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Meyve ve sebzeler, cogunlukla igslem gérmeden
tiketime giren temel gidadir, bu nedenle tretim,
isleme ve dagitimin tim asamalarinda mensei
ve izlenebilirlik gida guvenligi alanminda kilit
unsurlardir. Diinyada meyve ve sebze iireticil-
eri, kaynagina kadar kolayca izlenebilen tiriun-
ler saglamak icin énemli caba sarf eder. Son 20
yilda, genombilim yaklasiminin kullanilmas: ile
birlikte, bitkilerin botanik kékenini takip eden
pek cok niikleik asit (DNA (Deoksiribo Nukleik
Asit / RNA (Ribo Niikleik Asit)) bazli barkodla-
ma ve metabarkodlama yontemi kullanilmigtir
(Pasqualone ve digerleri, 2003; Ren ve digerleri,
2006; Salem ve digerleri, 2007). Bu yéntemler
hem dtriinlerini korumak ve belgelendirmekle
ilgilenen fireticiler hem de gidalarinin kalitesi
ve mengei ile ilgilenen tiiketiciler icin faydalidir
(Galimberti ve digerleri, 2013; Madesis ve diger-
leri, 2014; Espineira ve Santaclara, 2016, Yilmaz,
2017). Ayrica, niikleik asit barkodlamanin potan-
siyelini ortaya koymak ve 6zellikle meyve ve se-
bze érneklerinde metabarkodlama uygulamasini

gerceklestirmek icin, veri elde etmek amaciyla
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analiz standartlarina goére uygulanan ntikleik

asit barkod lokus seti kullanilarak referans
koleksiyonlarinin sistematik dizilimi gereklidir.
Ulkemiz icin bu referans koleksiyonlar, Tarimsal
Aragtirma ve Politikalar Genel Mudurlugu (TA-
GEM) tarafindan muhafaza edilen Ttrkiye Arazi
Gen Bankalar’dir. Birlesmis Milletler tarafindan
2021 yilinin  “Uluslararas1 Meyve ve Sebze Yili”
ilan edildigi bir zamanda, mevecut materyal kul-
lanilarak bitki genetik kaynaklarinin koordineli
ve sistematik olarak barkodlama/metabarkodla-
ma teknigi ile kapsamh ve taksonomik a¢idan
guclii bir referans veritabani hazirlanabilmesi
icin cok énemli bir firsat bulunmaktadir.

Burada, niikleik aside dayanan barkodlama ve
metabarkodlamanin tanimi yapilarak; meyve ve
sebzede kapsamli bir sistem icin gereksinim-
ler ele alinmigtir. Amag, meyve ve sebzelerin
gida izlenebilirligi icin evrensel bir arac olarak
barkodlama ve metabarkodlama tekniklerinin
kullanimiyla ilgili en son durumu 6zetlemektir.
Ayrica, Turkiye’de barkod referans verileri iceren
bir veri tabani i¢in kapsamli bir metabarkodlama

sistemi olusturulmas1 gerekliligine deginilm-
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istir. Ozellikle, meyve ve bag genetik kaynaklar
icin barkodlama ve metabarkodlama vaadini
gerceklestirmek tizere Turkiye Arazi Gen Banka-
lar1 koleksiyonlarinin biiytik élcekli ve koordineli

analizinin yapilmas1 6nerilmistir.
Giris

Son zamanda, genom bilim yaklasiminin da
kullanilmasi ile birlikte, tiir diizeyindeki tamim-
lama tartigmalarimi ¢ozen, giicli taksonomik
temele ve niikleik aside dayanan barkodlama
sistemine duyulan ihtiyac hem meyve, sebze
hem de mikroorganizmalar i¢in artmigtir (Sekil
1). Genel olarak, DNA/RNA tabanh yéntemler,
geleneksel Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
ve dizileme, nicel ger¢ek zamanli PCR ve yiiksek
¢ozuntrlikli erime (HRM) analizi, kapiler elek-
troforez (CE), mikrodiziler ve yeni nesil DNA

dizileme (NGS) olarak siralanabilir. PCR taban-
1 yéntemler, spesifik veya rastgele primerler ve
bir DNA polimeraz enzimi kullanilarak hedef
lokuslarin amplifikasyonunu icerir. Fragmanlar
daha sonra elektroforetik olarak kontrol edilir ve
elde edilen triin niikleik asit dizilemeye tabi tu-
tulur (Madesis ve digerleri, 2014).

Son 20 yilda, yeni bir tanimlama sistemi olan
dnce DNA/RNA barkodu (barkodlama) ve daha
sonra DNA/RNA metabarkodlama y&ntemleri
gelistirildi (Sekil 2). Barkodlama, genomun “ntik-
leik asit barkodu” adi verilen kisa, standartlasti-
rilmis gen bélgelerine ait degiskenligin analizi
ile hizh ve dogru tanimlamasina olanak tamir
(Hebert ve digerleri, 2003, Girme ve digerleri,
2021). Bu yaklagimin ¢esitli teorik ve pratik uygu-

lamalarda taksonomik problemlerin ¢éziimiinde
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Genombilim

Yaklasimi Yontemler

Biyogesitlilik

Klasik Taksonomi

ciktilarin analizine kadar
prosediirin standardizas-
yonu ve verilerin djjital-

lestirilmesi (Casiraghi ve

l digerleri, 2010; 2012).
Morfoloji

Filogeni Barkodlama

|
Molekdler Biyoloji

Biyocesitlilik
Arastirmalari

Metabarkodlama

Filogeni/Ekoloji |
Genombilim

Sekil 1. Genomik ¢agda biyocesitlilik aragtirmalarini

ilerletmek icin biitiinciil bir yaklagim.

faydali oldugu kanitlanmis-
L. ) . 1. Calisma Plani ve Ornekleme
tir (Valentini ve digerleri,
2009; Hollingsworth ve
digerleri, 2011). Metabar-

kodlama ise birden fazla or-

*Calismanin amaci

*Hedef takson belirlenmesive Olgeklendirme
*Barkodlama/Metabarkodlama Yéntem belirleme
(Tek tek 6rnekler mi kullanilacak?, bir araziyi/alani
temsil eden 6rnekler mi alindi? gevresel 6rnekler

var mi? Referans/Kontrol 6rnegi var mi?)

*Veri analizi yéntemi belirleme ve érneklemenin

bu yontem icin yeterli sayida 6rnek ve tekrar

icermesinin saglanmasi

ganizma igeren orneklere

uygulanan barkodlamanin
2. DNA/RNA izolasyonu

*izolasyona alinacak 6rnek ve tekrar sayisi ve
niteligi (Kag 6rnek var, bu 6rneklerin teknik ve
biyolojik tekrarlari var mi? izolasyonda teknik ve
biyolojik tekrar kullanilacak mi?)
*Yeterli miktar ve kalitede nikleik asit eldesi igin
izolasyon metodu belirleme
*Elde edilen DNA/RNA kalitesinin belirlenmesi
(Miktar, kalite, butiinliik)

*RNA'dan baslaniyorsa stabilite icin cDNA sentezi

adidir (Dormontt ve diger-
leri 2018).

5. Biyoinformatik Analizler

*Verinin aktariimasi
*Veri kalite kontrolii ve filtrelenmesi
*Veri analizi igin algoritma segimi ve
parametrelerin olusturulmasi
*Referans veritabani segimi ve barkod
karsilastirmali analiz
*Uygulama ve sonuglarin dogrulamasi

Molekiiler tanimlama yak-
lagimi uzun zamandir ka-
bul gérmistir ve barkod-
lama tamamen yenilikei bir

yéntem olmamakla birlikte o
.Dizileme o
3. PCR Amplifikasyon

*Dizileme platformunun ve tekniginin segimi T et £ .
(Sanger Dizileme, Amplikon Metagenom Dizileme, Nukleik asit Grnek miktart

Shotgun Metagenom Dizileme)

*Uygulama
*Ham dizi verisinin eldesi .

*On veri analizi

U¢ 6nemli yeniligi birles-
*Lokus ve primer belirleme

tirme avantajina sahiptir:

*Teknik ve biyolojik tekrar sayisi

tanlmlama Sﬁrecinde tak- *Pozitif ve negatif kontroller

sonlar arasinda ayrim yap-

mak igin niikleik asit de- Sekil 2. DNA/RNA barkodlama/metabarkodlama

giskenliginin arastirilmasi, analizi is akst.

ornekleme  agsamasindan
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DNA Barkodlama

Herhangi bir 6rnegi birkac saat icinde tanimla-
mak i¢cin DNA barkodunu kullanmak ve biyoce-
sitliligi aydinlatmak miimkiindiir. DNA barkod-
lama, bir bitki, érnedin bir meyve veya sebze,
DNA’sinin belirli bir tiire ait oldugunu tanimla-
mak icin kisa bir genetik isaretleyici kullanan bir
yoéntemdir (Larranaga ve Hormaza, 2015). DNA
barkodlama yéntemi, arastirilan ceside bagh
olarak, kloroplast gibi organellere veya hiicre ce-
kirdegine ait genetik materyallerin ilgili bolgele-
rinin kisa zincir uzunlugundaki dizi bilgisinden
faydalanilarak tiir hatta alt tiir seviyesinde tanim-
lamay: saglayacak biyolojik barkodlar olarak ta-
nimlanabilir (Kurban, 2019). Bitki DN A barkod sti-
reci, numuneden DNA izolasyonunu, bu DNA’lar
kullanilarak PCR amplifikasyonu ile hedef DNA
barkod bélgesinin ¢ogaltilmasini, PCR tirlinle-
rinin dizilenmesini, biyoinformatik araclar ile
veri analizini ve elde edilen dizileri referans veri
tabanlariyla karsilastirilmasini icerir. Biyoinfor-
matik analizden 6nce, barkod dizilerinin kalitesi-
nin kontrol edilmesi bu siirec icin temel adimdir
(Sekil 1). Hemen hemen tiim bitki gruplan icin
standart barkod olarak kullanilan gen bélgeleri,
kloroplasttaki matK ve rbcL olmak tizere iki gen
bolgesidir, (Dormontt ve digerleri 2018). Ayrica
meyve ve sebzeler icin barkod bélgeleri olarak
da Barcode of Life Konsorsiyumu (CBOL) Bitki
Calisma Grubu tarafindan onaylanmigtir. Bitki
kimlik dogrulamasi icin cesitli ek DNA barkod
lokuslar1 (trnH-psbA, rpoB, rpoC1, ndhJ, accD,
ITS, yefs ve TS2) ve cesitli iki lokus kombinas-
yonlar1 gibi alternatif barkodlama bélgelerinin
kullanildign aciklanmigtir. matK ve rbel. kom-
binasyonunun tiir diizeyinde yalnizca yaklasik
%70 olasilikla ayrim yaptigi gosterilmistir
(https://www.npainfo.org/App_Themes/NPA/
docs/regulatoryLegislative/White%20Paper/
NPAWhitePaper_ DNABarcoding.pdf). Hayvan
ttrleri barkodlama ¢alismalarinda bu oran %99’a
dek bagarn elde etmistir (Ivanova et al, 2016).
DNA barkodlama ile ilgili bazi tanimlar Kutu
1’de verilmistir.

Kutu 1. DNA barkodlama ile ilgili baz
tanmimlar.

Tanimlar
DNA barkodu

Bir tlr i¢in genomun kigtk bir pargas:
(isaretleyici). Cogu hayvan tiirtinde stan-
dartlagtinlmis  barkod, mitokondriyal
COI geninin bir parcasidir, bitkiler i¢in
standartlagtirilmig barkod, matK ve rbcL
gibi genlerin bir parcasidir, kiif ve man-
tarlar i¢cin barkod ise ITS gen bdlgesi ola-
rak secilebilir.

DNA barkodlama

Standartlagtinlmis DNA fragmanlan
kullanilarak tiirlerin tanimlanmasi. Ide-
al DNA barkodlama prosediirii, koleksi-
yonlarda saklanan iyi se¢ilmis érnekler-
le baglar ve bilinen tirlere bilinmeyen
dizileri atamak i¢in kullanilabilecek tur
tanimlayicilarin agik bir referans verita-
baninda depolanan benzersiz bir diziyle
biter.

Metabarkodlama

Karmasik bir cevresel (environmental, e)
DNA (eDNA) érneginden veya bir ko-
leksiyondan cok sayida tiirti temsil eden
DNA &rneklerinden hareketle DNA ta-
banl hizli bir tanimlama yéntemi. Meta-
barkodlama yaklagimi genellikle mikro-
biyal topluluklara uygulanmakla birlikte
meiofauna ve megafaunaya da uygulana-
bilir.

Operasyonel taksonomik birim (OTU)

Bir calismada kullanilmak {izere seci-
len birey veya bakteri susu, popitilasyon,
tir veya cins gibi taksonomik seviye.
OTUlar, ozellikle kiictik alt birim 16S
(prokaryotlar i¢in) veya 18S rRNA (8kar-
yotlar i¢in) igaretleyici gen dizisi veri kii-
melerini analiz ederken en yaygin kulla-
nilan cesitlilik birimleridir.

Meslegimiz ve
Meslektaslarimiz

icinGirdaMO
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DNA/RNA izolasyonu

Tiim canlilarda yagsam ile ilgili bilgiyi depolayan
ve kodlayan genetik materyal olan ntkleik asit-
lerin izolasyonu ve saflagtirlmasi1 barkodlama/
metabarkodlama ¢alismalar icin ilk adimdir. Bir
DNA molekiilti, bir birine sarili iki poliniikleo-
tid zincirinden olusan bir ¢ift sarmaldir. Her bir
zincir, uzun bir niikleotid dizisinden olusmakta-
dir. Her niikleotid ayni seker ile fosfattan, ve de
dort olasi bazdan herhangi birinden meydana
gelmektedir. Bir DNA molekiilii, RNA molekii-
i ile bircok yapisal benzerlik paylasmaktadir.
Her ikisi de niikleik asittir. Her ikisi de bir seker,
bir fosfat ve bir bazdan olusan niikleotidlerin
polimerleridir. Fakat DNA ve RNA arasinda li¢
dnemli yapisal farklilik meveuttur: RNA genelde
tek zincirli molekiildiir; DNA’daki seker deoksiri-
boz’dan; RNA’daki seker ise riboz’dan olusmakta-
dir; bir DNA nitikleotidi, dért olasi bazdan birini
icermektedir: adenin (A), timin (T), sitozin (C) ve
guanin (G). RNA ntkleotidinde A, C ve G ortaktir
fakat T yerine urasil (U) mevcuttur. DNA hiicre
icinde RNA lretimini yénetir ve bununla birlikte
protein Uretimini de denetler (Arslan ve digerle-
ri 2017). Nikleik asit izolasyon ydntemlerinin
buradaki kullanim amaci, Polimeraz Zincir
Reaksiyon (PCR)ununda baglangic materyali
olacak meyve ve sebze &rnekleri niikleik asit
saflastinllmasin1 saglamaktir. Niikleik asitlerin
kalitesi ve safligi PCR stireci i¢in ¢ok énemli
faktorlerden  bazilandir.  Yiiksek  saflikta,
inhibisyon bulasanlarindan arindirilmis
niikleik asitleri elde etmek icin, farkh izolasyon
yontemleri uygulanabilmektedir. Bu amacla,
meyve ve sebze érneklerinden DNA/RNA izo-
lasyon yéntemleri genellikle hiicre ve cekirdek
duvarlarinin parcalanmasi (liziz); polisakkaritler,
fenolik bilegikler, proteinler ve siv1 ¢ozeltideki
diger hiicre lizatlarinin nitikleik asit iceren
kompleksden ayrilmasi (ekstraksiyon) ve
presipitasyon temel asamalarini icerir. DNA
orneklerinin  saflik  derecelerini  belirlemek
amaciyla spektrofotometrik yontemlerle ile 260
ve 280 nm’deki absorbans degerlerinin orani
(A260/A280) mutlaka kontrol edilir. Ancak iyi
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kalitede ve analize alinacak érnegdi temsil eden
bir ntikleik asit eldesi icin hammadde, burada
meyve ve sebze érneklerinin bazi 6n iglemlerden
gecmesi ve bu iglemlerinde iyi tamimlanmig
olmas: gerekmektedir (homojenizasyon,
mekanik parcalama, 6gttme, filtreleme vb.).
DNA/RNA izolasyonu icin tamimlanmis
klasik yontemlerin yani sira pek cok ticari kit
kullanim1 da séz konusudur. DNA barkodlama
calismalarinda  basarimin  sirr;,  baslangic
materyali olan ntikleik asidin yeterli ve kaliteli

bir sekilde elde edilmesindedir.

Barkod Bélgesinin Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) ile Cogaltilmas:

1985 yilinda K. Mullis ve arkadaglan tarafindan
bulunan ve in vitro bir teknik olan PCR (Polyme-
rase Chain Reaction, Polimeraz Zincir Reaksiyo-
nu)'in temeli bir DNA zincirinin lizerinde, bili-
nen 6zel bir DNA bélimiinlin enzimatik olarak
cogaltilmasina dayanmaktadir. Onceden belirli
bir genin sadece az bir miktarn elde edilebilirken,
guntimizde PCR kullanilarak birkac saat icin-
de tek bir gen kopyasindan milyonlarca kopya
cogaltilabilir (Yilmaz ve digerleri 2010). Bu tek-
nik cift sarmal DNAmin yiiksek sicaklikta tek
zincir haline gelmesi (denattirasyon, 90-95°C),
primer olarak kullanilan iki oligo niikleotidin
hedef DNA’ya baglanmasi (primer eglesmesi,
50-70 °C), Mg+2 iyonlarinin varliginda, katalizér
olan bir polimeraz enzimi ile primerlere niikleo-
tid eklenmesi ve niikleik asit zincirinin uzamasi
(primer uzamasi, 70-75 °C) asamalarindan olusur.
Oligontikleotidler genellikle kisa zincirlerden
olusan, birbirlerinden farkli ve cogaltacak hedef
DNA’nin baglanacad: tanimlama bélgelerine es-
tir. Denatiirasyon, primer birlesmesi ve primer
uzamasi PCR metodunda bir déngliyt olustu-
rur. Her déngtiden sonra yeni sentezlenen DNA
zincirleri yeni déngtde ana zincir (hedef zincir)
olabilir. Bu reaksiyonun ana {iriinii, sonu oligo-
ntikleotid primerlerin 5" ucu olan ve uzunlugu
primerler aras1 uzaklikla tanimlanan bir niikle-
ik asit parcasidir. Bagarili bir amplifikasyonun
ilk déngtisiiniin tirtinleri, iki primerin baglanma
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bolgeleri arasindaki uzakliktan daha fazla uzun-
luga sahip farkli boyutlarda niikleik asit molekiil-
lerdir. Tkinci déngiide, istenen uzunluktaki niik-
leik asit zincirleri olusur. Bu diger amplifikasyon
dongiilerinde lineer olarak artar ve reaksiyonun
temel triinlerini olusturur. Béylece amplifikas-
yon, ana zincirin son kopya sayisi olarak n déngti
sayis1 olmak tizere “(2n-2n)” formiilti ile agiklanir.

PCR icin gerekli kimyasallar su, reaksiyon tam-
ponu, 1stya dayanikli DNA polimeraz, oligoniik-
leotid primerler, deoksintikleotidler (ANTP), he-
def DNA ve Mg+2 iyonlaridir. Genel olarak biittin
maddeler (hedef niikleik asit) diginda reaksiyon
sayisina gore yeterli olacak sekilde tek bir tiipte
karigtirilirlar. Bu karisim tek tek tiiplere dagitilir
ve hedef DNA eklenir. Barkod bélgesinin bagar
ile cogaltilmasi hedef DNA'nin miktar: ve kalite-
sine baghdir (Yilmaz ve digerleri 2010). Bir DNA
barkodu gen bélgesinin ti¢ kriteri karsilamas:
beklenir: (a) dnemli tiir diizeyinde genetik degis-
kenlik ve farklilik icermesi, (b) genis taksonomik

uygulama i¢in evrensel PCR primerleri se¢imi
ve korunmusg bélgelere sahip olmasi ve (c) DNA
ekstraksiyonu ve amplifikasyonunu kolaylastir-
mak ic¢in kisa bir dizi uzunlugu. Buna gére baz
orman meyvelerinin DNA barkodu ¢alismasinda
kullanilan molekiler belirtecler icin primer dizi-
leri Tablo 1’de verilmistir.

Gen Dizileme

Bitkilerin DNA barkodlamasinda bir diger énem-
li adim, kullanilan molekiiler belirtecler icin dizi
verilerinin elde edilmesidir. Klasik zincir sonlan-
dirma dizileme y&ntemi, tek sarmalli bir DNA gab-
lonu, primer, DNA polimeraz, normal deoksiniik-
leosittrifosfatlar (ANTPler) ve modifiye edilmis
di-deoksintikleosittrifosfatlar (ddNTP’ler) gerekti-
rir; bunlardan ikinecisi DNA zinecirinin uzamasini
sonlandirir. Bu zincir sonlandiric1 niikleotitler, iki
ntikleotit arasinda bir fosfodiester baginin olusu-
mu i¢in gerekli olan bir 3-OH grubundan yok-
sundur ve bu, modifiye edilmis bir ddNTP dahil

Tablo 1. Baz1 orman meyvelerinin barkod gen bélgerini cogaltmak icin PCR’da kullanilan primer

dizileri (KAYNAK)
. . PSP PCR Amplifikasyon Uzunluk
Gen ad1 Primer ad1 Primer dizisi (5'- 3") kosullar: (bp)
- Lol TGTAAAACGACGGCCAGTTTGGCA 10 dale o
oe roe GCATTCCGAGTAAC 95 °C 10 dak; 95 °C 30 sn,
50°C 30sn,72°C30sn,35 |246
CAGGAAAACAGCTATGACAGTAAA S - 398
rbel -R déngt; 72 °C 5dk
CATGTTAGTAACAG
TGTAAAACGACGGCCAGTGTTATG ] ]
pshA -trnH | psbA - trnH -fwd CATGAACGTAATGCTC 95 °C 4 dak; 94 °C 30 sn,
64°C 30sn,72°C30sn,35 |450
LA o dey | CAGGAAAACAGCTATGACCGCG dongts 72 °C 5dk
ps CATGGTGGATTCACAATCC ’
. TGTAAAACGACGGCCAGTCGTACA
matk matk -3F-KIM GTACTTTTGTGTTTACGAG 94 °C 1 dak; 94°C 30 sn,
CAGGAAAACAGCTATGACACCCA 52°C 2050, 72°C 501, 35 1890
matKAR-KIM GTCCATCTGGAAATCTTGGTTC déngt; 72°C 5.d
. L Akons TGTAAAACGACGGCCAGTGGGCA 10 dale o
m rnk ~g:A49425 ATCCTGAGCCAA 95 °C 10 dak; 95 °C 30 sn,
CAGGAAAACAGCTATGACCCATT 55°C 30sn,72°C 30sm, 35 1107143
e déngii; 72 °C 5 dk
trnl -h:B49486 | o pGTCTCTGCACCTATC Ongu; 72 %5
L eAnans TGTAAAACGACGGCCAGTCGAAAT 10 dale o
rnk-e:A49325 CGGTAGACGCTACG 95 °C 10 dak; 95 °C 30 sn,
58°C 30sn,72°C2dk, 35 |254-767
I CAGGAAACAGCTATGACGGGGATA dongis 72 °C 5 dk
: GAGGGACTTGAAC :
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edildiginde DNA polimerazinin DNA’nin uzama-
sint durdurmasina neden olur. ddNTP’ler, otoma-
tik dizileme cihazlarinda tespit i¢in floresan ile
etiketlenebilir (Sanger ve digerleri, 1975). “Zincir
sonlandirma ydntemi” olarak da bilinen Sanger
dizileme, DNA’nin niikleotid dizisini belirlemeye
yonelik bir yéntemdir. Yeni nesil dizileme (NGS)
yotemi ise, yitksek kapasiteli, yiitksek verimli ve
hizli siralama teknolojisidir. NGS teknolojisi, tim
genom ve DNA veya RNAnin hedeflenen bélge-
lerindeki ntikleotidlerin sirasini belirlemek icin
kullanilir. NGS, biyolojik bilimlerde devrim yara-
tarak, laboratuvarlarin cok cesitli uygulamalan
gerceklestirmesine ve biyolojik sistemleri daha
6nce hic miimkiin olmayan bir diizeyde inceleme-
sine izin verir. Bu dizileme y&ntemi, klasik Sanger
zincir sonlandirma yénteminden temelde farklhi
bir yaklasim kullanir. DNA zinciri kopyalanirken
etiketli niikleotitlerin eklenmesini takip eden sen-
tez teknolojisi ile dizilemeyi biiytik dlctide paralel
bir sekilde kullanir. Yeni nesil dizileme, yiiksek
kapasiteli DNA dizileme verisi tretir ve gelenek-
sel Sanger dizilemesinden hem daha ucuz hem
de daha az zaman alicidir. NGS sistemleri, cihaz
tipine ve konfigiirasyonuna bagh olarak, tek bir
calistirmada 300 kilo bazdan ¢oklu tera baza ka-
dar degisen veri ¢ikis1 saglayabilir. Sonuc olarak,
farkli bitki gen dizileme teknikleri ve farkli tipte
genetik analiz cihazlar mevcuttur. Elde edilen
verilerin bir barkod referans veri tabanina yiiklen-
mesi hedefleniyorsa, miimkiin oldugunca, barkod
tirtinleri cift yénli olarak dizilenmelidir. Cift yonlii
dizileme, genellikle bir okumanin sonlarina dogru
meydana gelen sinyal bozulmasi sorununa izin
vermeden tam uzunlukta barkod dizilerinin olusg-
turulmasina yardimei olur. Ayrica, iki okumadan
bir dizileme verisi olusturan ve her pozisyon icin
kalite dlizeyi belirleyen 6zel yazilimlar bulunmak-
tadir. DNA barkodlama calismalar, bilinmeyen
drnekleri bilinen turlerin veriler ile kargilagtirma-
sina ve bu veriler ile acik bir referans veri tabani
olusturulmasina olanak saglar. Barkod dizilerinin
analizi icin etkili olan yaygin olarak kullanilan
ntkleik asit analiz yazilim paketleri bulunmakta-
dir(iBOL, Boldsystems).
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Biyoinformatik Analizler

Dizileme igleminden sonra elde edilen dizilerin
analizi biyoinformatik analizler yapilarak ger-
ceklestirilir. Bu analizlerle ilgilenilen organizma
icin molekiiler genetik belirtecler tanimlanabilir
ve fenotipin eksiksiz anlasilmas: saglanabilir.
Burada, ham DNA dizilerini temiz DNA barkod-
larina déntgtirmek (dizi diizenleme, dizi hizala-
ma) ve DNA barkod karsilastirmalar icin yaygin
olarak kullanilan veri tabani se¢imi (taksonomik
tanimlama) i¢in belirli bir yol izlemek gereklidir.
Barkod c¢aligmalarinda, tiir tamimlama ve yeni tir
kesfini dnemli diizeyde etkileyebilecek faktorler,
dzellikle, veri tabani ve dizi arama stratejileridir.
En sik kullanilan veritabanlari olan GenBank
(GenBank Overview) ve Barcode of Life Databa-
se’de (BOLD)1n algoritmalarn birbirinden olduk-
ca farklidir. Bununla birlikte, DNA barkodlarinda
kullanim icin degerlendirilebilecek cok sayida
dizi hizalama metodolojisi mevcuttur. Dogru mo-
lekiiler genetik belirteclerin secilmesi durumun-
da kullanilan metodoloji ne olursa olsun DNA
barkodlama arastirmalari i¢cin biiyiik bir potansi-
yel vardir.

Metabarkodlama

Barkodlama ve metabarkodlama yodntemlerinin
uygulandigi tim taksonomik gruplar arasinda
en yaygin olani meyve ve sebzelerin de i¢cinde
bulundugu bitkilerin tanimlanmasidir. DNA me-
tabarkodlama (metabarkodlama), birden fazla
organizma iceren numunelere uygulanan bar-
kodlamanmin adidir. Metabarkodlama, kangik
cevresel 6rneklerden taksonlarin belirlenmesine
olanak saglar ve bu nedenle, lokus (molekiiler
belirte¢) se¢imi konusuna 6zellikle dikkat edil-
mesi gereklidir. Gercekten evrensel olmasi icin,
metabarkodlama, her biri farkli taksonlarda tiir
diizeyinde ¢éziintirligii yakalamak icin optimize
edilmis coklu lokuslarin dahil edilmesini gerek-
tirir (6rnegdin, meyve ve sebzeler icin mat K, rbe
L, ITS, ndh F, trn L- trn F, atp B- rbc L ve psb A-
trn H). Bununla birlikte, taksonomik ¢éztinturlugu
gelistirmek icin barkodlamada tek tek numune-
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lerin analizi i¢in ¢oklu lokus dizisi verileri bir-
lestirilebilir ancak metabarkodlamada kullanilan
tek toplu numune (eDNA) bu tiir bir igleme izin
vermez. Metabarkodlama, barkodlama ile aymni
referans veri tabanlarini kullanir, NGS yéntemini
kullanarak karisik 6rneklerden taksonlarin tanim-
lanmasina saglar. Metabarkodlama uygulamala-
rinin potansiyeli, hemen hemen her numunenin
tur bilegimini hizla belirleme olasilidi ile genistir.
Cevresel 6rneklerin (eDNA, cevresel érneklerden
elde edilen DNA) analizini metabarkodlama ile
uygun maliyetli ve gtivenilir bir gekilde yapmak
miimkiindiir. Bununla birlikte, hem barkodlama
hem de metabarkodlamanin pratik uygulamalar,
tanimlamalarin dayandirilacagn kaliteli referans
veri tabanlarinin eksikligi nedeniyle siklikla so-
run yasar (Dormontt ve digerleri 2018).

Tiirkiye Arazi Gen Bankalar:

15 AJustos 1992 tarih ve 21316 sayili “Bitki Ge-
netik Kaynaklarinin Toplanmas1 Muhafazas: ve
Kullanilmas: Hakkinda Yénetmelik” ile tilkemiz-
de mevcut bitki genetik kaynaklarinin toplan-
mas1 ve muhafazas1 gérevi Gida, Tarim ve Hay-
vancilik Bakanhigina verilmistir. 1970’lerden bu
yana muhafaza ¢aligmalarinda bulunan kamu ve
kamu dis1 sektérden bircok kurulus ve program
arasindaki muhafaza faaliyetlerini uyumlagtir-
mak ve koordine etmek amaciyla, Ulkesel Bitki
Genetik Kaynaklar1 Aragtirma Projesi olusturul-
mustur. 1995 yilindan baslayarak calismalar, Ta-
nmsal Arastirma Projesinin yurirlige girmesi
ile “Dogal Kaynaklar ve Cevre Arastirma Firsat
Alan1” cercevesinde “Bitkilerde Biyolojik Cesit-
lilik ve Muhafazas1” ve “Dogal Kaynak Icin Veri
Tabani Olusturma ve Erken Uyar Sistemi Gelis-
tirme” programlar icinde yiriitiilmektedir. Ege
Tarimsal Arastirma Enstitisti (ETAE), Ulusal
programin Koordinasyon Merkezi olarak gorev
yapmakta ve koordinasyon gorevi Bitki Genetik
Kaynaklar Boliimu tarafindan yuritiilmektedir.
“Bitkilerde Biyolojik Cesitlilik ve Muhafazas1”
Program cercevesinde tlkemiz orjinli meyve ve
bag genetik kaynaklar: materyali, Tarimsal Arag-
tirmalar ve Politikalar Genel Mudurligune baglh,

16 kurulusun bilinyesinde bulunan arazi gen ban-
kalarinda saklanmaktadir. Toplama c¢aligmalan
ile elde edilen meyve ve bag genetik kaynaklan
materyali, tirtin ekolojik istekleri dikkate alina-
rak uygun ekolojilerde ve biri emniyet duplikas-
yonu olmak lizere en az iki farkli kurulusun arazi
gen bankasinda muhafaza edilmektedir. Meyve
ve bag genetik kaynaklar1 materyalinin etkin
bicimde saklanmasi, izlenmesi ve kullanilmas:
amaciyla; Ege Tarimsal Arastirma Enstitiistit M-
durliigti koordinatér kurulus olarak, “Bitkilerde
Biyolojik Cesitlilik ve Muhafazas1” Program cer-
cevesinde Tarimsal Aragtirmalar ve Politikalar
Genel Mudurlugiine bagh, aragtirma istasyonlar:
ve enstitiilerin bilinyesinde bulunan, Meyve ve
Bag Genetik Kaynaklan koleksiyonlarinin veri
tabani sorumlusudur (Ulusal Arazi Gen Bankasi).
Ayrica ETAE’deki farkl bitki gruplarinca uygula-
nan 1slah programlar cercevesinde, bitki gene-
tik kaynaklan koleksiyonlar kullanilarak bircok
cesit gelistirilmis ve tescil ettirilmistir. Bunlar, 42
titlin, 1 bakla, 6 adi fig, 2 tiylt fig, 1 macar figi, 1
italyan ¢imi, 1 ticgiil, 2 koca fig, 1 yonca, 5 susam,
1 aycicedi, 1 anason, 1 bamya 5 kavun, 2 patlican,
5 biber ve 1 domates ¢esididir. Bu glne kadar,
ETAE arazi gen bankasinda mevcut koleksiyon-
lar materyal kullanilarak gelistirilen 11 vigne, 11
yesil erik 16 Avrupa erigi, 18 Japon erigi, 21 nar
ve 3 ayva cesidi ile 8 erik anaci tescil ettirilmistir
(Ege Tarimsal Arastirma Enstitiist).

Son So6z

Gortildugt gibi Tiirkiye arazi gen bankalar1 1930
yilindan bu yana oldukca énemsenmekte ve
ETAE gibi arazi gen bankasina sahip enstittilerin
tamaminin meyve ve bag genetik kaynaklar: ko-
nularindaki calismalari, Tiirkiye’de meyve yetis-
tiriciliginin uzun vadeli korunmasi icin bir temel
olusturmaktadir (Aykas ve digerleri 2018).

Birlesmis Milletler (UN) tarafindan bu yilin meyve
ve sebze yili ilan edilmig olmas: arazi gen banka-
lar1 tarafindan muhafaza edilen meyve ve bag ge-
netik kaynaklarinin barkodlama/metabarkodlama
calismalarn ve ulusal bir veri bankas: olugturulma-
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s1 icin firsat olarak degerlendirilmelidir. Ayrica,
Turkiye'de barkod referans verileri iceren bir veri
tabani icin kapsaml bir metabarkodlama sistemi
olusturulmas: gerekliligi ortadadir. Meyve ve bag
genetik kaynaklarina dair barkodlama ve meta-
barkodlama vaadini gerceklestirmek icin éncelik-
le Turkiye Arazi Gen Bankalan koleksiyonlarinin
buytk élcekli ve koordineli analizinin yapilmas:
uygun olacaktir. Ulkemiz tiniversite, arastirma
kurumlar ve TAGEM genombilim yaklagimi ile
birlikte ortaya ¢ikan barkodlama ve metabarkod-
lama yéntemlerinin kullanilmasi icin gerekli olan
altyaps, bilgi ve beceri birikimine sahiptir.
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