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GIRIS

Sistematik, filogeni ve taksonominin degerlendirilmesidir. Taksonomi
ise bir siniflandirma bilimidir. Molekiiler sistematik, siniflandirmay1 yaparken
ve tiirler arasindaki evrimsel iliskiyi ortaya cikarirken molekiiler genetigi
kullanir. Deoksiriboniikleik asit (DNA), genetik materyalin dogrudan analizini
sagladigindan sistematik ¢aligmalar i¢in oldukg¢a uygun bir aragtir. Molekiiler
sistematik caligmalarda izoenzim analizleri, RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA, Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA), AFLP (Amplified
Length Polymorphism, Cogaltilmis Parca Uzunluk Polimorfizmi), SSR
(Simple Sequence Repeat, Basit Dizi Tekrarlari), ISSR, (Inter simple sequence
repeat/Basit tekrarli diziler arasi polimorfizm), RFLP (Restriction Fragment
Lenght Polymorphism, Polimeraz Zincir Reaksiyonu Restriksiyon

Parca Uzunluk Polimorfizmi) ve DNA dizi analizlerine kadar cesitli
teknikler kullanilmaktadir. Her yontemin, sagladigi bilginin miktari ve niteligi,
teknik zorluklar1 ve maliyet gibi 6zellikler agisindan avantajlart oldugu gibi
sinirlamalar da vardir.

Son yillarda molekiiler biyolojideki ve 06zellikle biyoinformatikteki
olaganiistii ilerleme, aragtirmacilara biyolojinin tiim alanlarinda uzun siiredir
¢Oziilmemis problemlerin iistesinden gelmek igin giiclii araglar sunmustur
(Page Holmes, 1998). Filogenetik analizler ge¢miste organizmalarin evrimsel
gelisimini ortaya cikaran calismalar ile sinirliyken giiniimiizde genomik,
koruma biyolojisi veya tarimsal alanda zararl kontrolii gibi pek ¢ok arastirma
alaninda standart bir arag haline gelmistir. Evrimsel genetik ¢alismalar, genetik
cesitlilik analizleri, genetik haritalama, bitki gen kaynaklarinin korunmasi,
tarimsal acidan Onemli genlerin klonlanmasi ve marker destekli iireme
caligmalari bu anlamda oldukc¢a 6n plana ¢ikmaktadir (Fang ve ark., 2016).

Molekiiler sistematik, canli organizmalarin filogenetik iliskilerini
incelemek i¢in bir ara¢ olarak molekiiler yontemlere ihtiya¢ duyar. Molekiiler
yontemlerin sistematik ¢aligmalarda kullanimu ile ilgili tartismalarin odaginda
ise molekiiler veriye gore morfolojik verinin goreceli 6nemi vardir. Diger bir
konu ise zaman zaman karsilagilan molekiiler ve morfoloji temelli filogeniler
arasindaki uyumsuzluklarin nasil ¢oziilecegidir. Bu tartismalarin yanisira,
molekiiler sistematikte DNA ve amino asit dizilerinin kullanilmasinin
geleneksel morfolojik yaklagimlara gore; karakter tiplerinin evrenselligi, analiz
icin ¢ok sayida karakter saglamasi, gen ve gen bdlgeleri arasindaki yiiksek
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diizeydeki cesitlilik, molekiiler yontemler ve kullanim alanlari ile ilgili giderek
daha kapsamli bilgiye sahip olmamiz gibi ¢esitli avantajlar1 vardir (Hillis ve
Wiens, 2000). Molekiiler yontemlerin kullanilmasiyla birlikte sistematikgiler
ve popiilasyon genetikgileri, hem tiir i¢i hem de tiirler aras1 genetik ¢esitliligi
incelemek i¢in ortak yaklagimlarin kullanilmasimin daha dogru olacagini tespit
etmiglerdir. Genomik bilgi kullanilarak canlilar arasindaki iliskiler ve
molekiiler diizeydeki benzerlikler agiklanabilmektedir.

1960’lardan Once yapilan sistematik ¢aligmalarda kullanilan karakterler
morfolojik, davranigsal ve bazi durumlarda sitogenetik karakterlerden
olugsmustur (White, 1973). Ancak giiniimiizde molekiiler sistematik filogenetik
calismalarda yerini almis ve tiirlerin tespiti, tiir i¢i ve tilirler arasi
polimorfizmlerin saptanmasinda basari ile kullanilan bir ara¢ haline gelmistir.
Bu bélimde, bu amagclar i¢in kullanilan teknikler ve yaklasimlar kisaca

Ozetlenmistir.

Protein Analizleri:

Protein kodlayan genlerin siklikla polimorfik oldugunun ve proteinlerin
jel elektroforezinin fonksiyonel olarak benzer enzim formlarinin (izoenzim)
varligini ortaya c¢ikarabileceginin gosterilmesi ile proteinlerin elektroforezi
yeni karakterler saglamaya baslamistir (Lewontin ve Hubby, 1966). izoenzim
analizleri, sistematik ve popiilasyon genetigi c¢aligmalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir.

Izoenzim, tek bir enzimin birden fazla formunu ifade eder. izozimler aym
reaksiyonu katalize etmelerine karsin en iyi calistiklar1 pH veya substrat
konsantrasyonu gibi ozellikler bakimindan farklilik gosterebilirler. Farkl
izoelektrik noktalara sahip olduklar igin jel elektroforezi ile ayirtedilebilirler.

Protein elektroforezinin molekiiler sistematikte kullanimi, homolog
proteinlerin elektroforetik hareketliliklerindeki farkliliklardan DNA'daki
niikleotid dizi varyasyonunun g¢ikarilmasina dayanmaktadir. Immiinolojik
analizler de 1960'larda kullanilmaya baslayan bir tekniktir ve homolog
proteinler arasindaki amino asit dizisi farkliliklarinin niteliksel veya niceliksel
tahminlerini saglamaktadir (Maxon and Maxon 1990). Protein ¢alismalar
DNA’ya gore daha zordur, ¢linkii proteinler bozunmalara kars1 daha duyarlidir.

Proteinler jel elektroforezi ile proteinler kati bir jel tizerindeki elektrik
alaninda ayrilirlar. Olusan elektroforetik bantlar uygun bir boyama yontemi ile
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gorsel hale getirilir ve analiz edilir (May 1992). Kati ortam olarak, nisasta,
agaroz, poliakrilamid, seliilloz asetat jeller kullanilmaktadir. izoenzim
elektroforezi, birgok organizmanin genetik varyasyonunun belirlenmesinde
yararli oldugu kanitlanmis bir tekniktir ve morfolojik yontemler kullanarak
ayirmanin  miimkiin olmadig1 durumlarda, yakin akraba tilirlerin ayirt
edilmesinde yararli olabilir (Gomez 1998).

RAPD-PCR:(Random amplified polymorphic DNA-Rastgele

cogaltilmis DNA polimorfizmi)

Genetik varyasyonlarmm tahmini, RAPD, AFLP, RFLP, SSR ve
mikrosatellit gibi ¢esitli molekiiler teknikler kullanilarak DNA seviyesinde
degerlendirilmektedir. Bunlarin arasinda Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
tarafindan tiretilen RAPD belirtegleri, niikleer diizeyde genetik ¢esitliligi ortaya
koymak igin 1990'l1 yillardan beri yaygin olarak kullanilmaktadir.

RAPD-PCR tekniginin cografi ve genetik olarak izole edilmis
popiilasyonlari ayirt etmede etkili bir yontem oldugu rapor edilmistir (Jain ve
ark., 2010). Bu teknik, dnceden genomik DNA bilgisi yani bir 6n sekanslama
gerektirmeden, kisa rastgele primerler kullanilarak genomik DNA'nin rastgele
boliimlerinin  ¢ogaltilmasimi igerir. Bu teknikte, PCR amplifikasyonunda
kullanilacak primerlere ait niikleotid dizileri rastgele segilir ve dizilemesi
yapilir. Genellikle kisa (10 bg), ticari olarak temin edilebilen primerler
kullanilir. Bu primerler kullanilarak hedef DN A’da komplementer olan yerlere
baglanir ve bu kisimlar ¢ogalmis olur. Amplifiye edilen bu DNA pargaciklarini
goriintiilemek icin agaroz jel elektroforezi yapilir. Genel bir yontem olarak
etidyum bromid ad1 verilen ve DNA’nin UV altinda goriiniir olmasini saglayan
boya kullanilarak molekiil biiyiikliiklerine gore siralanan ve bantlasma gosteren
DNA pargaciklan je iizerinde goriintillenir ve DNA iizerindeki genetik
polimorfizm belirlenir.

RAPD-PCR tekniginin avantajlar1 arasinda anonim genomlar1 analiz
edebilmemize imkan saglamasi, verimliligi, diisiik maliyeti ve hizli sonug
alinabilmesi sayilabilir (Hadrys ve ark. 1992). Uygulama kolayligi, nispeten
disiik maliyet, hiz ve ihtiya¢c duyulan DNA miktar1 sbebiyle bu teknik
profilleme calismalarinda RFLP'ye gore daha cok tercih edilmektedir. Bu
yontemin dezavantaji, tekrarlanabilirliginin zayif olmasi ve meydana gelen
bant profillerinin reaksiyon sartlarindaki degisimlere karsi bile ¢ok duyarli
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olmasidir (Thangaraj et al. al.2011). Ozellikle tekrarlanabilirli§in zay1f olmasi
nedeniyle siklikla elestirilse de, bu yontem hala genotiplerin ayriminda siklikla
kullanilmaktadir.

AFLP:(Amplified fragment length polymorphism-Cogaltilmis

par¢a uzunlugu polimorfizmi)

AFLP, RAPD-PCR tekniginin prensiplerinden yararlanarak ve bu
teknigin dezavantajlarin1 gidermek iizere gelistirilmis bir yontemdir (Vos ve
ark., 1995). Tekrarlanbilirlik ve polimorfizm diizeyi agisindan RAPD-PCR
teknigine gore daha iistiin olan bu yontemde farkli protokoller olusturulmakla
beraber temelde bes ana adim vardir: (1) genomik DNA'nin kesilmesi ve
adaptorlerin kesilen pargalara baglanmasi; (2) kesilen fragmanlarin bir alt
kiimesinin 6n segici PCR amplifikasyonu; (3) daha fazla parga sayisini azaltan
secici PCR amplifikasyonu; (4) amplifiye edilmis DNA fragmanlarinin
elektroforetik ayrilmasi; (5) verilerin skorlanmasi ve yorumlanmasi (Paun ve
Schonswetter, 2012).

Yontemin en 6nemli avantaji, esas olarak hedeflenen genomla ilgili
onceden bilgi gerektirmemesinin yani sira, DNA dizisindeki polimorfizmi
tespit etmek i¢in yiiksek tekrarlanabilirlik ve hassasiyete sahip olmasidir.
AFLP, tir igindeki veya yakin iligkili tlirler arasindaki genetik cesitliligi
degerlendirmek, popiilasyon diizeyinde filogeni ve biyocografik modelleri
cikarmak, genetik haritalar olusturmak ve akrabaligi belirlemek gibi cesitli
uygulamalar i¢in kullanililabilmektedir. Kiyaslama yapilacak olursa, RAPD’e
gore yavag ancak RFLP’den daha hizlidir. Isgiicli, giivenirlik ve masraf
acisindan RAPD ve RFLP arasindadir. Polimorfizm oran1 yiiksektir. Y dntemin
en dnemli dezavantaji ise ¢ogunlukla dominant markor 6zelliginde olmasidir.
Bunun yaninda son zamanlarda kodominant markoér de verdigi saptanmistir
(Yorgancilar ve ark., 2015).

SSR:(Simple sequnce repeat-Basit tekrarh diziler veya

Mikrosatelitler)

Mikrosatellitler veya basit dizi tekrarlar1 (SSR'ler), kisa niikleotid
birimlerinin tekrarlarin1 igeren uzantilardir. SSR belirtegleri bitki genetik
aragtirmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Canli genomunda belli bir
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bolgede bulunan rastgele ard arda dizilmis kisa baz tekrarlarina STR (Short
Tandem Repeats) ad1 verilmektedir. Bunlarin 1 ile 6 bazl tekrarlarindan olusan
markérler ise mikrosatellit veya SSR (Simple Sequence Repeats) olarak
isimlendirilmektedir. SSR markorleri, PCR temelli molekiiler ¢alismalarda en
¢ok tercih edilen markorlerden biridir (Liu, 1997). SSR’da tekrar bolgelerini
cevreleyen DNA dizileri bir tiiriin bireylerinde ayni olmasina karsin tekrar
dizilim sayilar bireyler arasinda farklilik gosterebilmektedir.

Genom igerisindeki mikrosatellitler oligoniikleotit primerler araciligiyla
PCR ile ¢ogaltilabilir. Boylece bir populasyonda mikrosatellit lokuslarmin
cogaltilip jel elektroforezi sonucu goriintiilenmesi ile heterozigot ve homozigot
bireylere ait bantlar elde edilebilir. PCR sonucu elde edilen iiriinlerde
homozigot bireylere ait tek bant, heterozigot bireylere ait iki bant ortaya
cikacaktir.

SSR  markorleri; genetik haritalama, babalik testleri, filogenetik
caligmalar, gen kaynaklarinin korunmasi ve genetik ¢esitlilik arastirmalari gibi
pek cok alanda kullanilmaktadir. Bu belirteglerin bir tiir igerisinde polimorfik
olmasi ve bireyden bireye farklilik gostermesi, giivenilir olamsi ve kisa stirede
sonu¢ alinmasit gibi 6zellikleri molekiiler genetik alaninda kullanimlarini ve
tercih edilmelerini artirmistir.

Bu markérlerin en onemli avantajlar1 arasinda, nispeten daha diisiik
miktarda DNA ihtiyaci, kodominant bir markor sistemi olmasi, genomda ¢ok
ve daginik olmasi, tekrarlanabilirliginin yiiksek ve otomasyona uygun olmasi,
yiiksek polimorfizm orani gibi 6zellikler de sayilabilir. Bunun yaninda, SSR
bolgelerinin mutasyon oranlarinin yiiksek olmasindan dolay1 primer baglanma
bolgelerinde degismelerin olmasi ve bdylece anlamsiz allellerin olugmasina
imkéan saglamasi da 6nemli bir dezavantajdir.

ISSR:(Inter simple sequence repeat-Basit tekrarh diziler aras:

polimorfizm)

ISSR, okaryotik organizmlarin genomlarda tekrar eden 2, 3, 4, 5 gibi
niikleotid birimlerinin lokustan bagimsiz bir sekilde genomda rastgele
dagilimlarmi esas alan bir yontemdir (Zietkiewicz ve ark., 1994). Diger
molekiiler belirteglerin aksine, ISSR primerlerinin hedef dizileri dkaryotik
genom boyunca fazla miktarda bulunur ve bu durum sonug olarak RAPD gibi
diger baskin belirteclerden ¢ok daha fazla sayida polimorfik lokusun ortaya
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cikarilmasina yardimci olur (Ansari ve ark., 2012). Bu 6zellik, molekiiler
sistematik ve diger molekiiler temelli ¢aligmalarda genetik agidan heniiz
incelenmemis tiirler s6z konusu oldugunda ISSR belirteglerinin tercih
edilmesini saglamaktadir.

ISSR belirtegleri, baslangigta yakin iligkili bitki ¢esitlerinin ayrt
edilmesi i¢in tasarlanmistir ancak giiniimiizde bitkinin yanisira, mantar, bécek
ve omurgalilarin dogal popiilasyonlarinin incelenmesi i¢in de son derece yararl
oldugu bilinmektedir. Maliyet olarak nispeten ucuz olmasi, biiyiik miktarda
veri saglamasi, agirt degisken dogasi, minimum ekipman gereksinimleri ve
kullanim kolayligi, ekolojik ve sistematik arastirmalar ig¢in son derece kullanigh
molekiiler belirtegler olarak ISSR’lari avantajli hale getirmistir. Bunun
yaninda, tekrarlanabilirlik 6zelliginin diisiik olmas1 ve benzer biiyiikliikteki
pargaciklarin homolog olmamasi gibi dezavantajlar1 da vardir.

SNP:(Tek Niikleotid Polimorfizmi/ Single Nucleotide

Polymorphism)

Canlilarin genomu {izerinde meydana gelen tek niikleotid degisimleri
olarak bilinen SNP (Single Nucleotide Polymorphism, Tek Niikleotid
Polimorfizmi), pek ¢ok canli tiirlinde karsilagilan bir varyasyondur. SNP'ler,
kromozom dizileri arasinda baz ¢ifti farkliliklar1 {ireten mutasyonlarin sonucu
olusmaktadir. Yiiksek oranda ve genom ¢apinda dagilimlari onlar1 popiilasyon
genetigi ve evrimsel caligmalar igin degerli bir genetik cesitlilik kaynagi haline
getirmistir (Brumfield ve ark., 2003). Gen haritalamada, molekiiler 1slah ve
harita temelli klonlama ¢aligmalarinda, filogenetik ve filocografik ¢aligmalarda
da etkili bir ara¢ olarak kullanilmaktadir.

Kargilagtirmalt genomik verilerin toplanmasina yonelik ekonomik
¢oziimler, molekiiler sistematikte her zaman Onceliklidir ve bu bakimdan SNP
verileri, zaman ve maliyet agisindan alternatif yontemlerle karsilagtirildiginda
son derece pratik ve avantajli bir se¢imdir. SNP’ler genellikle kodlama
yapmayan DNA dizilerinde goriilmektedir. Kodlamaya katilan bdélgelerde
meydana geldiginde aminoasit dizisinin degisimine neden olabilecegi gibi
herhangi bir degisiklige neden olmayabilir ve bdylece gen iiriiniinde bir
farklilik meydana gelmez (Sunyaev ve ark., 1999).

Tek niikleotid polimorfizmi yaygin goriilen bir DNA polimorfizm tipidir
ve yiiksek siklikla meydana gelirler. SNP analizleri jele dayali degildir ve
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otomasyona uygundur. Dolayisiyla analiz i¢in elektroforeze gerek yoktur. Bu
Ozellikler SNP’lerin avantajlar1 arasinda sayilabilir (Sénmezoglu ve ark.,
2010).

PCR temelli bircok markdr sisteminde bahsettikten sonra PCR tekniginin
ozelliklerinden de bahsetmek yerinde olacaktir.

PCR:(Polymerase  Chain Reaction/Polimeraz ~ Zincir

Reaksiyonu)

PCR, 1980°li yilinda Dr. Kary B. Mullis tarafindan kesfedilmis ve bu
kesif 1993 yilinda Kimya alaninda Nobel Odiilii almaya hak kazanmustir
(Mullis ve ark., 1986). PCR, yontemin adindan da anlasilacagi iizere bir DNA
zincirinin 6zel bir dizisinin in-vitro ¢ogaltildigi bir tekniktir. Bu teknik
sayesinde kii¢lik bir DNA fragmentinin milyonlarca kopyasinin iiretilmesini
miimkiin hale gelmistir. Molekiiler biyoloji ve biyoteknoloji basta olmak {izere
gilinlimiizde pek ¢ok alanda yaygin olarak kullanilan bir tekniktir.

PCR, hiicre i¢inde (in-vivo) DNA’nin kendini esleme mekanizmasinin
bir benzeri olarak in-vitro DNA amplifikasyonunun gergeklestigi bir tekniktir.
PCR'de, primerler vasitasiyla, enzimler kullanilarak hedef DNA dizileri
cogaltilabilir. DNA polimeraz, kalip DNA'yia komplementer yeni bir DNA
dizisini sentezler. DNA polimeraz, yalnizca 6nceden var olan 3'-OH grubuna
bir niikleotid ekleyebilir. Bu nedenle bir primer gereklidir.

Teknik denatiirasyon, baglanma ve uzama olmak {izere {i¢ agsamadan
olusur. Denatiirasyon asamasinda, ¢ift sarmal DNA yiiksek sicaklikta
coziilerek tek sarmal haline gelir. Baglanma asamasinda, primer hedef DNA’ya
baglanir ve son olarak uzama asamasinda DNA polimeraz ile primerlere
niikleotid eklenir ve DNA zinciri uzar. Denatiirasyon, baglanma ve uzama
PCR’da bir dongiiyii olusturur (Bonin ve ark., 2003).

Denatiirasyon sirasinda, iki komplementer zincir artan sicaklik ile
birbirinden ayrilir ve bdylece ¢ift sarmal agilirr. DNA denatiirasyonunu
saglamak icin sicaklik yaklagik 93-96°C ‘ye ¢ikarilir. Yiiksek sicaklik etkisi ile
kuvvetli hidrojen baglar1 kirilir ortamdaki tiim ¢ift sarmal (ds) DNA, tek sarmal
(ss) DNA formuna doniistiigiinde reaksiyon tamamlanmis olur.

DNA zincirlerinin eslesmesi daha diisiik sicakliklarda gergeklesir
(genellikle 55-65°C). Sicakligin diismesiyle, birbirine es iki ssDNA zinciri
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yeniden baglanarak dsDNA olusturabilir. Dongiiniin bu agamasinda, tek zincir
primerler ile tek zincir hedef DNA arasinda hidrojen baglari olusur.

Uzama asamasinda genellikle Tag DNA Polimeraz adi verilen sicakliga
dayanikli bir DNA polimeraz kullanilir ve dNTP’lerin varhiginda primerler
hedef zincir boyunca uzatilmis olur. Boylece baslangigtaki hedef DNA
materyali iki katina ¢ikmis olur. Bu dongiiniin siiresi gogaltilacak DNA
fragmaninin boyutuna baglh olarak degismektedir.

PCR reaksiyon bilesenleri igerisinde; hedef DNA, primer, DNA
polimeraz, dNTP’ler, reaksiyon tampon ve MgCl, gibi bilesenler yer
almaktadir.

RFLP:(Restriction Fragment Length Polymorphism-Simirh

Parca Uzunluk Polimorfizmi)

Bahsi gegen diger markor sistemlerinden farkli olarak PCR temelli
olmayan ve hibridizasyon temelli kullanilan en yaygin molekiiler markor
teknigidir. Teknik, DNA polimorfizminin tespitinde, restriksiyon endoniikleaz
enzimleriyle kesilen DNA parcalarinin jel elektoroforezinde yiiriitiildiikten
sonra nitroseliiloz membran iizerine transfer edilerek kimyasal etiketli problarla
hibridize edilmesi ve farkli DNA pargalarinin ortaya ¢ikarilmasi prensibine
dayanmaktadir. PCR esasli olmayan gelistirilmis ilk markor sistemi olan RFLP
kodominant (esbaskin) 6zelliktedir. Kodominant 6zellik bu markor sistemi
sayesinde heterozigot bireylerin de karakterize edilmesini miimkiin kilmaktadir
(Bark ve Havey, 1995). RFLP, yiiksek polimorfizme sahip, kodominant ve
tekrarlanabilirligi yiiksek bir tekniktir. Bunun yanisira, nispeten pahali ve fazla
zaman alic1 olmasi, fazla is giicii gerektirmesi, yliksek miktar ve kalitede DNA
ihtiyaci, yaygin olarak radyoaktif etiketleme yontemi kullanilmasi gibi
ozellikler dezavantajlar olarak siralanabilir.

RFLP analizleri, klonal popiilasyonlari, heterozigotlugu, akrabaligi,
cografi ¢esitliligi, hibridizasyonu, tiir sinirlarini ve 50 milyon yil 6ncesine kadar
degisen filogenileri analiz etmek icin etkili ve nispeten ekonomik olarak
kullanilabilir. RFLP analizi ile DNA dizilemeye gore birey basina daha fazla
lokusun analiz edilmesi miimkiindiir. Bununla birlikte yiiksek diizeydeki

sistematik calismalarda nadiren tercih edilen bir yontemdir (Dowling ve ark.,
1996).
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DNA Dizi Analizi:

DNA dizi analizi ya da sekanslama; bir DNA zinciri boyunca niikleotid
bazlarinin sirasim belirleme islemi olarak tanimlanmaktadir. Niikleik asitler,
canlilarin genetic bilgisini tagidig1 i¢cin yasamin devamliligi i¢in ¢ok dnemlidir.
DNA dizi analizi sayesinde bir¢ok organizmanin gen yapilari ve organizasyonu
hakkinda bilgi sahibi olunmus, birgok canli tiiriniin de genom haritalar
¢ikarilmigtir. Siiphesiz molekiiler sistematik alaninda, tiirlerin molekiiler
karakterizasyoununda DNA dizi analizi yontemi sayesinde biiyiik agamalar
kaydedilmistir.

Kloroplast, mitokondriyal ve niikklear genom bélgeleri hedef canlinin
Ozelligine bagli olarak segilerek dizi analizine tabi tutulur ve yapilan
kargilagtirmalar sonucunda tiirlerin molekiiler karakterizasyounu miimkiin hale
gelir. Oncelikli olarak organizmadan uygun bir yontemle DNA izolasyonu
yapilir ve secilen hedef gen bolgesi daha 6nce anlatildigi sekilde PCR yontemi
ile cogaltilir. Son asamada DNA dizi analizine tabi tutulur ve calisma
sonug¢landirilmis olur. Geleneksel olarak, Sanger dideoksi yontemi ile Maxam-
Gillbert kimyasal degredasyon yontemleri dizi analizinde kullanilmaktadir. Her
iki yontemde de DNA’nin hazirlanmasi, reaksiyonlar ve yiiksek voltajli jel
elektroforezi olmak iizere ii¢ temel asama vardir.

Maxam-Gillbert dizileme yontemi, DNA’ y1 kesmek i¢in kimyasallarmn
(Hidrazin, dimetil siilfat ya da formik asit) kullanildigi farkli uzunluktaki DNA
pargalarinin olusumu ile sonlanan bir yontemdir. Sanger dizileme yontemi ise
enzimatik DNA sentezine dayanmaktadir.

Giiniimiizde otomatik dizi analizlerinin yapildig1 otomasyon kaginilmaz
olmustur. Zira yiiksek is giicii ve zaman problemi otomasyonu zorunlu hale
getirmistir. Gelistirilmis Sanger dizileme ekipmanmin en biiyiik dezavantaji,
maliyet ve fazla zaman tiiketimiydi ve insan Genomu Projesi, 3 milyar dolarhik
maliyeti ve 13 yillik siiresi ile bunun basglica 6rnegini olusturmustur (Lander ve
ark., 2001). Otomatik dizi analizinde de Sanger’in enzimatik DNA sentezine
dayal1 zincir sonlanma y6ntemi kullanilmaktadir (Luckey ve ark., 1990). PCR
reaksiyonunun kullanilmasi, DNA dizilemeyi sistematik ¢alismalar i¢in daha
az zaman alic1 ve pahali hale getirmistir.

DNA dizi analizleri giiniimiizde, temel biyolojik arastirmalar, DNA
genom projeleri, tibbi teshis, biyoteknoloji, adli biyoloji, viroloji, molekiiler
sistematigin de dahil oldugu birgok uygulamali alanda vazgecilmez hale
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gelmistir. Modern DNA dizileme teknolojisiyle elde edilen hizli dizileme
sayesinde, insan genomu, birgok hayvan, bitki ve mikrobiyal organizma gibi
¢ok sayida yasam tiirtiniin tam DNA dizileri ortaya gikarilmistir.

Ik DNA dizileri 1970'lerin basinda iki boyutlu kromatografiye dayali
yontemler kullanilarak elde edilmistir. Ancak floresans bazli dizileme
yontemlerinin gelistirilmesinin ardindan DNA dizilimi daha kolay ve hizli hale
gelmistir (Pettersson ve ark., 2009). Bir genomdaki bazlarin sirasini bilmek,
bilim adamlarinin yeni arastirma alanlar1 kesfetmesine ve genetik hastaliklarin
tan1 ve tedavisine yonelik yeni yollar kesfetmesine, bilinmeyen canlilarin
kesfedilmesine ve filogenetik iliskilerin aydinlatilmasina olanak saglamaktadir.
Molekiiler sistematik c¢alismalarda, belirli genlerin veya gen ailelerinin
evrimini  degerlendirmede, tiir i¢indeki  evrimsel  degisiklikleri
degerlendirmede, farkli tiirlerin filogenilerini olusturmada kullanilmakatdir.
Tek kopya genler, mitokondriyal (mt) DNA ve ribozomal DNA i¢in DNA
dizileri elde edilebilir. Diziler, tiir ici degiskenlikten tiim organizmalarin
filogenisine  kadar ¢ogu  sistematik  problemi incelemek  i¢in
kullanilabilmektedir. Bununla birlikte, DNA dizi analizleri hala nispeten pahali
ve zaman alic1 olmayt siirdiirmektedir ve ¢ok sayida bireyin analiz edilmesi
gerekiyorsa kullanimi sinirli olabilmektedir. Niikleer veya mt DNA dizilerinin
analizi, ¢ok bilylk miktarda ayrintili veri saglamaktadir. Teorik olarak
incelenebilecek potansiyel karakterlerin sayis1 yalnizca organizmanin
DNA'sindaki niikleotid sayisiyla sinirhidir. DNA dizileme maliyetlerinin
azalmasi, gelecekte dizilemenin daha yaygin olarak kullanilmasma imkan
saglayacaktir.

Sonu¢

Molekiiler ~ verilerin  karsilagtirmali  ve  evrimsel  analizleri,
aragtirmacilarin uzun zamandir ¢6ziimsiiz kalan biyolojik sorularin {istesinden
gelmesine olanak tanimigtir. DNA ve amino asit dizilerinden faydalinilarak
evrimsel iligkiler artik yeterince dogru bir sekilde modellenebilmekte ve
aktarilan bilgiler ge¢misi yeniden yapilandirmak igin kullanilabilmektedir.
Genel olarak molekiiler sistematik, taksonlar arasindaki iligkiler ve evrimsel
slireglerin tahmini i¢in gliglii bir istatistiksel veri saglamaktadir. Molekiiler
sistematik, canli organizmalarin filogenetik iliskilerini incelemek igin bir arag
olarak filogenetik analizlere ihtiyag duymaktadir. Sistematik sorulara
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dayanarak uygun molekiiler markorler segilir ve analizler gergeklestirilir.
Yanlis markor se¢imi filogenetik iliskilerin yanlis yorumlanmasina yol
acacaktir. Dolayistyla problem dogru tanimlanmali ve amaga en uygun yontem
secilerek calismalara baslanmalidir. Ozellikle spesifik gen bélgelerinin PCR ile
cogaltilip dizi analizine tabi tutuldugu ve filogenetik agaclarin olusturuldugu
caligmalar titizlik gerektirir. Filogenetik agaclarin  olusturulmasi ve
yorumlanmasinin temeli olan uygun genetik markorlerin segilmesi bu anlamda
onemli bir kriter olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Son yillarda molekiiler sistematik alani, biyolojik organizasyonun farkli
diizeylerinde evrimsel kaliplarin ve siireglerin incelenmesi, filogenetik
iliskiglerin aydinlatilmasi, tiir i¢i ve tiirler arasi polimorfizmlerin ortaya
konulmasi, kriptik tiirlerin aydinlatilmasi, cografik ¢esitlilik gibi konularda
O6nemli bir ara¢ haline gelmistir. Bu derlemede, molekiiler sistematige iliskin
daha ileri bir bakis acisina rehberlik edebilmesi adina gilinlimiizde molekiiler
sistematik alaninda en yaygin olarak kullanilan yaklagim ve metodolojilerin
kisa bir 6zeti sunulmustur.
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