reaksiyonlarinda
kullanilir. Her biri ayn tiiplerde olmak tizere dort reaksiyon seti DNA parcasindaki
nukleotid dizisinin tayini ig¢in hazirlanir. Her tiipte, dizisi belirlenecek olan tek zincirli bir
DNA kalib1, uygun bir primer, DNA polimeraz, dort nukleotid ve oransal olarak daha az
miktarda dort tip dideoksinikleotidlerden sadece biri bulunur. DNA sentezi sirasinda,
DNA polimeraz, nadiren de olsa uzayan DNA zincirinin yapisina niikleotidlerin yani sira
dideoksinukleotidleri de yerlestirir. Bu niikleotid analogu 3" hidroksil grubu icermedigi
icin bir sonraki nikleotid ile 3" bagi olusturamaz ve bu nedenle DNA sentezi sonlanir.
Her bir tupte uzunluklar1 birbirinden birer niikleotid farkli olan, degisik uzunluklardaki
DNA molekilleri birikir. Her bir reaksiyon tlpindeki DNA parcalar1 jel elektroforezine
yan yana yiklenerek birbirinden ayrilir. Orneklerin jel (izerinde ki gorinumleri
merdivene benzer bantlar serisi seklinde ortaya ¢ikar. Asagidan yukart dogru okunmast
ile baz dizilimi gergeklestirilen DNA kalibinin tamamlayicisinin nilkleotid dizisi
belirlenmis olur (Sekil 2.14) (Klug ve Cummings 2000).
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Sekil 2.14 DNA dizi analizi (Klug ve Cummings 2000)
Dort ayri DNA dizi reaksiyonu (her bir hatta) sonucu olusan bazlarin ayrimini gosteren DNA dizi analizi
jelinin fotografi
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Genomlarin dizi analizi i¢in, otomatik DNA dizi analizi aletleri ve radyoaktif izotop
yerine fliioresan boyalar kullanilir. Bu sistemde dort farkli renkte boya kullanilir ve
sonugta, dizinin okunmasini saglayan dort farkli renkteki piklerin olusturdugu bir model

ortaya ¢ikar (Sekil 2.15) (Klug ve Cummings 2000).
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Sekil 2.15 Elektroforegram (Klug ve Cummings 2000)

DNA dizi analizi her bir baz igin ayr1 fliloresan boyalarin kullanildigi makinelerde otomatik olarak

yapilabilir; ayrilan bazlar yatay eksen boyunca soldan saga dogru okunur

Prokaryotik ve Okaryotik genlerde yer alan kontrol bélgelerinin organizasyonu ile ilgili
caligmalarda ve proteinlerin aminoasit dizilerinin ortaya ¢ikarilmasinda kullanilan DNA
dizi analizi; proteinlerle genler arasindaki birlikteligin kesin g0stergesi olan
mutasyonlarin sayisi, yeri ve ¢esidi ile ilgili bilgiler verirken, genlerin organizasyonu ve
dogasina ait bilgilerde verir (Klug ve Cummings 2000).
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2.1.3.4 Filogenetik analiz

Filogeni, organizmalarin evrimsel tarihi olarak bilinmekte ve farkli tiirler arasindaki
iliskiyi ortaya koymak amactyla da filogenetik analizlerden yararlanilmaktadir. Genler ile
organizmalarin evrimsel tarihini arastirmaya yonelik olan filogenetik ¢aligmalar, DNA ve
proteinlerde meydana gelen degisikliklerin hizin1 ve karakterini belirlemek icin
kullanilmakta ve molekiiler diizeyde gergeklestirilmektedir. Filogenetik analizlerde tirler
arasindaki evrimsel iligkiyi ortaya koymada en uygun yaklasim, elde edilen verilerin
cesitli akig semalar1 ve istatistiksel analizler yoluyla filogenetik agaclara

doniistiiriilmesidir (Saitou ve Imanishi 1989).

2.1.3.4.1 Filogenetik agaclar

Dallanma olaylarinin modelini ve zamanini (baz1 durumlarda) tanimlayan filogenetik
agac, tiirlesme sirasini ve hangi taksonlarin yakin ya da uzak akraba olduklarini kaydeder.
Temel olarak bir diigim ve dallardan olusan agacta; dallar, tirlerin atasal
populasyonlarinin zaman igerisindeki durumlarini, diigiimler ise bir tiiriin iki veya daha

fazla tlirev populasyona ayrildigi noktaya karsilik gelir (Freeman ve Herron 1999).

Filogeniler ¢izmenin yolunu gosteren sekil 2.16’daki agagta Takson 1’den Takson 6’ya
kadar isaretlenen dal uglar1 6nemli bir noktay1 agiklamaktadir: Bir filogeni tzerinde dal
ucu, dal veya diigiimler populasyondan veya tiirden, sube ya da aleme kadar herhangi bir
taksonomik diizeydeki canli populasyonlarini temsil edebilmektedir (Freeman ve Herron
1999).
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Sekil 2.16 Filogenetik agag ¢izimi (Freeman ve Herron 1999)

Bu agaci okumak i¢in en alttan baglanip yukariya dogru devam edilir. A ile gosterilen diigiimde bulunan
populasyon 1-6 taksonlarmin ortak atasidir. Bu gruplardan biri Takson 1°e evrimlesmis; digeri ise 1-5

taksonlarinin ortak atasi olan diigiim B’de ki populasyona evrimlesmistir

Agaglar, kokleri tabanda, uglar1 tepede vertikal olarak ya da kokleri solda, uglart sagda
horizontal olarak konumlanmis olarak iki sekilde okunabilmektedir. Diyagonal ya da ici
bos cizgilerden olusabilen dallar (Sekil 2.17), eger dal uzunluklari zaman ya da
taksonlarin ayrilmasindan sonraki genetik degisim miktari ile orantiliysa, bir 6l¢ek ya da
etiketli eksen ile birlikte wverilir. Aksi halde, dal uzunlugu keyfi olup okumay1

kolaylastirmak igin ¢izilmektedirler (Freeman ve Herron 1999).
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Sekil 2.17 Vertikal agaglar (Mayden ve Wiley 1992)

Bu diyagramlar, ayn1 evrimsel iligkileri temsil eden alt1 farkl1 yolu gostermektedir. Burada tiim agaclar
vertikal olarak konumlanmis koklii agaclar olup, bazal taksonlar agagida, tiiremis olanlar ise uca dogru

yer alirlar

Kokl ya da koksiiz olabilen evrimsel agaclardan koklii agaclar inceleme altindaki soy
hattinin nereden koklendigini tanimladigi i¢in ayrilma olaylarinin agiga ¢ikma sirasini da
ortaya koyarken, koksiiz agaglar, tiirler arasindaki iliskiyi ortaya koymakla birlikte, hangi
diiglim ya da dallarin tarihte 6nce ya da sonra agiga ciktiklarina isaret etmezler (Sekil

2.18) (Freeman ve Herron 1999).
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Sekil 2.18 Koksiiz aga¢ (Freeman ve Herron 1999)

Bu koksiiz agag sekil 2.17’de ¢izilmis olan agaclarin taksonlari arasindaki ayni iligkiyi géstermektedir.
Ancak bir kokii yoktur, yani evrimsel siirecte hangi dalin 6nce hangisinin sonra agiga ¢iktig1 konusunda

bilgi vermez

Filogeni tahmini yaparak agac¢ cizimi yapmak icin, genetik farkliliklara ait verileri

kullanan ¢esitli yontemler vardir.
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2.1.3.4.1.1 Parsimoni

Bir g6zlemin en az karmasik haliyle agiklanmasi parsimoni olarak tanimlanabilir. Her bir
tiirtin en az evrimsel degisikliklerine dayanan agaglari karsilagtirma ve en basit muhtemel
agaci segcme parsimoni yontemleridir (Klug ve Cummings 2000). Parsimoniye gore en iyi
agac, tiim karakterler i¢in en az karakter durum degisimini ifade eden agactir. Kelime
olarak tutumluluk anlamina gelen parsimoni, evrimsel siiregte neler olduguna iliskin
sonuca Vvarilirken, karmasik yerine basit agiklamalarin segilmesi olarak agiklanabilir

(Freeman ve Herron 1999, Keskin 2007).

Birgok olasilik arasindan hangi dallanma modelinin evrimsel tarihi en dogru bi¢cimde
yansittigini tanimlamada bir yaklagim saglayan parsimoniye gore tercih edilen agac, agiga
¢ikmis olan evrimsel degismenin toplam miktarini en aza indirgeyen agactir. Parsimoni
mantig1 basit ve zorlayicidir. Birgok durumda, konvergens ve geriye doniisiin, ortak bir
atadan gelen degisime bagli olan benzerlige oranla daha az olacaklarin1 varsayabiliriz

(Freeman ve Herron 1999, Keskin 2007).

2.1.3.4.1.2 Maksimum olasilik ve genetik uzakhk

Joseph Felsenstein 1981°de elde edilen bilgiyi daha etkili kullanmak ve olas1 birgok agag
icerisinden en iyi agaci se¢mede istatistiksel testler kullanma olanagini yaratmak igin,
maksimum olasilik tahmini olarak bilinen yeni ve giiglii bir yaklasim sunmustur (Freeman

ve Herron 1999, Keskin 2007).

Olasilik yaklagiminin temeli molekiiler filogeniler icin “Farkli tipteki niikleotid
degisikliginin aciga ¢ikma olasiliklarini tanimlayan bir matematiksel formiil ve dal

uzunluklar1 bilinen belli bir aga¢ verildiginde, bu belli DNA dizisi setini elde etme
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olasilig1 nedir?” sorusunu sormaktadir. Bu stratejiyi hayata gecirmek icin, bir bilgisayar
programi her aga¢ topolojisini degerlendirir veya gozlenen verinin olusturulmasi
olasiligini hesaplar (verilen belirlenmis bir karakter modeli altinda). Eger aga¢ dogruysa
her dalin olusturulma olasiliklar1 toplami, gézlenen verinin olusturmasi olasiligini temsil
eder. Bu olasilik agaclarin olasiigi olarak rapor edilir. Oyleyse, yarisan agag
topolojilerinin kabul ya da reddi igin kriter en yiiksek olasiligi olan agact segmektir.
Maalesef, olasilik metotlar1 hesaplamada yavastirlar ve bu teknikle ¢ok biiyiik veri setleri,
daha hizli parsimoni metotlar1 kullanilarak yapildigi kadar, kapsamli analiz edilemezler

(Freeman ve Herron 1999, Keskin 2007).

Oldukca radikal bir yaklasim, ayrik karakterler verisini (morfolojik bir 6zelligin varligi
veya yoklugu ya da bir gendeki homolog bir bdlgede bir niikleotidin kimligi gibi) bir
uzaklik degerine doniistiirmektedir (Swofford vd. 1996). Ornegin, iki takson arasinda
nikleotid pozisyonu yiizdesi farkliliklart hesaplanabilir (%10 farklilik, 100 baz basina
ortalama 10 niikleotidin degistigi anlamina gelir). Ayrik karakterlerin tek bir uzaklik

Ol¢iistine doniistiiriilmesi, spesifik bilginin kaybi ile sonuglanir, fakat taksonlar arasindaki

toplam benzerlik derecesini ifade edebilir (Freeman ve Herron 1999, Keskin 2007).

Olasilik metotlarinda oldugu gibi, uzaklik analizleri de aragtirmacilarin ¢oklu
karakterlerden gelen bilgiyi iki takson arasindaki tek bir biitiin uzakligin Sl¢limiine
cevirmek icin bir karakter evrim modeli 6ngérmelerine gereksinim duyar. DNA dizileri
icin yaygin bicimde kullanilan bir formiil, ayn1 yerdeki ¢oklu baz degisimleri igin
transisyon ve transversiyon baz degisimlerinin frekansindaki farkliliklar diizeltir

(Kimura 1980, Wakely 1996, Keskin 2007).

Uzaklik verisinden bir filogeni tahmini yapmak i¢in, taksonlar1 kiimeleyen bir bilgisayar
programi kullanilir; yani, en benzer formlu sonuglar arasinda biri digerine yakin bulunur.
Taksonlar1 kiimelemeyi benzerlikler temelinde yapan bu genel stratejiye fenetik yaklasim

adi verilir (Sneath ve Sokal 1973). Tercih edilen agag, taksonlar arasinda toplam mesafeyi
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en aza indirgeyen agactir. Birka¢ farkli kiimeleme algoritmasit yaygin bicimde
kullanilmakta olup, analiz edilen mesafenin dogasi konusunda az ya da ¢ok sinirlayici

ongorulerde bulunabilirler (Freeman ve Herron 1999, Keskin 2007).

2.1.3.4.1.3 Agaclarin giivenilirlik dereceleri

En tutumlu agaglarin giivenilirlik derecelerini istatistiksel olarak degerlendirmek
mimkunddr (Bremer 1994, Swofford vd 1996, Huelsenbeck ve Rannala 1997). Bu
probleme yonelik yaklasimlardan biri se¢-bagla testi (bootstrapping) olarak adi verilir.
Seg-bagla testi belli bir agag iizerindeki dallardan hangilerinin digerlerine gore daha iyi
desteklendiklerini degerlendiren bir tekniktir. Se¢-bagla testinde, bilgisayar mevcut veri
setinden tekrarli rnekleme yoluyla yeni bir veri seti olusturur. Ornegin, ¢alismada 300
baz ciftlik bir dizi bulunuyorsa, bilgisayar bu pozisyonlardan birini rastgele segcmek ve
bunu yeni veri setinde ilk 6ge olarak kullanmakla se¢-bagla testine baslar. Daha sonra,
rastgele sectigi bir pozisyon, yeni veri setinin ikinci veri noktasini olusturur (ikinci veri
noktasinin birincisinin ayni olma sans1 1/300’diir). Bilgisayar orijinal verinin rastgele bir
orneklemesini temsil eden, 300 baz ¢ifti igeren yeni bir veri seti olusturuncaya kadar bu
isleme devam eder. Sonra, bu yeni veri seti filogeniyi hesaplamak i¢in kullanilir. Bu
islemi tekrarlamak suretiyle arastirmaci, yeniden orneklenmis veri setinden olusan
agaclarda belli bir dalin agiga ¢ikma ytlizdesini %50, %80 ya da %100 seklinde ortaya
koyabilir. Se¢-bagla tahmininde bir dal ne kadar ¢ok kere agiga ¢ikarsa, bu dalin gergekte
var oldugu konusundaki giivenimiz artmaktadir. Eger belli bir dal i¢in se¢-bagla destegi
az ise, %50’nin altinda diyelim, arastirmaci genellikle agacin bu kismindaki dallanma
modelini belirleyemedigi sonucuna varacak ve bunun sonucunda da yayinladig1 agacta
bu dali tek diigimden c¢ok catalli (politomi) (belirsizlik noktasi) olarak verecektir
(Freeman ve Herron 1999, Keskin 2007).

Ikinci bir yaklasim ise sade parsimoniden baska bir filogenetik metod kullanmaktir.

Maksimum olasilik (maximum likelihood) ve genetik uzaklik (genetic distances) gibi
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alternatif metodlar kullanilabilir. Bu metotlar, karakterlerin nasil evrimlestikleri
konusunda farkli varsayimlar ve en iyi filogeni arastirmasinda benzer taksonlar1 bir araya
getirmede farkli metodlar kullanirlar. Oldukga farkli olan bu metodlar, ayni en 1yi filogeni
Uzerinde anlagirlarsa, bu durum en 1yi agacin gercekten de bulundugu konusunda bir
dereceye kadar guven vermektedirler (Huelsenbeck ve Hillis 1993, Hillis vd. 1994).
Catistiklar1 zaman, analiz edilen durumun agaglar igerisinde en gecerli olanin
secilmesinde, hangi kriterlerin kullanilacagi iizerinde bir yargiya varmak durumunda
kalinmaktadir. Benzer bir durumla, tamamen farkli veri setlerinden ¢izilen agaglar
karsilastirirken de yiiz yiize kaliniz. Farkli ¢alismalardan elde edilen agaclar, yarisan
tahminler olarak islem goriirmektelerdir. Catigmalart durumunda, arastirmacilar
karakterleri homoplasiye daha az a¢ik oldugu diisiiniilen ve daha biiyiik veri setlerinden
hesaplanan agaglara daha fazla giivenmektelerdir (Freeman ve Herron 1999, Keskin
2007).
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2.2 Kaynak Ozetleri

Jousson vd. (1998), yaptiklar1 ¢alismada Caulerpa racemosa’nin hangi kaynaktan
Akdeniz’e giris yaptigini aragtirmislar ve molekiiler olarak tiirtin 1970°lerde Avrupa’daki

bir akvaryum tesisinden Akdeniz’e bulastigini ortaya koymuslardir.

Fama vd. (2000) Bat1 Akdeniz, Panama, Kanarya Adalar1 ve Bat1 Avustralya’da Caulerpa
racemosa’ya ait 11 populasyonun her birinden aldiklar1 21 bireyde ITS1 lokusunu analiz
ederek populasyon ici ve populasyonlar arasi polimorfizm oranini incelemislerdir.
Populasyonlar arast polimorfizmin populasyon iginden yiiksek oldugunu ve
Akdeniz’deki C. racemosa bulasikliginin Avustralya ve Kanarya Adalari’ndan

gerceklestigini ortaya koymuslardir.

Durve vd. (2002), Akdeniz’de C. racemosa’nin kdken hibritini bulmak i¢in yaptiklar
calismada elde ettikleri 6rneklerden ITS lokusunu ¢ogaltmislar ve Akdeniz’de 3 farkl

varyetesi oldugunu ortaya koymuslardir.

Verlague vd. (2003), Akdeniz’de yaptiklar: C. racemosa tiiriinii tanimlamaya ve kokenini
tespit etmeye yonelik calismada 6rneklerden elde edilen dokulardan izole ettikleri DNA
dizisinde ITS lokusunu incelemisler ve tiire ait varyasyonlari basari ile tespit etmislerdir.
Calisma sonucunda Akdeniz’deki C. racemosa varyasyonlarinin kokeninin Avustralya

oldugunu belirtmislerdir.

Kress vd. (2005), Nicotiana tabacum L. ve Atropa belladonna L. ile yaptiklari bir
calismada ¢igekli bitkilerde DNA barkodlarinin kullanilabilirligini arastirmislardir. iki
tirde plastid genomlarinin kullanilabilirligini karsilastirmis ve daha sonra 53 bitki
ailesinden 80 cins icerisinde bulunan 99 tlrin Uzerinde aday barkod bolgeleri test

etmiglerdir. Yapilan c¢alismada iki umut verici bolge Onerilmistir, plastid niikleer
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intergenic spacer (trnH-psbA) ve RNA kodlayan nukleer genler icin internal transcribed
spacer (ITS). Arastirma sonuglarina gore, trnH-psbA bolgesi ylksek ayrilma seviyeleri
sergilemistir, fakat sadece 450 b¢ uzunlugunda oldugundan 600-800 b¢ uzunlugunda olan
tipik hayvan barkodlarindan daha kisa oldugu belirtilmistir. trnH-psbA angiospermlerde
kullanilabilir ve kolay g¢ogaltilabilir bir bolge olmasma ragmen, kisalig1 evrensel bir
kullanim igin yeterli veri saglamayabilecegi dile getirilmistir. Ikinci aday olarak
gosterdikleri ise, rbcL kloroplastini da igeren diger plastid bolgelerine gore daha hizli
evrimlesen ITS bolgesi olmustur. ITS nin kullanilabilirligi 6zellikle fiziksel bariyerlerle
ayrilmis taksonlarda, bir¢ok kopyanin klonlanmasini gerektiren degisken paraloglar ve
diistik dizi kalitesiyle sonuglanan ikincil yap1 problemlerini azalttigini ve bu bolgenin bir
takim kisitlamalara sahip olsa da ITS ve trnH-psbA bdlgelerinin birlikte kullanilmasinin

bitki barkodlamasi i¢in en 1yi ¢6ziim olabilecegini 6nermislerdir.

Kara bitkilerindeki sorunu ¢ézmek icin Newmaster vd. (2006), tek bir barkodlama geni
altinda yiiksek derecede degiskenlik gosteren lokuslarin yerlestirilmesi yoniinde sirali bir
yontemin benimsenmesini onermislerdir. Arastirmacilar rbcL geninin umut vaat ettigine
isaret ederek bu genin tiir seviyesinde tanimlama amacina hizmet edip edemeyecegini
aragtirmiglardir. rbcL genini gen bankasinda biitiin biiyiik gruplarda genis gosterimi ile
en cok karakterize edilen plastid kodlayan bolge olmasi nedeniyle segtiklerini,
caligmalarinda bu gen iizerine odaklandiklarini ve diger plastid genleriyle karsilastirma
bakimindan iyi bir temel olacagini sdylemislerdir. Gen bankasindan aldiklar1 10,000’in
Uzerinde rbcL dizisinden yola gikarak gergeklestirdikleri analizler sonucunda bu bélgenin
tir seviyesinde ayrimda kullanilabilecegini gosterilmistir. Bu bolgenin, hem cins
seviyesinde ikili gruplar halinde yapilan karsilastirmalarin yaklasik %85’inde hem de
tiirler arasinda ayrim yapabilmek icin yeterli varyasyon gosterdigi bulunmustur.
Aragtiricilar, bu genin kara yosunlarinin barkodlama caligmalarinda da tek bir lokus
olarak hizmet edebilecegi, bununla birlikte diger kodlama yapan plastid bolgeleri ile
birlikte degerlendirildiginde biitiin kara bitkilerinde barkodlama ¢aligmalar1 i¢in ¢ok daha

1yl bir adayin ortaya ¢ikabilecegini 6nermislerdir.
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Stam vd. (2006), Florida sahillerinde C. racemosa iizerine yaptiklari filogenetik
calismada 27 bolgeden 256 bireyde ITS ve tufA gen bolgelerini incelemisglerdir. Calisma
kapsaminda akvaryum ornekleri dahil internet lizerinden satilan C. racemosa tirleride
incelenmis ve %12’den fazlasi yanlis morfolojik tanimlama ile satilan bu tiirlerin satiginin
yasaklanmasini 6nermislerdir. Yanlis tanimlanan ve istilaci bir tir olan C. racemosa’nin

giivenilir bir sekilde ancak molekiiler yontemlerle tespit edilebilecegini 6ne siirmiislerdir.

Chase vd. (2007) yapmis olduklari ¢alismada, tiim kara bitkilerinin barkodlamasi igin
standart protokol olarak plastid DNA’sinin 3 bdlgesini karsilagtirmayr amaglamiglardir.
Aym zamanda daha Onceden avantajlar1 ve dezavantajlari tartisilmis, Onerilmis diger
belirtecleri de yeniden gdozden gecirmislerdir. Calismalarinda plastid DNA’sindaki diistik
varyasyon seviyeleri sonrasinda, {i¢ bolgeyi birden analiz etmeleri gerekmistir. Bu
bolgeler; hayvanlardaki mitokondrial DNA kadar hizli evrimlesebilen plastid olmayan
bolgeler, kodlanan bdlgeler ve kodlanmayan bolgelerdir. Chase vd. (2007), kara bitki
barkodlamasi i¢in uygun belirtegler olarak 1) rpoC1, rpoB ve matK veya 2) rpoC1, matK,
psbA-trnH gibi Gglii bolge segeneklerini igeren iki farkli kombinasyon taslagi

olusturmustur.

Kress ve Erickson (2007) kodlanan ve kodlanmayan bolgeleri iceren barkod lokusu
varsayilan 9 bolgenin tekli veya ciftli halde filogenetik olarak farkli 48 cins karsisinda
(her cins igin iki tiir) evrimsel uygulamalarini ve dizi farkliligi derecelerini karsilastirarak,
evrensel bir barkod sistemini degerlendirmislerdir. Tek lokus, cinslerin ¢iftler halinde
olan tiirleri arasinda %79’dan fazla ayrim yapamazken, kodlanmayan bdlge trnH-psbA
spacer rbcL’yi de iceren 3 kodlanan bolgelerden biriyle birlestigi zaman ayrim %88’e
yiikselmistir. /n silico denemelerde gen bankasindan DNA dizileri kullanarak bu
lokuslarin bir alt kiimesinin ayirimci1 giiclinii daha fazla degerlendirmek igin
yiriitilmiistir. Bu denemeler daha 6nceki gozlemler gibi rbcL ile eslesmis trnH-psbA
bolgesinin  akraba tiirler arasinda dogru tamimlamayr ve ayrimi yapabildigini

desteklemistir. Sonug olarak, kodlama yapmayan trnH-psbA bdlgesi ve kodlama yapan
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rbcL gen kombinasyonunu gerekli evrenselligi ve tiir ayrimimi saglayan iki lokuslu

evrensel bitki lokusu olarak 6énermislerdir.

Nuber vd. (2007), Adriyatik Denizi’nde 35 farkli bolgeden topladiklart C. racemosa
orneklerinden ITS lokusunu izole etmiglerdir. Calisma sonunda Adriyatik Denizi’ndeki
ornekler ile Akdeniz’deki C. racemosa varyetesinin eslestigini belirlemisler ve Adriyatik

Denizi’ndeki bulasikligin Akdeniz kaynakli oldugunu ortaya koymuslardir.

Newmaster vd. (2007), yaptiklar1 arastirmada alti kodlama yapan (Universal Plastid-
UPA, rpoB, rpoC1, accD, rbcL, matK) ve bir kodlama yapmayan (trnH-psbA) kloroplast
lokusunun Compsoneura cinsinde kullanilabilirligini hem tek hem de g¢oklu bolge
yontemlerini kullanarak goreceli olarak belirlemeyi amaglamislardir. Test ettikleri 5
bélgenin (UPA, rpoB, rpoC1, accD, rbcL) tirler karsisinda degisken olmadigini,
bolgelerden iki tanesinin (matK ve trnH-psbA) 6nemli derecede varyasyon gosterdigini
ve hindistan cevizinde barkodlama ¢alismalarinda umut verici oldugunu gostermislerdir.
Kismen degisken bolge matK ve biraz daha degisken bolge olan trnH-psbA kullanilarak
meydana getirilmis ikili gen yonteminin, 6rnek olarak denedikleri heniliz evrimlesmis
Compsoneura sprucei (A.DC.) Warb. ve Compsoneura mexicana (Hemsl.) Janovec

tarlerini de iceren bitiin Compsonuera cinsi arasinda ¢6ziim sagladigini géstermislerdir.

Schneider ve Schuettpelz (2006), yaptiklar1 c¢alisma ile egrelti otu gametofitlerinin
tanimlanmasinda DNA barkodlama yonteminin kullanimini ortaya koymuslardir. Egrelti
otlarinin tanimlanmasinda, morfolojik karakterlerindeki diisiik degiskenlik nedeniyle zor
oldugunu belirten aragtiricilar, yapmis olduklari ¢alismada, bilinmeyen bir kokenin kisir
bir gametofitinden plastid rbcL dizisini elde edip, bu dizinin etkinligini belirlemek i¢in
BLAST yazilimindan faydalanmislardir. Bu yontemi kullanarak gametofiti Osmunda
regalis L. olarak tanimlamis, bu tanimlamanin gegerliligini ve tiirler arasinda farkliligin
belirlenmesinde rbcL’nin kullanilabilirligini degerlendirmek i¢in Osmunda egrelti otu

dizilerinin filogenetik analizlerini de gergeklestirmislerdir. Calisma sonunda elde ettikleri
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sonuglar, DNA temelli tlir tanimlamanin, egrelti otu gametofitlerinin ekolojisinin

kesfedilmesinde biiyiik bir potansiyele sahip oldugu seklinde degerlendirilmistir.

Vischi vd. (2006) Helianthus annuus L., Helianthus argophyllus Torr. & A. Gray,
Helianthus debilis Nuttall, Helianthus tuberosus L. adli dort aycicegi drnegini plastid
trnH-psbA intergenic spacer kullanarak molekiiler seviyede karakterize etmislerdir. trnH-
psbA plastid bolgesini spesifik primerler kullanilarak PCR ile gogaltmiglar ve ABI Prism
3730 Automated DNA dizileyicisi ile dizilemislerdir. Tiir i¢i ve tiirler arasi dizi
varyasyonunu DNA  barkod sistemi kullanilarak degerlendirmislerdir. Dizi
duzenlemesinden sonra, tur ici varyasyonu ya ¢ok az ya da yok denecek kadar az, buna
karsin SNP, indel, SSR uzunluklarina bagh olarak tiirler aras1 varyasyonu her bir tiiriin
belirgin alarak tanimlanabilmesi i¢in yeterli bulmuslardir. Kisaca arastirmacilar yapmis
olduklar1 bu ¢alismada analiz edilen dort aygigegi tiirliniin her birinin dogru bir
tanimlanmasi1 igin trnH-psbA intergenic spacer bolgesindeki degiskenligi yeterli

bulmuslardir.

Sass vd. (2007), yapmis olduklar1 ¢alismada ‘Plant Working Group (PWG) of the
Barcoding of Life (CBOL), tarafindan onerilen kloroplast bolgeleri ve iki alternatif,
kloroplast trnH-psbA spacer ve nikleer ribozomal internal transcribed spacer (nriTS)
bolgenin, Cycadales iiyeleri i¢in uygun bir belirtec olarak etkinligini test etmislerdir. PCR
kolayligini, evrensel primerlerle dizi iiretimini ve reaksiyon sartlarini, 6nerilen her bir
yedi belirteg icin belirleyen arastiricilar, buna karsin 6nerilen higbir belirtecin test edilen
higbir tlir igin uygun bir belirte¢ kriterini saglamadigina karar vermistir. Dizileme
zorluklari nr(ITS) icin bir dezavantaj olarak kalsa da nr(ITS) genetik degiskenligi

bakimindan en umut verici belirte¢ olarak 6nerilmistir.

Edwars vd. (2008), Aspalathus L. (Fabaceae: Crotalarieae) bitki genusu igin (g
potansiyel barkod bélgesini (nikleer ribozomal ITS, plastid trnH-psbA ve trnT- trnL

intergenic spacer) arastirmiglardir. Aspalathus filogenetik ¢alismalarda diisiik DNA dizi
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varyasyonu ortaya koyan biyuk bir genustur (278 tir). psbA- trnH ve ITS bdlgeleri igin
51 tiire iliskin veri kiimesinde sirasiyla dizilerin %45°1 ve %16’s1 en az bir bagka tiiriin
dizisiyle benzerlik gostermistir, iki tiirde ise her iki boélge kombine halde oldugunda bile
ayrim gozlenememistir. Tam tersi trnT- trnL, bu veri kiimesindeki biitiin tiirler arasinda
ayrim yapabilmistir. Daha genis, 82’den fazla tiiri kapsayan 5 pairwise
karsilagtirilmasinda 7 tiir, iki bolge kombine hale getirildiginde bile tanimlanamaz olarak
kalmistir. Dizi verisi ile tanimlanamayan 5 tiiriin 4’ kalitatif ve kantitatif morfolojik
verinin kombinasyon halinde kullanilmasiyla ayirt edilebilmistir. Bu grupta
barkodlamanin zorlugu her ii¢ bolgede de tiir i¢i varyasyon tarafindan arttirilmistir. trnH-
psbA bolgesi durumunda, iig tiir i¢i 6rnegin en az bir bagka tiirle ayni diziye sahip oldugu
gbozlemlenmistir. Sonug¢ olarak bitki barkodlamasi i¢in aday olarak gosterilen trnH-
psbA’nin, yapmis olduklari ¢alismada en az ayrim yapabilen bolge oldugu ortaya
cikmustir.

Ferri vd. (2008), yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada, 30 farkli bitki tiirii igin iki farkli
intergenic spacer bolgesi segmislerdir. Arastiricilar trnH-psbA ve trnL- trnF bolgelerine
0zgl evrensel primerleri kullanmiglar ve her iki bolge icin PCR ve dizileme agamalari
oldukca kolay gerceklesmistir. Arastirmacilar BLAST programindan yararlanarak (E
value, Maximum Identity value gibi degerleri ele alarak) iki gen birlikte analiz edildiginde

dogru tiir tanimlama olasiliginin oldukga yiiksek oldugunu belirtmislerdir.

Klein ve Verlague (2008), 169 makale iizerinden yaptiklart derlemede Akdeniz’de
bulunan C. racemosa tiiriine ait varyetelerin morfolojik ayriminin ¢ok zor oldugu yapilan
baz1 caligmalarda yanlis tanimlandigini belirterek molekiiler tanimlama yapan

caligmalarla bu karisikligin giderildigini ortaya koymuslardir.

Biyogesitlilik icin sicak nokta olarak kabul edilen iki bolgedeki (Orta Amerika ve Giiney
Afrika) floralarin DNA barkodlamasini inceleyen Lahaye vd. (2008a), 1600°den fazla

ornekte 8 potansiyel barkod bolgesini karsilastirmislardir. Onceki calismalarda elde
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edilen diziler ile de karsilastirarak her tiir i¢in birden fazla barkod bolgesine bakmislardir.
Yaptiklart ¢alisma sonunda matK geninin evrensel barkod bdlgesi olabilecegini belirten
aragtirmacilar bu genin ayn1 zamanda analiz edilen Orta Amerika orkidelerinde tek bagina

kriptik tiirleri tanimlamada kullanisli oldugunu da ileri stirmislerdir.

Lahaye vd. (2008b), yapmis olduklar1 ¢alismada Afrika’nin giineyinde yer alan Kruger
Ulusal Parki’nin biyogesitlilik kismini i¢eren yogun tarla koleksiyonlarindaki agag ve
caliliklar {izerine odaklanmislardir. Agaglarin ve caliliklarin se¢iminden yola ¢ikarak,
yiikksek potansiyele sahip barkodlari karsilastirmislardir. Bunlardan 6 tanesi ‘Plant
Working Group’ tarafindan, 2 tanesi ise Kress vd. (2007) tarafindan énerilmistir. Onceki
bitki calismalariyla karsilastirmalar yaparak, tiir bagina ¢oklu lokus kalitimlarindan da
yararlanarak tiir i¢i ve tiirler arasinda mevcut olan varyasyonlari hangi DNA barkod
bolgesinin ortaya cikardigini degerlendirmislerdir. Calisma sonucunda, plastid matK
genini ¢icekli bitkiler i¢in evrensel barkod olarak tanimlamiglardir. Bu genin tekli lokus
olarak da kullanilabilecegini, aym1 zamanda trnH-psbA ile kombinasyon halinde

kullanilmast durumunda performansinda bir miktar artma oldugunu belirtmislerdir.

Selvaraj vd. (2008), yapmis olduklar arastirmada Zingiberaceae familyasinda matK geni
ile galismiglardir. matK gen dizilerini gen bankasindan saglamiglar ve molekiiler analizler
icin kullanmiglardir. Arastirmacilar haplotiplerin transisyon/transversiyon oranlarin
hesaplayip ve filogenetik analizlerini ger¢eklestirmislerdir. Ayn1 zamanda matK geninin
DNA barkodlamasi i¢in kullanimiyla ilgili sorulara da agiklama getirmislerdir.
Arastirmacilar matK geninin Zingiberaceae familyasinin DNA barkodlamasi igin yeterli
varyasyon igerdigini ve DNA barkodlamada Onemli bir gen oldugu sonucunu
cikartmiglardir. Calismanin  sonunda, Zingiberaceae familyasinin iiyelerinin tiir
seviyesinde ayrilabilmesi igin barkod olarak matK genine ait 115-130., 680-690. ve 1455-

1465. niikleotid pozisyonlarindan bir bolge segilebilecegini 6nermislerdir.
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Du vd. (2010), yaptiklari calismada Cin’deki Potamageton ttrlerinin hibritlerinde ITS ve
rbocL genlerinin  DNA dizi verilerini  DNA barkodlama yontemi kullanarak
incelemislerdir. Calismada yedi farkli, genis dagilim gosteren Potamageton cinsine ait
ornekleri sekiz farkli bolgeden elde etmislerdir. Calisma sonunda Potamogeton

perfoliatus L. tirdndn yeni bir hibritini bulmuslardir.

Wang vd. (2010), tek cenekli sucul bitkilerden olan Lemnacea ailesindeki turlerin DNA
barkodlama teknigi ile teshisini yapmuslardir. Morfolojik olarak birbirlerine genellikle
benzeyen yaklagik 38 tiirliik bir aile oldugunu belirten arastirmacilar toplamda 31 tiirden
2 ile 8 adet arasinda aldiklar1 numunelerde kodlama yapan plastid genleri olan rpoB,
rpoC1, rbcL ve matK lokuslar ile kodlama yapmayan plastid genleri olan atpF-atpH,
psbK-psbl ve trnH-psbA lokuslarina DNA barkodlama yontemini uygulayarak
hangilerinin evrensel barkod bolgesi olarak kullanilabilecegini arastirmislardir. Calisma
sonunda su mercimekleri icin kodlanamayan plastid gen grubundan atpF-atpH lokusunun

tiir seviyesinde evrensel DNA barkod bdlgesi olabilecegini bildirmislerdir.

Burgess vd. (2011), yaptiklar1 ¢alismada sicak kusak florasindaki ¢esitli familyalarda
literatiirde Onerilen hangi gen bolgesinin tir seviyesinde tanimlamada daha basarili
oldugunu arastirmislardir. Calismada orneklerin herbaryum teknigine uygun olarak
morfolojik tayinleri icinde saklandigi belirtilmistir. Calisma sonunda rbcL ve matK
genlerinin birlikte kullanimi halinde tiir seviyesinde tanimlamalarda, familyaya gore

degiskenlik gostermis olsa da %92 ile %100 arasinda basari sagladiklarini bildirmislerdir.

Hollingsworth vd. (2011), “Bitkiler icin DNA barkodunu segmek ve kullanmak’ konulu
makalelerinde hayvanlar icin evrensel DNA barkod bolgesi olan COl geninin basarili
sonuglar verdigini ancak bitkilerde DNA barkodlamanin daha zor oldugunu ileri
stirmiislerdir. Bu nedenle arastirmacilar bitkiler i¢in kullanilan DNA barkodlarini yeniden
incelemis ve hangi barkod bolgesinin ya da barkod boélgelerinin secilmesi gerektigini

aragtirmiglardir. Yaptiklar1 derlemede Hollingsworh vd. (2011) rbcL ve matK genlerinin
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birlikte kullaniminin, tiir seviyesinde tanimlamada DNA barkodlama i¢in en uygun

yaklasim oldugunu bildirmislerdir (Sekil 2.19).

Lucas vd. (2012) deniz gayirlari izerine yaptiklari ¢alismada, DNA barkodlamanin zorluk
ve kolayliklarini agiklamiglardir. Deniz ¢ayirlarinin bazi cinslerinin taksonomide hala
aciga kavusmamis oldugu ileri siiren arastirmacilar hem egeyli hem eseysiz iiredikleri,
vejatatif olarak yayildigi, kisa Omiirlii olduklar ve karsilastirilacak referans olmadigi i¢in
bu tiirlin ¢alisilmasinin zor oldugunu ileri stirmiislerdir. Amaglarinin deniz ¢ayirlarini
tanimlayabilecek uzman taksonomist olmadiginda bu tiirlerin tespit edilmesini saglamak
oldugunu belirten arastiricilar, ¢alisma sonunda rbcL geninin aile bazinda iyi sonuglar
vermesine ragmen tiir bazinda basar1 saglanamadigini, tiir bazinda basarinin sadece matK

geni ile saglandigini ileri stirmiislerdir.

Vere vd. (2012), Galler bolgesinde ¢igekli ve kozalakli 1143 adet bitki tiirtiniin DNA
barkodlamasini yapmislardir. Arastirmacilar bu galismada rbcL ve matK genlerini birlikte
kullanarak %89,7, rbcL genini kullanarak %97,7 ve matK genini kullanarak %90,2 basar1
elde etmislerdir. Birgok bireyden Ornekleme yaptiklarin1 belirten arastirmacilar
orneklerden rbcL geni igin 3304 ve matK geni i¢in 2419 DNA dizi analizi yapmislardir.
DNA izolasyonunun %85°1 herbaryum orneklerinden yapilmistir. Caligma sonunda gen
bolgelerinin tiir seviyesindeki tanimlanma sonuglari, genlerin tek tek kullaniminda %69,4
ile %74,9 arasinda ¢ikarken iki barkod bolgesinin birlikte kullaniminda bu basar1 orani

%98.,6 ile %99,8 arasinda degismekte oldugunu bildirilmistir.
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Sekil 2.19 Bitki barkodlama i¢in ¢alisilan farkli belirteclerin 6nemini gosteren basari
semas1 (Hollingworth vd. 2011)

Resmi olmayan bir 6l¢iim yontemi ile renkler (Kirmizi: Basarili; Mavi: Basarisiz) CBOL ve
International Barcode of Life Project (iBOL) tarafindan kabul edilen farkli belirtecler igin
sistematik aragtirmacilarinin DNA barkodlama basarilarinin arasindaki iligkiyi temsil
etmektedirler

Kazi vd. (2013), yaptiklar1 ¢alismada Hindistan sahillerindeki C. racemosa tirinin
filogenetik analizini ve DNA barkodlamasini gergeklestirmislerdir. C. racemosa tirtinde
MatK lokusunun olmadigini belirten aragtirmacilar, calisma sonunda tufA geninin tiir
seviyesinde daha iyi ¢ozlnuUrlik verdigini belirterek ITS geninin de desteklemek amaci

ile kullanilmas1 gerektigini 6nermislerdir.
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Sauvage vd. (2013), Yeni Kaledonya’da yaptiklari ¢alismada C. racemosa’da tufA genini
cogaltarak molekiiler analizlerini ger¢eklestirmislerdir. Calisma sonunda C. racemosa’ya
ait 5 farkli varyasyon tespit ettiklerini ve bu caligmayla Yeni Kaledonya’da ki C.

racemosa’ya ait ilk istilac1 kaydinin yapildigini belirtmislerdir.
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Cizelge 2.2 Bitki DNA barkodlamasinda yapilan ¢alismalarda kullanilan gen bolgeleri ve

kullanilan bitki tiirleri

Kodlamayan Kodlayan o
Referans Barkodlanan Bitki

Plastid Bolge Plastid Bdlge

Armenise vd. (2012) trnH-pshA rbcL Kozalakl Bitkiler

CBOL PWG (2009) rbcL, matkK Tum Bitkiler

Chase vd. (2005) trnH-psbA rbcL ITS

Chase vd. (2007) "POCL, rpoB, Tum Bitkiler 1

matK

Chase vd. (2007) trnH-pshA rpoC1, matK Tum Bitkiler 2

Chen vd. (2010) ITS2 Tum Bitkdler ve
T1bbi Bitkiler

de Groot vd. (2011) trnL-F rbcL Egrelti Otlar

De Mattia vd. (2011) trnH-psbA matK Lamiaceae

de Vere vd. (2012) rbcL, matK Cicekli Bitkiler

Ferri vd. (2008) Adli Tip Botanigi

Fu vd. (2011) rbcL, matK ITS Tetrastigma cinsi

Guo vd. (2011) petD ITS Hedyotis cinsi

Han vd. (2012) ITS/ITS2 | Tibbi Bitkiler

Hollingsworth (2011) trnH-psbA rbcL, matkK ITS Tum Bitkiler

Jeanson vd. (2011) rbcL, matkK ITS2 Palmiyeler

Kress ve Erickson (2007) trnH-psbA rbcL Tum Bitkiler

Kress vd. (2005) trnH-pshA ITS Tum Bitkiler

Li vd. (2011) rbcL, matkK ITS/ITS2 | Tum Bitkiler

Li vd. (2012) ITS Ficus (Moraceae)

Li vd. (2011) trnL-F rbcL, matkK Egrelti Otlar

Liu vd. (2010) Yosunlar

Liu vd. (2011) trnL-F ITS Porsuk Agaglari

Luo vd. (2010) ITS2 Yesil Bitkiler

Shi vd. (2011) ITS2 Zingiberaceae

Starr vd. (2009) matK Tim Bitkiler

Sun vd. (2012) matK Dioscorea (China)

Theodoridis vd. (2012) trnH-psbA matK Labiatae

Wang vd. (2011) trnH-psbA rbcL, matK ITS Tim Bitkiler

Xiang vd. (2011) matK ITS Holcoglossum

Yao vd. (2010) ITS2 Tim Bitkiler
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

Calismada, Ege Denizi’nden belirlenen istasyonlardan, toplamda 240 adet, Caulerpa
racemosa tiiriine ait ornekler kullanilmigtir. TUrlere ait Orneklerin istasyonlara gore

dagilimi ve sayilar gizelge 3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1 Tiirlere ait 6rneklerin istasyonlara gére dagilimi ve sayilari

Istasyon Adi  Ornek Sayisi

Kigukkuyu 20
Ayvalik 20
Aliaga 20
Urla 20
Karaburun 20
Cesme 20
Alagati 20
Menderes 20
Kusadasi 20
Turgutreis 20
Bodrum 20
Marmaris 20
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3.1.2 Orneklerin elde edilmesi

Ornekler istasyonlara yapilan tiiplii dalislarla elde edilmistir (Cizelge 3.2 ve Sekil 3.1).
Elde edilen 6rnekler tekneye ¢ikarilip ve %70 etanol igerisine alinmiglardir. Morfolojik
ve genetik incelemelerin yapilacagi laboratuvara ulastirilana kadar +4°C’de muhafaza

edilmistir.

Cizelge 3.2 Ornekleme yapilan istasyonlarin isimleri ve koordinatlari

Istasyon No Istasyon Ad1  Koordinatlar

1 Kuglkkuyu | 39°30'K-26°33'D
2 Ayvalik 39°20'K-26°35'D
3 Aliaga 38°50'K-26°56'D
4 Urla 38°25'K-26°45'D
5 Karaburun | 38°27'K-26°24'D
6 Cesme 38°19'K-26°16'D
7 Alagati 38°14'K-26°22'D
8 Menderes 38°00'K-27°03'D
9 Kusadasi 37°50'K-27°13'D
10 Turgutreis | 37°00'K-27°14'D
11 Bodrum 37°00'K-27°25'D
12 Marmaris | 36°49'K-28°17'D

49



KilGuKKUYL @

JAyvalik '

I“:-.-';q -' S
Kanraburun & *

5|

ACesme
/Alacatigs

b

Menderess"™
' §

:KU SCERS

S

X

TUF%{UGLS & 7*Bodrum

—

2

Marmaris

Sekil 3.1 Ornekleme yapilan istasyonlara ait harita

50



3.2. Yontem

3.2.2 Morfolojik karakterlere gore tir tayini

%70 etanol igerisinde soguk zincir bozulmadan laboratuvara getirilen Orneklerin
morfolojik tanimlamalar1 Gartner (2005), Verlaque vd. (2003), Weber-van Bosse (1898),
Taylor (1960), Womersley (1984), Coppejeans ve Prud’homme van Reine (1992), Litter
ve Litter (2000) ve Kazi vd. (2013)’a gore yapilmistir. Elde edilen veriler internet
tizerinden  erisilebilen  veri  tabanlarindaki  (http://species-identification.org
2014, http://www.europe-aliens.org 2014, http://www.algaebase.org 2014) degerler ile de

karsilastirilmistir.

3.2.3 Doku Orneklerinin elde edilmesi

Morfolojik tanimlamalar tamamlanarak DNA izolasyonunda kullanilmak iizere 6rnekler
stvi nitrojenle dondurulup toz haline getirilmistir (Sekil 3.2). DNA izolasyonu yapilana

kadar ornekler -20°C’de saklanmustir.
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Sekil 3.2 Orneklerin DNA izolasyonuna hazirlanmasi
Taze drnek (A), Sivi Nitrojende Dondurma (B), Homojen Hale Getirme (C), DNA izolasyonu igin
Saklama (D)

3.2.4 DNA izolasyonu

DNA izolasyonlar1 Orneklerin tamamindan elde edilecek bitki dokularindan
gerceklestirilmistir. DNA izolasyonlart ticari, bitki dokusundan DNA izolasyon kiti
(GeneMATRIX Plant & Fungi DNA Purification Kit) kullanilarak, iiretici tarafindan
onerilen protokol ve Vere vd. (2012) tarafindan bitki DNA izolasyonunda basar1yi artiran
modifikasyonlar uygulanarak gergeklestirilmistir. DNA Ornekleri, izole edildikten sonra
PCR asamasinda kullanilana kadar -20°C’de saklanmustir.

3.2.5 DNA’min spektrofotometrik analizi

Izole edilen DNA’nin miktar ve saflik analizleri spektrofotometrede (NanoDrop ND-
1000) gergeklestirilmigtir. DNA konsantrasyonu 260 nm’de 1 OD’nin 50 ng/ml ¢ift zincir

DNA’nin absorbsiyon degeri oldugu gbéz Oniine alinarak hesaplanmistir. DNA’nin
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safligin1 degerlendirirken 260 nm/280 nm (DNA’nin absorbsiyon degeri/ protein’in
absorbsiyon degeri) ve 260 nm/230 nm (DNA’nin absorbsiyon degeri/Fenol’iin

abrobsiyon degeri) degerleri goz oniinde bulundurulmustur.

3.2.6 DNA Kkonsantrasyonunun ayarlanmasi

Spektrofotometrik analiz ile konsantrasyonlart belirlenecek ornekler, ana stoklarinin
kontamine olmamasi ve tiim drneklerin DNA konsantrasyonlarinin standardize edilmesi

amaci ile DNA konsantrasyonu 50 ng/ul olacak sekilde sulandirilarak saklanmistir.

3.2.7 Jel elektroforezi

DNA varligin1 goriintiilemek i¢in jel elektroforezi yonteminden yararlanilmistir. %1°lik
agaroz jel icerisinde 1X TBE bulunan elektroforez tankina yerlestirilir ve 2 ul DNA, 4 ul
6X Loading Dye ile karistirilarak jele yiiklenmistir. Jel’deki ilk kuyuya DNA Ladder
yiiklenir. Ornekler 100 voltta 30 dakika yiiriitiilmiistiir ve goriintilenmek zere UV
goriintiileme sistemine aktarilmistir. Burada UV 151k altinda goriintiilenerek biitiinliigii
saptanan DNA’nin goriintiisii kontrol edilmistir. DNA izolasyonunun ardindan tiim

orneklere bir DNA indeks numarasi verilmistir.

3.2.8 Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

izole edilen kalip DNA’lar ve bitkilerde kullanilan rbcL ve ITS bolgelerine spesifik
evrensel DNA barkodlama primerleri (Cizelge 3.3.) kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmistir.
Gradient termal dongii cihazinda farkli baglanma sicakliklari ve farkli MgCI2

konsantrasyonlari ile gergeklestirilen optimizasyon ¢aligmalar1 sonucunda uygun dongii
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kosullart ve kullanilacak reaktif miktarlar1 saptanmistir. Belirtilen sartlarda negatif
kontrol kullanilarak gergeklestirilen reaksiyonlar sonrasinda ¢ogaltilan DNA’lar %2’ lik
agaroz jele yiklenerek 100 voltta 30 dakika yiiriitiilmiistiir. Ardindan UV goriintiileme
sisteminde uygun bant boyu ve negatif kontrol bakimindan degerlendirilerek saflastirma

islemi 6ncesinde 4°C’de saklanmustir.

Cizelge 3.3 Calismada kullanilan primerler ve PCR protokolleri (Kress ve Erikson 2007,
Fama vd. 2002, 2010)

Hedef Gen rbcL ITS
Primer
N rbcLa f& rbcla rev ITS1&ITS 4
Ciftleri
Primer F: ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC | F: TCCGTAGGTGAACCTGCGG
Dizileri R: GTAAAATCAAGTCCACCRCG R:TCCTCCGCTTATTGATATGC
Cogalalan 599 baz cift 700 baz cift
Kisim
Termal Dongu Profili Reaksiyon Termal Dongu Reaksiyon
Profili
95°C 4dakika 2 ul 10X Buffer 94 °C 5 dakika 4 ul 10X Buffer
94°C 30 saniye 1 pl MgCl; 94 °C 1 dakika x 5 mM MgCI2
55°C 1 dakika x 35 0.8 pl dNTPs 35 1.6 pl dNTPs
PCR 72°C 1 dakika 0.1 pl Forward 55 °C 1 dakika 0.2 pl Forward
Protokolu 72°C 10 dakika primer 72 °C 2 dakika primer
0.1 pl Reverse 72 °C 0.2 pl Reverse
primer 7 dakika primer
0.2 ul Taq 0.5U Taq
polimeraz polimeraz

1 pul Kalip DNA

2 ul Kalip DNA
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3.2.9 DNA dizi analizi

DNA dizi analizini gerceklestirmek i¢cin 6n denemelerde Beckman platformunda
Beckman Coulter CEQ Dye Terminator Cycle Sequencing (DTCS) Quick Start Kit ve
ABI 3130XLGenetic Analyser platformunda Big Dye Cycle Sequencing Kit V.3.1
kullanilarak Dideoksiniikleotid zincir sonlanmasi reaksiyonu igin protokoller ve dongii
kosullar1 optimize edilmistir. Calisma kapsamindaki tiim DNA dizileme reaksiyonlari,
tiretici tarafindan Onerilen ve caligmamiza gore optimize edilmis protokollere gore

yapilmistir.

Nukleotid dizileri DNA dizi analizi yontemi ile ortaya ¢ikarilan ve elde edilen niikleotid
dizileri GenBank ve BOLD veri tabaninda kayith referans diziler ile karsilastirilarak
hizalanacak ve filogenetik analizlerde kullanilmak iizere standart hale getirilecektir. Daha
sonra niikleotid kompozisyonu, niikleotid ¢ifti frekans1 ve transisyon/transversiyon orani
hesaplanacak dizilerin, son asamada DNA barkodlama yonteminin standart modeli olan
Kimura 2-parameter modeline gore genetik uzaklik matrisleri olusturulacak ve neighbor

joining agaclar1 aralarindaki iliski ortaya koyulacaktir.

3.2.9.1 Saflastirma (Piirifikasyon)

Dizi analizinde kullanilan PCR iiriinlerinin saflastirilmasinda kolon yontemi temelli ticari
DNA purifikasyon kiti (Promega Wizard® SV Gel ve PCR Clean-Up System) Uretici
firma tarafindan onerilen protokol takip edilerek kullanilmistir. Saflastirilan PCR iirtinleri
%?2’lik agaroz jelde, 100 voltta 30 dakika yiiriitiilecek ve UV goriintiileme sistemi yardimi

ile gorintiilenmistir.
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3.2.9.2 Dizilerin hizalanmasi

Tiim orneklere iliskin DNA dizileri GenBank ve BOLD veri tabanlarindan elde edilen
referans diziler yardimi ile ClustalW (Thompson vd. 1994), MEGA 5.2 (Tamura vd.

2011) ve Sequencher 5.0 yazilimlar1 kullanilarak hizalanmaistir.

3.2.9.3 Nukleotid kompozisyonu

Hizalanmas1 gergeklestirilen DNA dizilerinin niikleotid kompozisyonlar1 ve ortalama A-
T/G-C icerikleri yizde olarak analiz edilmistir. Analizlerin gergeklestirilmesinde MEGA

5.2 ve Sequencher 5.0 yazilimlar kullanilmistir.

3.2.9.4 Nukleotid cifti frekansi

DNA dizilerinin niikleotid ¢ifti frekansi analizleri her istasyon i¢in degerlendirilmis ve
her bir istasyon igin sonug tablolar1 olusturulmustur. Analizler MEGA 5.2 ve Arlequin

3.5 (Excoffier vd. 2005) yazilimlari ile gergeklestirilmistir.

3.2.9.5 Kodon kullanimi

DNA dizilerinin olusturdugu kodonlar analiz edilmis ve kodon frekanslar1 ile RSCU
(relative synonymous codon usage) oranlari tespit edilmistir. RSCU oranlari, gdzlenen
kodon frekanslarinin beklenen kodon frekanslarina (ayni1 amino asit i¢in kullanilan tim
es kodonlarin esitligi durumunda) orani olarak hesaplanmistir (Sharp ve Li 1986).

Analizler MEGA 5 yazilimi kullanilarak gergeklestirilmistir.
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3.2.9.6 Substituisyon matrisi ve transisyon/transversiyon orani (R)

Substitlisyon modelinin ve oranlarinin hesaplanmasinda, ITS i¢cin DNA barkodlama
yonteminin standart uygulamasi olan Kimura 2 Parameter modeli ve rbcL igin Tamura 3
Parameter modeli kullnilmistir (Kimura 1980). Bir bazdan digerine substitiisyon
ihtimalleri  transisyonlar ve transversiyonlar olarak MEGA 5.2 yaziliminda

hesaplanmastir.

3.2.9.7 Genetik uzakhk

Tiirler aras1 ortalama genetik uzaklik analizleri ITS icin DNA barkodlamada standart
model olan Kimura 2 Parameter ve rbcL i¢cin Tamura 3 Parameter kullanilarak MEGA
5.2 ve Arlequin 3.5 yazilimlari ile gergeklestirilmistir. Uzaklik degerlerinin standart hata

hesaplamalarinda 1000 tekrarli bootstrap analizleri kullanilmistir.

3.2.9.8 Evrimsel iliski analizi

Evrimsel iliski analizlerinin gergeklestirilmesinde MEGA 5.2, PAUP 4.0 (Swofford,
2002) ve PHYLIP (Felsenstein, 1993) yazilimlar1 kullanilmistir. Ornekler arasindaki
evrimsel iligkinin  hesaplanmasinda  kullanilan  yOntemin sonuca etkisinin
degerlendirilebilmesi i¢in, ITS icin DNA barkodlama ydnteminin standart uygulamasi
olan Kimura 2 Parameter modeli ve rbcL icin Tamura 3 Parameter modeli kullanilmistir.
Calismada DNA barkodlamasi gergeklestirilen tlrin populasyonlar1 arasindaki
iligkilerini gosteren agaglar olusturulmustur. Agaglarin giivenilirliginin kontroliinde 1000
tekrarli bootstrap testlerinden yararlanilmistir. Network 4.6.1.2 programi kullanilarak

elde edilen verilerin network iliskileri ¢izilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Veri Analizleri

Analizler yapilirken 12 istasyonun her birindeki DNA dizilerinin aym1 oldugu
belirlenmistir. Bu nedenle her istasyondaki 20 adet ornege ait DNA dizilerinden birer

haplotip alinarak analizlere devam edilmistir.

4.1.1 Nukleotid kompozisyonu

Farkli uzunluklarda elde edilen DNA dizileri istasyonlar arasindaki en az dizi uzunluguna
sahip haplotip ile ayn1 olacak sekilde hizalanmistir. Hizalamadan sonra haplotiplerin ITS
ve rbcL lokuslart i¢in niikleotid kompozisyonlari, G+C ve A+T degerleri ¢izelge 4.1-

4.2°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.1 Orneklere ait ITS lokusunun niikleotid kompozisyonu (%)

Istasyonlar A C G T G+C T+A
Ayvalik 25,0 20,6 26,0 28,4 46,7 53,3
Kigukkuyu 25,0 21,0 25,9 28,1 46,9 53,1
Urla 24,8 21,0 26,1 28,1 47,1 52,9
Aliaga 24,7 21,1 26,2 28,0 47,3 52,7
Cesme 25,1 20,9 25,8 28,2 46,7 53,3
Alagati 25,1 20,9 25,8 28,2 46,7 53,3
Karaburun 25,1 20,9 25,8 28,2 46,7 53,3
Menderes 25,0 21,0 25,9 28,1 46,8 53,2
Kusadasi 25,0 21,0 25,9 28,1 46,8 53,2
Bodrum 25,1 20,7 25,9 28,2 46,7 53,3
Turgutreis 25,1 20,7 25,9 28,2 46,7 53,3
Marmaris 25,1 21,3 25,9 27,7 47,2 52,8
Ortalama 25,0 20,9 25,9 28,1 46,8 53,2
Cizelge 4.2 Orneklere ait rbcL lokusunun niikleotid kompozisyonu (%)
Istasyonlar A C G T G+C T+A
Ayvalik 28,2 15,9 21,9 34,0 37,8 62,2
Kigukkuyu 28,1 16,4 21,8 33,6 38,2 61,8
Urla 28,3 16,1 21,9 33,7 38,0 62,0
Aliaga 28,3 16,1 21,9 33,7 38,0 62,0
Cesme 28,6 15,6 21,6 34,2 37,2 62,8
Alagati 28,6 15,6 21,6 34,2 37,2 62,8
Karaburun 28,6 15,6 21,6 34,2 37,2 62,8
Menderes 28,1 16,4 21,9 33,6 38,3 61,7
Kusadasi 28,3 15,7 21,9 34,2 37,6 62,4
Bodrum 28,3 16,2 21,9 33,6 38,1 61,9
Turgutreis 28,3 15,6 21,9 34,2 37,6 62,4
Marmaris 28,3 16,1 21,8 33,9 37,9 62,1

Ortalama
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4.1.2 Nukleotid cifti frekansi

Orneklerin niikleotid kompozisyonlar1 ¢ikarildiktan sonra ITS ve rbcL lokuslari igin
nlkleotid ¢ifti frekanslar1 hesaplanmigtir. ITS lokusu protein kodlamayan bir gen bdlgesi

oldugu i¢in kodon verileri verilmemektedir. Veriler ¢izelge 4.3-4.4°de verilmistir.

Cizelge 4.3 ITS lokusuna ait niikleotid ¢ifti frekansi

Ortalama| 1212,00 | 10,00 5,00 | 2,02

*ii, Eg Ciftler; si, Transisyonel Ciftler; sv, Transversiyonel Ciftler; R, si/sv

Cizelge 4.4 rbcL lokusuna ait niikleotid ¢ifti frekansi

> Si* sv* R*

Ortalama 1322,00 15,00 7,00 2,27
1.Kodon 445,00 2,00 1,00 3,45 93,00
2.Kodon 447,00 0,00 0,00 245 117,00
3.Kodon 430,00 13,00 6,00 2,15 239,00

*ii, Eg Ciftler; si, Transisyonel Ciftler; sv, Transversiyonel Ciftler; R, si/sv

4.1.3 Kodon kullanimm

Dizi analizi sonucunda elde edilen 1226 baz ciftlik nikleotid dizilerinin veri analizi
sonucunda rbcL lokusu igin kodon frekanslari ve RSCU oranlart ¢izelge 4.5.°de
verilmistir. ITS lokusu protein kodlamayan bir gen bolgesi oldugu i¢in kodon kullanimina

ait veriler verilmemistir.
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Cizelge 4.5 rbcL Lokusuna ait kodonlar, frekanslari ve RSCU oranlari

Kodon Frekans RSCU Frekans
UUU(F) 12,2 1,28 UCU(S) 7 2,3
UUC(F) 6,8 0,72 UCC(S) 0,2 0,05
UUA(L) 25 3,67 UCA(S) 8,1 2,66
UUG(L) 0,2 0,02 UCG(S) 0 0
CUU(L) 15 2,2 CCU(P) 13,8 2,96
CUC(L) 0,6 0,09 CCC(P) 0 0
CUA(L) 0,2 0,02 CCA(P) 4,8 1,04
CUG(L) 0 0 CCG(P) 0 0
AUU(I) 18,4 2,62 ACU(T) 13,8 2,19
AUC(I) 2,7 0,38 ACC(T) 1,2 0,18
AUA(I) 0 0 ACA(T) 10,3 1,62
AUG(M) 9 1 ACG(T) 0 0
GUU(V) 15,1 2,23 GCU(A) 32,8 2,81
GUC(V) 0,3 0,05 GCC(A) 1,3 0,11
GUA(V) 10,3 1,52 GCA(A) 11,5 0,98
GUG(V) 1,3 0,2 GCG(A) 11 0,09
Frekans RSCU
UAU(Y) 16,1 1,78 UGU(C) 9 2
UAC(Y) 2 0,22 UGC(C) 0 0
UAA(*) 0 0 UGA(*) 0 0
UAG(*) 0 0 UGG(W) 6,9 1
CAU(H) 10,5 1,54 CGU(R) 19,8 4,21
CAC(H) 3,2 0,46 CGC(R) 0,6 0,12
CAA(Q) 9,6 1,6 CGA(R) 2,6 0,55
CAG(Q) 2,4 0,4 CGG(R) 0,3 0,05
AAU(N) 12,3 1,72 AGU(S) 3 0,99
AAC(N) 2 0,28 AGC(S) 0 0
AAA(K) 19,7 1,87 AGA(R) 5 1,07
AAG(K) L3 0,13 AGG(R) 0 0
GAU(D) 22,6 1,75 GGU(G) 24,3 2,1
GAC(D) 3,2 0,25 GGC(G) 14 0,12
GAA(E) 25 1,85 GGA(G) 18,3 1,58
GAG(E) 2 0,15 GGG(G) 2,3 0,2

*Stop kodonlar koyu olarak gosterilmistir.
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4.1.4 Nukleotid substitiisyon modelinin belirlenmesi

Filogenetik analizlerde kullanilmak {izere substitiisyon modeli belirlenebilmesi i¢in tiim
modellerin BIC, AICc ve InL degerleri hesaplanmistir. Diisiik BIC (Bayesian Information
Criterion) degerli modellerin en iyi substitiisyon yapisini agikladigi kabul edilmektedir.
Veri setinin substitiisyon yapisini en iyi temsil edecek model ITS igin K2P ve rbcL igin
T92+G olarak belirlenmistir. Analiz degerleri ve modellere iliskin bilgiler ¢gizelge 4.6.-

4.7’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.6 ITS lokusu igin nikleotid substitiisyon modelleri, BIC, AICc ve InL degerleri

Model Parametre BIC AlCc InL

K2 22 444732  4280,26 -2118,10
K2+G 23 444892 427428 -2114,10
T92 23 4452,52  4277,88 -2115,90
T92+G 24 445398  4271,75 -2111,83
K2+l 23 445531  4280,67 -2117,30
K2+G+l 24 445851  4276,28 -2114,10
TO2+I 24 446199  4279,76  -2115,84
T92+G+l 25 4463,58  4273,75 -2111,83
HKY 25 4464,79 427497 -2112,44
HKY+G 26 4466,15  4268,74 -2108,32
JC 21 4473,03  4313,57 -2135,75
TN93 26 447401  4276,60 -2112,25
HKY+I 26 447408  4276,67 -2112,29
JC+G 22 4475,00 4307,95 -2131,94
TN93+G 27 447533  4270,33 -2108,12
HKY+G+I 27 4475,75  4270,75 -2108,32
JC+I 22 448255  4315,50 -2135,71
TNO93+I 27 4483,25  4278,25 -2112,08
JC+G+I 23 4484,60  4309,95 -2131,94
TN93+G+I 28 448493  4272,34 -2108,12
GTR 29 4500,25  4280,07 -2110,98
GTR+G 30 4500,26  4272,49 -2106,18
GTR+I 30 4509,85  4282,08 -2110,98
GTR+G+I 31 4509,86 427450 -2106,18

*GTR: General Time Reversible; HKY: Hasegawa-Kishino-Yano; TN93: Tamura-Nei; T92: Tamura 3-

parameter; K2: Kimura 2-parameter; JC: Jukes-Cantor; +G: Gama dagilimi; +I: Evrimsel sabit
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Cizelge 4.7 rbcL lokusu icin nikleotid substitisyon modelleri, BIC, AICc ve InL

degerleri

Model Parametre BIC AlCc InL

T92+G 24 4776,81  4592,37 -2272,15
T92 23 4779,47  4602,71 -2278,32
HKY+G 26 4779,89  4580,08 -2264,00
TN93+G 27 4779,93  4572,44  -2259,17
TN93 26 4781,78  4581,97 -2264,94
HKY 25 4782,39  4590,27 -2270,09
T92+G+l 25 4785,93  4593,81 -2271,86
T92+I 24 4789,11  4604,67 -2278,30
HKY+G+I 27 4789,49  4582,00 -2263,95
TN93+G+I 28 4789,54 457437 -2259,14
TNO3+I 27 4791,31  4583,81 -2264,86
HKY+I 26 4791,87  4592,06 -2269,99
GTR+G 30 4806,58  4576,05 -2257,96
GTR 29 4808,62  4585,77 -2263,83
GTR+G+I 31 4815,24  4577,02 -2257,45
GTR+I 30 4817,10  4586,57 -2263,22
K2+G 23 4850,37  4673,60 -2313,77
K2 22 4852,51  4683,43 -2319,68
K2+G+l 24 4859,85 467541 -2313,67
K2+l 23 4862,19  4685,43 -2319,68
JC+G 22 4874,76  4705,68 -2330,81
JC 21 4876,19 4714,79 -2336,37
JC+I 22 4882,60 471352 -2334,73
JC+G+I 23 4884,38  4707,62 -2330,77

*GTR: General Time Reversible; HKY: Hasegawa-Kishino-Yano; TN93: Tamura-Nei; T92: Tamura 3-

parameter; K2: Kimura 2-parameter; JC: Jukes-Cantor; +G: Gama dagilimi; +I: Evrimsel sabit
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4.1.5 Substittisyon matrisi

Elde edilen DNA dizi verilerine gore ITS icin K2P ve rbcL icin T92 modelleri
kullanilarak substitiisyon matrisi oranlart hesaplanmistir. Sonuglarin kolay anlasilabilir
olmasi i¢in substitiisyon degerlerinin toplami1 100 olacak sekilde diizenlenmistir. Degerler

cizelge 4.8- 4.9.’da verilmistir.

Cizelge 4.8 ITS lokusu i¢in ortak veri seti kullanilarak olusturulan niikleotid substitiisyon

matrisi
A T C G
A - 3,65 3,65 17,71
T | 3,65 - 17,71 | 3,65
C 365 17,71 | - 3,65
G |17,71 | 3,65 3,65 -

*Hesaplamada kullanilan niikleotid frekanslart A: % 25, T: % 25, C: % 25 ve G: % 25 seklindedir.
Transisyonel substitiisyon farkliliklar1 olan degerler kalin ve transversiyonel substitiisyonlar italik olarak

gosterilmistir.

Cizelge 4.9 rbcL lokusu igin ortak veri seti kullanilarak olusturulan niikleotid

substitlisyon matrisi

A T C G
A |- 4,48 2,72 13,44
T 448 - 13,44 | 2,72
C 448 22,15 - 2,72
G 2215 |4/48 2,72 -

*Hesaplamada kullanilan niikleotid frekanslart A: % 31,12, T: % 31,12, C: % 18,88 ve G: % 18,88
seklindedir. Transisyonel substitiisyon farkliliklar1 olan degerler kalin ve transversiyonel substitiisyonlar

italik olarak gosterilmistir.
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4.1.6 Genetik uzakhk

Genetik uzaklik ortak veri setinden 1000 tekrarli bootstrap ile ITS i¢cin K2P ve rbcL igin
T92+G modelleri kullanilarak hesaplanmistir. Hesaplanan degerler gizelge 4.10- 4.12°de
verilmistir. Ayrica C. racemosa tiiriine ait genbankta kayith diger tiim ITS ve rbcL DNA
dizi verilerinin 6rnekleme yapilan istasyonlarla karsilastirilabilmesi igin ortak veri setiyle
yapilan genetik uzaklik analizleri hesaplanmistir. Hesaplanan degerler Cizelge 4.11 ve

Cizelge 4.13’te verilmistir.

Cizelge 4.10 ITS lokusu icgin Ornekleme istasyonlarina ait ortak veri setine gore

olusturulan ortalama K2P genetik uzaklik degerleri

Caulerpa racemosa [JONUVRORe[0%

d: Genetik Uzaklik, S.H.: Standart Hata

Cizelge 4.11 ITS lokusu i¢in tiim diinyada yapilan C. racemosa ¢alismalar1 ve 6rnekleme
istasyonlarina ait ortak veri setine gore olusturulan ortalama K2P+G genetik

uzaklik degerleri

Caulerpa racemosa JSKOSI§

d: Genetik Uzaklik, S.H.: Standart Hata

Cizelge 4.12 rbcL lokusu igin ortak veri setine gore olusturulan ortalama T92+G genetik

uzaklik degerleri

Caulerpa racemosa JSXUIVARINI[0Y;

d: Genetik Uzaklik, S.H.: Standart Hata
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Cizelge 4.13 rbcL lokusu igin tiim diinyada yapilan C. racemosa ¢aligmalari ve 6rnekleme
istasyonlarina ait ortak veri setine gore olusturulan ortalama TN93 genetik

uzaklik degerleri

Caulerpa racemosa SN EREONVIK]

d: Genetik Uzaklik, S.H.: Standart Hata

“Pairwise Distance” yontemi kullanilarak, dizi analizi yapilan C. racemosa’nin bolgesel
varyeteleri, birbirlerine olan uzakliklar1 ve ortalama degerleri ITS ve rbcL lokuslar igin

cizelge 4.14-4.15’te verilmistir.

Cizelge 4.14 ITS lokusuna ait dizileri karsilagtirilan haplotiplerin birbirlerine olan uzaklik
indeksleri (Pairwise Distance)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
N B

Al 0,009 0,003 0,004 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,004
1 N O
3 0,015 0,016 0,012 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,004 0,004 0,004

1 O I

0,014 0,014 0,012 0,017 0,000 0,000 0,001 0,001 0,003 0,003 0,004

1 I

0,014 0,014 0,012 0,017 0,002 0,002 0,002 0,000 0,003 0,003 0,004

fU§ 0,015 0,015 0,012 0,017 0,011 0,011 0,011 0,011 0,011 0,000 0,003

1 N I I

vl 0,022 0,022 0,018 0,024 0,017 0,017 0,017 0,017 0,017 0,013 0,013
Istasyonlar arasi en yiiksek ve en diisiik genetik uzaklik degerleri koyu olarak isaretlenmistir. Standart hata
degerleri kirmizi olarak gosterilmistir. 1: Ayvalik, 2: Kiigiikkuyu, 3: Urla, 4: Aliaga, 5: Cesme, 6: Alacgati,
7: Karaburun, 8: Menderes, 9: Kusadasi, 10: Bodrum, 11: Turgutreis, 12: Marmaris
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Cizelge 4.15 rbcL lokusuna ait dizileri karsilastirilan haplotiplerin birbirlerine olan

uzaklik indeksleri (Pairwise Distance)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1 I

Al 0,013 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 0,001 0,004 0,004 0,004 0,003
15 I ) I I
I 0,022 0,022 0,000 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 0,001 0,004 0,004

1 I ) I I

0,018 0,021 0,022 0,022 0,000 0,000 0,004 0,002 0,004 0,003 0,003

15 ) O I B

0,014 0,002 0,023 0,023 0,022 0,022 0,022 0,004 0,004 0,004 0,003

'l 0,024 0,024 0,001 0,001 0,024 0,024 0,024 0,025 0,021 0,004 0,004

1 IS N ) B

vl 0,005 0,010 0,019 0,019 0,014 0,014 0,014 0,011 0,015 0,021 0,016
Istasyonlar arasi en yiiksek ve en diisiik genetik uzaklik degerleri koyu olarak isaretlenmistir. Standart hata
degerleri kirmizi olarak gosterilmistir. 1: Ayvalik, 2: Kii¢iikkkuyu, 3: Urla, 4: Aliaga, 5: Cesme, 6: Alacati,
7: Karaburun, 8: Menderes, 9: Kusadasi, 10: Bodrum, 11: Turgutreis, 12: Marmaris

4.2. Evrimsel iliski Analizleri

4.2.1 Filogenetik agac cizimleri

Neighbor Joining (NJ) yontemi ile ITS icin K2P ve rbcL icin T92+G modelleri
kullanilarak olusturulan filogenetik agaglar sekil 4.1-4.3’te verilmistir. Ayrica 6rnekleme
istasyonlarindan elde edilen 6rneklerin diinyada C. racemosa tiirii ile ilgili yapilan tim
caligmalarla olan iligkisini gosteren filogenetik aga¢ c¢izimleri NJ yontemi kullanilarak
ITS ve rbcL igin sirasiyla K2P+G ve TN93 modelleri kullanilarak yapilmistir. Agaglar
sekil 4.2-4.4’te verilmistir.
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Sekil 4.1 ITS lokusu i¢in NJ yontemi ile K2P modeli kullanilarak ¢izilen filogenetik agac

89 Kugukkuyu
52 Tayvan
30 Ayvalik
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Sekil 4.2 ITS lokusuna i¢in NJ yontemi kullanilarak K2P+G modeli kullanilarak diinyada
yapilan diger ¢aligmalar ve Ornekleme istasyonlarini birlikte gosteren
filogenetik agac
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Sekil 4.3 rbcL lokusu igin NJ yontemi ile T92+G modeli kullanilarak ¢izilen filogenetik

agac
%Alar; at1
Karaburun
22 (esme
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93 Urla
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Sekil 4.4 rbcL lokusuna igin NJ yontemi kullanilarak TN93 modeli kullanilarak diinyada
yapilan diger calismalar ve Ornekleme istasyonlari birlikte gosteren
filogenetik agac
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4.2.2 Network ¢izimleri

Istasyonlardan elde edilen DNA dizilerinin mutasyonel farkliik ve filocografik
dagilimlarinin tespit edilmesi i¢in Network programi kullanilarak ¢izimleri yapilmistir.

ITS ve rbcL lokuslarina ait network ¢izimleri sekil 4.3-4.4.”de verilmistir.
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Sekil 4.5 ITS lokusuna ait network ¢izimi

*Numaralara denk gelen istasyon isimleri; 1: Marmaris, 2: Bodrum ve Turgutreis, 3: Menderes ve
Kusadast, 4: Cesme, Alagat1 ve Karaburun, 5: Kiiclikkuyu, 6: Ayvalik, 7: Aliaga, 8: Urla
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Sekil 4.6 rbcL lokusuna ait network cizimi
*Numaralara denk gelen istasyon isimleri; 1: Menderes, 2: Kusadasi, 3: Cesme, Alacat1 ve Karaburun, 4:
Marmaris, 5: Bodrum ve Turgutreis, 6: Kiigiikkuyu, 7: Ayvalik, 8: Aliaga, 9: Urla
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5. TARTISMA VE SONUC

Yapilan analizler sonucunda niikleotid kompozisyonunda elde edilen verilere
bakildiginda ITS bolgesi i¢in ortalama G+C degeri %46,8 ve ortalama A+T degeri %53,2,
rbcL bolgesi igin ortalama G+C degeri %37,8 ve ortalama A+T degeri %62,2 olarak
bulunmustur. Bu degerlerin sebebi, ¢ogaltilan gen bolgelerinin ait oldugu genom ile
iligkilendirilebilir. Niikleer genom ait ITS geninden ¢ogaltilan bolgenin %A-T ve %G-C
degerleri beklendigi gibi birbirine yakin olarak hesaplanirken, bitkilerde A-T agirlikl1 bir
yaptya sahip oldugu bilinen kloroplast DNA’sindan ¢ogaltilan rbcL geninde %A-T orani

belirgin bir baskinlik gostermistir.

Yapilan niikleotid ¢ifti frekansi analizi sonucunda ITS bolgesi i¢in transisyon orani 10,00,
transversiyon orani ise 5,00 bulunmus ve R degeri (transisyonel ciftler/tranversiyonel
ciftler) ise 2,02 olarak bulunmustur. R degerinin 2,02 olarak verilmesinin sebebi
transisyon ve transversiyon degerlerinin ortalama olarak gosterilmesidir. ITS bolgesine
ait es ciftler degeri ise 1212,00 olarak hesaplanmigtir. ITS bolgesine ait kodon degerleri
verilmemistir. Bunun nedeni bu gen boélgesi protein kodlamayan bir gen bolgesidir. rbcL
bolgesi i¢in transisyon orani 15,00, transversiyon orani ise 7,00 bulunmus ve R degeri ise
2,27 olarak bulunmustur. R degerinin 2,27 olarak verilmesinin sebebi transisyon ve
transversiyon degerlerinin ortalama olarak gosterilmesidir. rbcL bolgesine ait 1., 2., ve 3.
kodonlara ait niikleotid ¢ifti hesaplamalar1 yapilmistir. 1. kodona baktigimizda transisyon
orant 1,00, transversiyon orani ise 3,45 ve R degeri ise 93,00 olarak bulunmustur. 1.
kodona ait ortalama niikleotid ¢ifti frekansi ise 445,00 olarak hesaplanmaistir. 2. kodonda
transisyon orani 0,00, transversiyon orani ise 2,45 ve R degeri ise 117,00 olarak
bulunmustur. 2. kodona ait ortalama niikleotid cifti frekansi ise 447,00 olarak
hesaplanmistir. 3. kodon da ise transisyon orani 6,00, transversiyon orani ise 2,25 ve R
degeri ise 239,00 olarak bulunmustur. 3. kodona ait ortalama niikleotid ¢ifti frekansi ise
430,00 olarak hesaplanmstir. rbcL bdlgesine ait es ¢iftler degeri ise 1. kodon igin 2,00,
2. kodon i¢in 0,00, 3. kodon i¢in 13,00 ve ortalama 1322,00 olarak hesaplanmustir.
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Elde edilen DNA dizilerinde kodon kullanimina bakilmistir. Ancak ITS bdlgesi protein
kodlamadigi i¢in kodon kullanimi degerleri verilmemistir. rbcL bdlgesi kodon
kullanimina bakildigina UAA, UAG ve UGA stop kodonlar1 degerlerinin sifir oldugu
gorilmistiir. Bu degerler 1s18inda dizinin stop kodon icermemesi yapilan DNA dizi

analizlerinin dogrulugunu ve istenilen bolgenin basari ile ¢cogaltildigini gostermektedir.

Verilerin stop kodon i¢cermedigi ortaya koyulduktan sonra analizlere devam edebilmek
icin en iyi nikleotid substitisyon modeli hesaplanmistir. Yapilan analiz sonucunda BIC,
AICc ve InL degerleri g6z Oniinde bulundurularak ITS icin DNA barkodlama
caligmalarinda Onerilen K2P modelinin en iyi niikleotid substitiisyon modeli oldugu
belirlenmistir. En diisiik BIC degerli modellerin en iyi substitiisyon yapisini belirledigi
belirtildigi i¢in ITS bolgeside en diisiik BIC degeri 4447,32 olan model secilmistir.
Substitiisyon modeline ait AICc degeri 4280,26 ve InL -2118,10 olarak hesaplanmistir.
rbcL bolgesinde ise en iyi substitlisyon modeli belirlenmesi igin yapilan analiz sonucunda
BIC, AICc ve InL degerleri hesaplamis ve en diisiik BIC degeri olan 4776,81 ile T92
modeli kabul edilmistir. Analizler sonucunda bolgeler arasinda ki evrimsel oranlarinda
tek diizelik olmadigindan 5 oranli kategoride farkl: bir gama dagilimi1 (+G) kullanilarak
gama dagilimli model kullanilmasida 6nerilmistir. Substitiisyon modeline ait AICc degeri

4592,37 ve InL -2272,15 olarak hesaplanmistir.

Elde edilen veriler 1s181inda niikleotid substitiisyon matriksi analizi yapilmistir. ITS
bolgesinde substitiisyon oram1 ve modeli Kimura 2-parameter modeline gore
hesaplanmigtir. Transisyonel substitlisyon farkliliklar1 olan degerler 17,71 ve
transversiyonel substitiisyonlar 3,65 olarak bulunmustur. Bu degerleri degerlendirilirken
R degerleri dikkate almmalidir. Kolaylik olmasi agisindan R degeri 100 sayisina
esitlenmis ve niikleotid frekanslart A = %25.00, T/U = %25.00, C = %25.00 ve G =
%25.00 seklinde hesaplanmistir. ML degerleri tahmini i¢in agac¢ topolojisi otomatik
olarak hesaplanmistir. Bu hesaplamadaki Maksimum Likelihood giris degeri -2115.621
olarak kabul edilmistir. rbcL bdlgesi i¢in substitiisyon orani ve modeli Tamura Nei (+QG)

modeline gore hesaplanmigtir. Gama dagilimi ayrimlar1 bolgeler arasindaki evrimsel oran
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farkliliklarinda model olarak kullanilmistir. Transisyonel substitlisyon farkliliklart olan
degerler ve transversiyonel substitiisyonlar hesaplanmistir. Bu degerleri degerlendirirken
R degerleri dikkate alinmalidir. Kolaylik olmasi agisindan R degeri 100 sayisina
esitlenmistir ve nikleotid frekanslar1 A: %31,12, T: %31,12, C: %18,88 ve G: %18,88
seklindedir. ML degerleri tahmini i¢in agag topolojisi otomatik olarak hesaplanmistir. Bu

hesaplamadaki Maksimum Likelihood giris degeri -2272.020 olarak kabul edilmistir.

Elde edilen DNA dizilerinin istasyonlar aras1 niikleotid ¢ifti uzaklikliklar1 ITS igin K2P a
ve rbcL igin T92+G’a gore hesaplanmistir. ITS icin istasyonlar arasi bulunan en diisiik
genetik uzaklik 0,000 ve en yiiksek genetik uzaklik ise 0,024 olarak hesaplanmistir. Elde
edilen veriler cografik konumlar1 ile uyumlu bulunmustur. rbcL i¢in istasyonlar arasi
bulunan en diislik genetik uzaklik 0,000 ve en yiiksek genetik uzaklik ise 0,024 olarak
hesaplanmis ve cografik konumlar ile kismen iliskilendirilebilmistir. Ancak her iki gen
bolgesi karsilastirildiginda 5,6 ve 7 nolu istasyonlar olan Cesme, Alagat1 ve Karaburun
degerlerinin en diisiik genetik uzaklik degerleri oldugu tespit edilmistir. Bu ii¢ istasyonun
cografik olarak da bir birine yakin oldugu ve bir yarim ada iizerinde oldugu i¢in aralarinda
genetik uzaklik bulunmamasi anlamli bulunmustur. Ayni istasyondan elde edilen tiirler
arasinda bir farklilik bulunmamasinin ardinda yatan neden olarak orneklerin tek bir
genetik kaynaktan ¢ogalmasi gosterilebilir. Yapilan analizler dogrultusunda ortalama
genetik uzaklik degeri ve standart hatasi sirastyla ITS i¢in 0,012 ve 0,002, rbcL igin 0,027
ve 0,002 olarak hesaplanmuistir.

ITS bolgesi temel alinarak ¢izilen filogenetik agaclar incelendiginde istasyonlar once
Bodrum, Turgutreis ve Marmaris olarak %97 dogrulukla diger istasyonlarda ayrilmis
oldugu goriilmiistiir. Bu ii¢ istasyonun diger istasyonlarda ayr1 bir dalla temsil edilmesi
cografik olarak Ege Denizi’nin Akdeniz’le birlesme bolgesinde oldugu i¢in anlamli
bulunmustur. Birinci kolda bulunan bu g istasyondan Bodrum ve Turgutreis istasyonlari
daha sonra Marmaris istasyonu ile %98 dogruluk orani ile ayrilmaktadir. Baslangicta
Bodrum, Turgutreis, Marmaris olarak bir grup ve diger istasyonlar olarak baska bir grup
olarak ayrilan filogenetik agacin ikinci koluna baktigimizda tekrar Ayvalik, Kii¢iikkuyu,
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Aliaga ve Urla’nin %94 dogrulukla bir grup olarak Cesme, Alagati, Karaburun, Menderes
ve Kusadasi’nin ise %99 dogrulukla baska bir grup olusturarak iki kola ayrildigim
goriilmistir. %94 dogrulukla ayrilan Ayvalik, Kiiclikkuyu, Aliaga ve Urla grubuna
baktigimizda Urla ve Aliaga istasyonlar1 olarak bir grup, Ayvalik ve Kiigiikkkuyu
istasyonlar1 olarak ikinci bir grup olusturduklart belirlenmistir. Urla ve Aliaga
istasyonlarmin %52, Ayvalik ve Kiigiikkkuyu istasyonlarinin ise %77 dogrulukla
birbirlerinden ayrildiklar1 tespit edilmistir. %99 dogrulukla ayrilan Cesme, Alacati,
Karaburun, Menderes ve Kusadasi’nin da 2 grup halinde birbirlerinde ayrildiklar
goriilmiistiir. %62 dogrulukla Menderes ve Kusadasi istasyonlarinin diger istasyonlardan
ayrildigin1 ve aralarinda bir farklilik olmadigi belirlenmistir. %61 dogrulukla ayrilan
Cesme, Karaburun ve Alagati’nin ise yine farklilik olmayan bir grup oldugu belirlenmis
ve genetik uzaklik degerleri incelendiginde bu grubun en diisiik genetik uzaklik farkliga

sahip oldugu goriilmiistiir.

rbcL bolgesi temel alinarak ¢izilen filogenetik agaca baktigimizda ise istasyonlar énce
Bodrum, Turgutreis ve Marmaris olarak %100 dogrulukla diger istasyonlarda ayrilmis
oldugu goriilmiistiir. Bu {i¢ istasyonun diger istasyonlarda ayr1 bir dalla temsil edilmesi
cografik olarak Ege Denizi’nin Akdeniz’le birlesme bolgesinde oldugu i¢in anlamli
bulunmustur. Birinci kolda bulunan bu (g istasyondan Marmaris istasyonu daha sonra
Bodrum ve Turgutreis istasyonlarindan ile %45 dogruluk orani ile ayrilmaktadir.
Baslangigta Bodrum, Turgutreis, Marmaris olarak bir grup ve diger istasyonlar olarak
baska bir grup olarak ayrilan filogenetik agacin ikinci koluna baktigimizda tekrar
Ayvalik, Kiiciikkuyu, Aliaga ve Urla’nin %97 dogrulukla bir grup olarak Cesme, Alacati,
Karaburun, Menderes ve Kusadasi’nin ise %94 dogrulukla baska bir grup olusturarak iki
kola ayrildigimi goriilmiistiir. %94 dogrulukla ayrilan Ayvalik, Kiiciikkuyu, Aliaga ve
Urla grubuna baktifimizda Urla ve Aliaga istasyonlar1 olarak bir grup, Ayvalik ve
Kiiclikkuyu istasyonlar1 olarak ikinci bir grup olusturduklar1 belirlenmistir. Urla ve
Aliaga istasyonlarmin %96, Ayvalik ve Kiiciikkuyu istasyonlarinin ise %100 dogrulukla
birbirlerinden ayrildiklar1 tespit edilmistir. %94 dogrulukla ayrilan Cesme, Alagati,
Karaburun, Menderes ve Kusadasi’nmin da 2 grup halinde birbirlerinde ayrildiklar

goriilmistiir. %99 dogrulukla Menderes ve Kusadasi istasyonlarinin diger istasyonlardan
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ayrildigin1 ve kendi iglerinde de iki dala ayrildiklari belirlenmistir. %100 dogrulukla
ayrilan Cesme, Karaburun ve Alagati’nin ise yine farklilik olmayan bir grup oldugu
belirlenmis ve genetik uzaklik degerleri incelendiginde bu grubun en diisiik genetik

uzaklik farkliga sahip oldugu goriilmiistiir.

Durand vd. (2002) yaptiklar1 ¢alismada, Akdeniz’de daha 6nce yapilan ¢alismalarda
Caulerpa racemosa var. turbinata-uvifera (C. Ag.) J. Ag., Caulerpa racemosa var.
lamourouxii (Turner) W. V. Bosse ve istilaci varyete olarak morfolojik verilerle
belirlenen Caulerpa racemosa’nin 3 varyetesinin bulundugunu belirtmektelerdir. Bu
hipotezi dogrulamak ve C. racemosa’nin kokenini bulmak i¢in kendi ¢alismalarinda
cografik olarak izole olmus tlre ait 16 Ornekten ITS1-1TS2 ve ribozomal DNA’dan
(rDNA) 18S bdlgesini ¢ogaltmislardir. Ege Denizi’nde yaptigimiz ¢alismada ise ITS
lokusuyla 8 (Sekil 5.1), rbcL lokusu ile 9 (Sekil 5.2) populasyon tespit edilmistir. Ayrica
BLAST taramasi ile yapilan karsilastirmada bu farkli populasyonlarin ITS i¢in %99-97
dogrulukla C. racemosa var. macrophysa (Sonder ex Kitzing) W.R.Taylor ve C.
racemosa var. racemosa varyetelerine ait olduklarini goriirken, rbcL i¢in %99 dogrulukla
C. racemosa var. occidentalis (J.Agardh) Bargesen, %99 dogrulukla C. racemosa var.
lamourouxii ve %99-100 dogrulukla C. racemosa var. racemosa varyetelerine ait
olduklarmi1 gormekteyiz. Iki lokus arasindaki bu farkliligin nedeni yapilan BLAST
taramalarinda calisma sonunda elde edilen DNA dizilerine en yakin sonuglarin
degerlendirilmesidir. ITS lokusu i¢in rbcL lokusundan daha az varyetenin tespit edilmesi
ve farkli sonuglarin nedeni ise ITS bolgesine ait yapilan ¢alismalarda ilgili varyetelere ait
referans dizileri olmadigindan kayitli en yakin varyete ile eslesmesidir. Ege Denizi’nde
yapilan bu calisma sonucunda tespit edilen varyetelerin C. racemosa turinun yiksek
polimorfizm egilimi, adaptasyonu ya da yeni bir tropikal varyete ile hibritlesmesinden

dolay1 olustugu disiinilmektedir.

Fama vd. (2000) yaptiklari calismada, Akdeniz’den aldiklari on bir populasyona ait yirmi
birer bireyin yetmis sekiz klondaki ITS lokusunu incelemislerdir. Calisma kapsaminda

elde ettikleri Akdeniz verilerinin hem kendi iginde hem de diger 6rneklerle karsilastirarak
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analiz etmislerdir. Tiim 6rnek testlerinde ITS1 lokusunun populasyon i¢i polimorfizm
oraninin populasyonlar arasi polimorfizm oranindan yiiksek oldugunu tespit etmislerdir.
Populasyonlarda polimorfizm i¢in populasyon ici c¢esitliligi de kapsayan Parsimoni
Analizi yaparak Panama, Kanarya Adalar1 ve Akdeniz’deki bireyler aras1 gii¢lii bir ayrim
oldugunu ortaya koymuslardir. Ancak Akdeniz’deki 6 populasyonda bu ayrimin
gerceklesmedigini belirtmislerdir. Akdeniz’de bulunan C. racemosa’ya ait ¢ok fazla
varyetenin oldugunu ve bunlarinin bir¢ogunda populasyon i¢i ayrimin gosterilemedigini
belirten Fama vd. (2000), polimorfizm ve aseksiiel ¢ogalmanin Akdeniz
populasyonlarindaki bu takson c¢esitliliginde biiyiik rolii oldugunu diisiinmektelerdir.
Ayrica bu ayrimin bagka bir molekiiler marker ile yapilabilecegini belirtmiglerdir. Bu
caligmada ise ITS lokusuna ek olarak rbcL lokusu ile yapilan analizler sonucu Ege
Denizi’ndeki bazi C. racemosa populasyonlarinin ayriminda rbcL lokusununda
¢cOzuniirlik derecesinin diisilk oldugu belirlenmistir. Yaptigimiz ¢alismada 12
istasyondan almman 240 6rnege ait ITS ve rbcL lokuslarina ait verilerle birlikte agag
cizimlerine baktigimizda ITS igin 3, rbcL icin 2 populasyonda tiir i¢i ayrimin
gerceklesmedigi tespit edilmistir. Bu populasyonlardaki ortak 6zelligin birbirlerine ¢ok
yakin cografik konumlara ait olan 6rneklerden olusmasi g6z 6niine alindiginda, tir ici
genetik uzakligin tespit edilememesinin nedeni ayni genetik kdkene sahip tek bir

populasyonun dagilimi olmalar1 diistintilmektedir.

Yeh ve Chen (2004) Tayvan’da yaptiklari ¢alismada, Caulerpa turlerinin yuksek oranda
morfolojik degisiklik gosterdigini ve bu nedenle tanimlama yapmanin zorlugunu
belirtmislerdir. Calismada Tayvan’daki Caulerpa tdrlerinin ITS ve nikleer rDNA
lokuslarmi1  analiz ederek filogenetik ve sistematik iligkilerini  belirlemeyi
amaclamislardir. Caulerpa serrulata (Forsskal) J.Agardh, Caulerpa webbiana Montagne,
Caulerpa cupressoides (Vahl) C.Agardh ve Caulerpa racemosa var. microphysa (Weber-
van Bosse) Reinke, Caulerpa racemosa var. macrophysa, Caulerpa racemosa var. peltata
J.V.Lamouroux, Caulerpa racemosa var. laetevirens (Montagne) Weber-van Bosse
olmak iizere 7 takson iizerinde ¢aligmiglardir. 7 taksonun her birinden 11 bireyin niikleer
rDNA’nin 872-1124 be¢’lik bolgesini ¢ogaltmislar ve birbirleri ile karsilastirmiglardir. C.

racemosa var. peltata ve C. racemosa var. laetevirens ile C. racemosa var. microphysa
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ve C. racemosa var. macrophysa arasinda en diisiikk benzerligi tespit etmislerdir. Caligma
sonunda Yeh ve Chen (2004) nukleer rDNA ve ITS lokusunun Caulerpa tlrlerinin
tamimlamada ve C. racemosa tirini diger Caulerpa tiirlerinden ayirmada
kullanilabilecegini ortaya koymuslardir. Yeh ve Chen’in (2004) yaptig1 ¢alismaya ek
olarak bu ¢alismada kullanilan rbcL lokusununda ITS ile birlikte kullanimda C.
racemosa’y tiir seviyesinde basari ile tespit edebildigini ve diger cografik bolgelerdeki

orneklerden rahatlikla ayirabildigi tespit edilmistir.

Sekil 5.1 ITS lokusuna ait 8 farkli populasyonu gosteren filogenetik agag ¢izimi

Ege Denizi’ne ait verileri diinyadaki diger Caulerpa racemosa ile ilgili ¢alismalarla
karsilastirdigimizda rbcL lokusunda Alagati, Karaburun ve Cesme istasyonlarina Japonya
drneginin en yakin oldugu, Bodrum, Turgutreis ve Marmaris istasyonlarindan ise Isvigre
ve Hindistan’1n ayri1 birer dal olarak ayrildig tespit edilmistir. ITS lokusunda ise Urla ve
Ayvalik istasyonlarinin Tayvan Ornegine en yakin istasyon olan Kiigiikkuyu’dan

ayrildigini, Hindistan 6rnegine en yakin istasyon Aliaga’nin ayr1 bir kol olusturdugunu,
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Italya &rnegine en yakin istasyonlar olan Menderes, Kusadasi, Cesme, Alagat1 ve
Karaburun’un ayr bir dal olusturdugunu, Filipinler 6rnegine en yakin olan istasyonlar
Bodrum ve Turgutreis’in bir dal olusturdugunu, Marmaris istasyonunun ise higbir tilkenin
ornegi ile birlikte ayrilmadigi, Japonya, Kizildeniz, Liibnan ve Kibris ayr1 bir dal altinda
toplandig1 ve Ispanya, Avusturalya, Tunus ve Fransa’nin ayri bir dal olarak ayrildigini
belirlenmistir. rbcL lokusunun ITS lokusundan daha az iilke ile karsilastiriimasinin sebebi
GenBANK, NCBI ve BOLD veri tabanlarinda rbcL lokusu i¢in Caulerpa racemosa ile

eslesen sadece 3 iilke olmasidir.

Alacgats
i | Karaburun
| Cesme

94

Kusadasi
99 L—Menderes
96 Aliaga

— Urla

97 — Ayvalik
Kiiciikkkuyu
Bodrum
Turgutreis

100

Sekil 5.2 rbcL lokusuna ait 9 farkli populasyonu gosteren filogenetik agag ¢izimi

Sonug olarak, gerek ITS bolgesinin gerek de rbcL bdlgesinin, daha dogru bir ifade ile
DNA barkodlamanin, C. racemosa’nin tiir seviyesinde tanimlamada basariyla
kullanilabilecek bolgeler oldugu elde edilen niikleotid dizilerinin, mevcut veri
tabanlarinda kayith C. racemosa dizileri ile karsilastirilmasi ile elde edilen ve >%99

seviyesindeki benzerlik oranlar ile ortaya koyulmustur.
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Elde edilen sonuclar, DNA barkodlama ydnteminin C. racemosa’y: tiir seviyesinde
tanimlanmasinda >%99 dogrulukla sonug verdigini, farkli C. racemosa populasyonlarinin
ayriminda ise yakin cografik konumlardan elde edilen 6rnekler arasindaki tiir i¢i genetik
farklilig1 ortaya koymada yetersiz kaldig1 goriilmiistiir. Ancak bu yetersizligin, birbirine
yakin populasyonlarin tek bir genetik kaynaktan ¢ogalan 6rnekler olmasi, yeni bulasmis
bir varyete ile hibritlesme, adaptasyon veya smirli bir genetik havuzdan yayillim

gostermelerinden kaynaklandigr diistiniilmektedir.

Bu calisma, Tiirkiye denizlerinde gerceklestirilen ilk bitki barkodlama ¢alismasi olma
ozelligi tasidigindan, elde edilen veriler biiyiik 6nem tasimaktadir. Istilaci bir tiir olma
ozelligi tastyan C. racemosa’ya yonelik bundan sonra yiriitiillecek ve farkli
lokasyonlardan elde edilen Ornekler tanimlanirken ve genetik olarak karsilagtirilarak
hangi kaynaktan oldugu belirlenmek istediginde bu calismada elde edilen veriler referans

Ozelligi tasiyacaktir.
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