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Ozet

Organizmalar arasindaki filogenetik iligkileri belirlemek igin ribozomal RNA dizilerinin
dahili kopyalanmis aralayicilar1 (ITS) nin faydasi kanitlanmigtir. ITS1 ve ITS2, dizi olarak olduk¢a
degisken olmasina ragmen, rRNA gen transkriptlerinin islenmesinde anahtar bir islevi olan
korunmus yapilara sahiptirler. Boyle korunmus bir motifin belirlenmesi, organizmalar arasindaki
iligkilerin tanimlanmasina yardimci olabilmektedir. ITS2 korunmus bir ikincil yapiya sahip
oldugundan bu yapilar1 aragtirmacilar tarafindan siklikla kullanilmaktadir. Bu ¢aligmada, Asyneuma
cinsine ait yedi farkli taksonun ITS2 ikincil yapilari belirlenmistir. 1TS2'de Telafi Edici Baz
Degisiklikleri (Compensatory Base Changes, CBC's) olarak adlandirilan eslesmis baz ¢iftlerinin her
iki tarafindaki niikleotid degisiklikleri tiirler arasindaki iligkileri tespit etmek i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu ¢aligmada ITS2 ikincil yapisinin sahip oldugu Telafi Edici Baz Degisiklikleri
ve bunlarin taksonomik agidan kullanilabilirligi de test edilmistir. Analizler, ikincil yapilarin bazi
taksonlar da korunmus; bazi taksonlarda ise yapisal olarak farkli oldugunu gostermektedir. Ayrica
taksonlar arasinda tespit edilen Telefi Edici Baz Degisiklikleri (CBC)’nin taksonlart birbirinden
ayirmada taksonomik olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Ote yandan, her dizi, kara bitkileri
arasinda yaygin olan korunmus bir bolgeye sahiptir. Asyneuma cinsi iiyelerinde ITS2 ikincil
yapisindaki farkliliklarin taksonomik olarak kullanilabilirligi gergeklestirilen bu c¢alisma ile
gosterilmistir.
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Anahtar Kelimeler: Asyneuma, Campanulaceae, ITS2, ikincil yapi.
Abstract

Internally transcribed spacers (ITS) of ribosomal RNA sequences have proven useful for
determining phylogenetic relationships among organisms. Although ITS1 and ITS2 are highly
variable in sequence, they have conserved structures that have a key function in processing rRNA
gene transcripts. lIdentifying such a conserved motif can help define relationships between
organisms. Since ITS2 has a conserved secondary structure, these structures are frequently used by
researchers. In this study, ITS2 secondary structures of seven different taxa belonging to the genus
Asyneuma were determined. In ITS2, nucleotide changes on both sides of paired base pairs, called
Compensatory Base Changes (CBC's), are widely used to detect relationships between species. In
this study, the Compensatory Base Changes of the ITS2 secondary structure and their taxonomic
usability were also tested. Analyzes showed that some taxa of secondary structures were also
preserved; whereas some taxa are structurally different. to distinguish between In addition, it shows
that the CBC detected between taxa can be used taxonomically. On the other hand, each taxa has a
protected zone that is common among land plants. The taxonomic usability of differences in ITS2
secondary structure in members of the genus Asyneuma has been demonstrated by this study.

Keywords: Asyneuma, Campanulaceae, 1TS2, secondary structure.
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1. GIRIS

Campanulaceae (Cangigegigiller) familyas1 kapali tohumlu bitkiler (Angiosperm) igerisinde
siniflandirilmasi en karmasik olan familyalardan birisidir (Cosner vd., 1994; Gustafsson ve Bremer,
1995). Familya kategorisindeki bir¢ok diizenleme (De Candolle, 1830; Boissier, 1875; Fedorov,
1957 vb.) sistematik anlamda farkli goriislerin ortaya ¢ikmasina neden olmakla birlikte, grup
iiyelerinin morfolojilerinde; ekolojilerinde; ilireme sistemi ve kromozom sayilarindaki varyasyon,
farkli arastirmacilar tarafindan cins ve tiir seviyelerinde de farkli taksonomik yaklagimlarin
benimsenmesine neden olmaktadir (Haberle vd., 2009).

Campanulaceae cinslerinden bir tanesi olan Asyneuma Griseb. & Schenk cinsi
siiflandirilmasinda farkli yaklasimlar benimsenmesi nedeniyle yakin cinsler arasinda taksomomik
birgok kombinasyon ve statii degisikligi yapilmis bir cinstir (De Candolle, 1830; Boissier, 1875;
Grisebach ve Schenk, 1852; Damboldt, 1968 vb.).

Giliniimiizde Asyneuma cinsi igerisinde degerlendirilen birgok tiir De Candolle (1830)
tarafindan Phyteuma L. cinsi igerisinde degerlendirirken; Don (1834) Phyteuma cinsi igerisinde
yeni bir seksiyon, sect. Podanthum Don, tanimlayarak bu tiirlerin bu seksiyon igerisinde
siiflandirilmasi gerektigini belirtmistir. Boissier (1849), Don (1834)’un cinsin siniflandirmasinda
benimsedigi bu yaklagimi baslangicta kabul etmis ve bu seksiyona ait birgok yeni Phyteuma tiirtinii
tammmlamistir. Yeni tiir tanimlamanin yani sira Boissier (1849) Phyteuma cinsi igerisinde
degerlendirilen; ancak problemli baz tiirleri Campanula cinsine aktarmistir.

Ilerleyen yillarda Boissier (1875), Podanthum seksiyonu igerisinde yer alan bitki tiirlerinin
farkl1 bir cins altinda degerlendirilmesi gerektigini belirterek Podanthum Boiss. cinsini tanimlamig
ve ilgili tiirleri bu cins igerisinde Clinocarpium Boiss. ve Eupodanthum Boiss seksiyonlar: altinda
degerlendirmistir. Ancak Podanthum’un ayr bir cins olarak degerlendirilmesi Boissier (1875)’den
once Ruprecht (1867) tarafindan gerceklestirilmesine ragmen bazi yazarlar cins yazari olarak
Boissier’i benimsemislerdir. Boissier’i cins yazari olarak kabul eden bu yazarlardan birisi olan
Schulz (1904), Phyteuma cinsinin monografinda Boissier’in simiflandirma sistemini benimseyerek
Podanthum cinsini Phyteuma’dan bagimsiz bir cins olarak degerlendirmistir. Ancak gerceklestirdigi
caligmada Janchen (1906), Grisebach and Schenk (1852)’in Podanthum seksiyonu iiyelerini
Boissier (1875)’den daha once farkli bir cins olarak tanimladiklar1 Asyneuma cinsi igerisinde
degerlendirdiklerini belirtmistir. Ancak cins tiyeleri belirli bir donem Podanthum veya Phyteuma
(bazi durumlarda her iki cins altinda) cinsleri altinda degerlendirilmeye devam edilmis ve bu durum
cins sistematiginde karmasaya neden olmustur. Bornmiieller (1921) bu cinsler altinda
degerlendirilen biitlin tiirlerin ASyneuma cinsine aktarimini1 gergeklestirerek sistematik anlamdaki
bu karmasaya bir anlamda son vermistir.

Bahsi gecen caligmalardan goriilecegi tlizere cins sinirlart halen netlik kazanamamis ve bu
durum toplam takson sayisinda da tutarsizliklara neden olmustur. Boissier (1875)’e gore Asyneuma
cinsi (Podanthum cinsi olarak degerlendirmistir) 26 tiir ile temsil edilirken Bornmiiller (1921)’e
gore Asyneuma cinsi 40 tiirle temsil edilmektedir. Ancak Dambolt gergeklestirdigi calismada (1970)
morfolojik varyasyonlar1 da dikkate alarak Asyneuma cinsinin 22 tiir; 11 alttiir ve bir varyete ile
temsil edildigini belirtmistir. Diger tarafatan World Checklist of Selected Plant Families (WCSP,
http://wcsp.science.kew.org/gsearch.do;jsessionid=C18C1270B3EE8C4211BFE5FB521B3852.kpp
app06-wcsp, son  erisim:20/01/2022) ve Plants of The World Online (POWO,
http://www.plantsoftheworldonline.org/?f=%2Caccepted_names&page.size=120&g=asyneuma, son
erisim:20/01/2022) gére Asyneuma cinsine ait 59 taksonun ismi kabul edilirken; The Plant List
(http://www.theplantlist.org/tpl1.1/search?q=Asyneuma, son erisim:20/01/2022) ve World Flora
Online (WFO; http://www.worldfloraonline.org/taxon/wfo-4000003508#children, son erigim:
24/03/2021)’a gore 41 taksonun ismi kabul edilmektedir.

Teknolojik gelismeler, 6zellikle molekiiler biyoloji alaninda, sistematik ¢alismalara yeni bakis
acilar saglamaktadir. Organizmalarin filogenetik iligkilerini anlamak icin sinirli sayida ortolog gen
bolgesi canlilar arsindaki filogenetik iligkiyi belirlemek adina yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
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molekiiler belirteglerden bir tanesi olan ¢ekirdek DNA’sinin (nrDNA) ITS (Internal Transcribed
Spacer) bolgesi birgok organizmada bulunmasi; yeterli sinapomorfik karakter barindirmasi ve diisiik

maliyetlerle tespit edilebilmesi gibi nedenlerden otiirli filogenetik ¢alismalarda siklikla kullanilan
bir molekiiler belirtectir (Hillis vd., 1991; Warwick vd., 2010).

Ribozomal RNA gen kiimesi yedi farkli bilesenden olugmaktadir. Bunlardan tigii (18S, 5.8S
ve 26S), RNA'lar1 tiretmek i¢in islenen rRNA gen bdlgeleridir. Bu yliksek oranda korunmus rDNA
ekzonlarindan once bir harici kopyalanmis aralayici gelir ve her bir gen sirasiyla iki dahili
kopyalanmuis aralayict (ITS1 ve ITS2) ile birbirinden ayrilmaktadir (Baldwin vd., 1995).

Sitoplazma igerisindeki ribozomlar her ne kadar ITS bolgelerini igermese de, ITS bdolgeleri
rRNA'nin olusturulmasinda énemli rol almaktadir. Ornegin, 40S alt birimlerinin olusumunun
engellenmesi, ITS1'in merkezi kismimin delesyonlarina baghdir. Ayrica ITS2'min 5'-terminal
bolgesindeki delesyonlar, 26S rRNA'nin olusmasimi1 bloke eder. Bu siiregler, ITS1 ve ITS2
bolgelerinin 6zel olarak ikincil katlanmalari ile yiliksek oranda iliskilidir ve ribozomal alt birimlerin
olusmasit i¢in ITS bdlgelerinin korunmus bir ikincil yapisi gereklidir. ITS bolgeleri, nokta
mutasyonlari ve indeller nedeniyle yiiksek bir mutasyon oranina sahip olsa da, bu ikincil yapinin
korunmasit rfRNA’nin olusmasi i¢in kritik 6neme sahiptir (Musters vd., 1990; Mai ve Coleman,
1997; Saha vd., 2017; Karpenko vd., 2018).

ITS bolgelerinin korunan ikincil yapilar1 ve bu yapilarin sahip oldugu O6zellikler, tiirlerin
smirlarint anlamak i¢in de kullanilmaktadir. ITS2'de Telafi Edici Baz Degisiklikleri (Compensatory
Base Changes, CBC's) olarak adlandirilan eslesmis baz ciftlerinin her iki tarafindaki niikleotid
degisiklikleri tiirler arasindaki iliskileri tespit etmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Mullineux
ve Hausner, 2009).

Coleman ve Vacquier (2002)'in gergeklestirdigi ¢alismaya gore ITS2 ikincil yapisinin
korunan pozisyonlarindaki telafi edici bazlarda meydana gelen bir baz degisikligi bile taksonlar
arasinda melezleme/caprazlamay1 bloke etmektedir. Coleman ve Vacquier (2002)'in tespit ettigi bu
bulgu biyolojik tiir kavrami ile uyumlu oldugu i¢in ITS2 ikincil yapisindaki baz degisimleri
(CBCl'ler) birgok arastirmaci tarafindan tiir sinirlandirma araci olarak kullanilmaktadir (Musters vd.,
1990; Mai ve Coleman, 1997; Saha vd., 2017; Karpenko vd., 2018).

Bu c¢alismada sistematik anlamda tir simirlart netlestirilememis bazi  Asyneuma
(Campanulaceae) tiirlerinin ITS2 ikincil yapist karakterize edilerek bu yapinin tiir simirlamadaki
etkinliginin test edilmesi amaglanmaktadir.

2. MATERYAL VE METOD

Bu c¢alismada kapsaminda Asyneuma cinse ait farkli taksonlarin ITS bolgesine ait sekans
dizileri NCBI Gen Bankasindan (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ ) alinmistir (Cizelge 1).

Calisilan taksonlara ait ITS sekanslari oncelikle ITS2 Veritabam1 V (ITS2 database V;
Ankenbrand vd., 2015)’de bulunan Hidden Markov Model (HMM) tabanli lokus belirleme araci
kullanilarak analizlere tabi tutulmus ve her taksonun ITS2 sekans dizileri tespit edilmistir.

ITS2 sekans dizilerinin siirlarin1 belirlemek i¢in Ankenbrand vd. (2015)’nin 6nerdigi sekilde
ITS2 Veritaban1 V Lokus Belirleme Araci’nda E-value<0.01; Organizma: Viridiplantae ve
Minimum ITS2 uzunlugu >150 nt. opsiyonlari kullanilmustir.

ITS bolgesinin 5.8S ve 28S arasinda konumlanan ITS2 dizilerinin konum belirleme islemi
sonrast her taksona ait ITS2 ikincil yapilari RNA Katlanmasi Tahmin Aract olan Mfold (Zuker,
2003)’da 2.3 Enerji Kurali ve 37 °C katlanma sicaklig1 opsiyonlar1 kullanilarak tespit edilmistir.

Mfold (Zuker, 2003) programinin yani sira ITS2 sekanslarina ait ikincil yapilari tespit etmek
icin ITS2 Veri Bankasi (http://its2.bioapps.biozentrum.uni-wuerzburg.de/ son erisim: 18/02/2022;
Koetschan vd., 2012)’da kullanilmistir. Elde edilen ITS2 ikincil yapilar sekans bilgileri ile birlikte
12 x 12 puanlama matrisi kullanan 4SALE programi ile eszamanli olarak hizalanmistir. Her taksona
ait ITS2 ikincil yapis1 VARNA 3.9 (Darty vd., 2009) yazilimi kullanilarak gorsellestirilmistir.
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Cizelge 1. Calisma kapsaminda kullanilan Asyneuma taksonlar1 ve NCBI erisim numaralari.

Takson NCBI Erisim Numarasi
Asyneuma campanuloides (M.Bieb.) Bornm. DQ304586
Asyneuma canescens Griseb. & Schenk KC455546
Asyneuma comosiforme Hayek & Janch. FJ426592
Asyneuma limoniifolium subsp. limoniifolium (L.) Janch. DQ304587
Asyneuma lobelioides Hand.-Mazz. KC455541
Asyneuma pichleri subsp. pichleri (Vis.) D.Lakusi¢ & F.Conti KC455542
Asyneuma trichocalycinum (Ten.) K.Maly KC455544

Taksonlara ait ITS2 sckonder yapisindaki sinapomorfik degisimleri ve Telafi Edici Baz
Degisiklikleri (Compensatory Base Changes, CBC's)’ni tespit etmek i¢cin PAUP 4.0b10 (Swofford,
2002) programi kullanilmistir. Sinapomorfik degisiklikleri PAUP 4.0b10 (Swofford, 2002)
programinda tespit edebilmek i¢in Oncelikle taksonlarin dahil oldugu Maksimum Olasilik
(Maximum Likelihood) filogenetik agaci R (R core team, 2014) istatistik programinda phangorn
(Schliep, 2011) yazilimi kullanilarak ITS2 veri seti i¢in olugturulmustur.

Olusturulan filogenetik aga¢ ve ITS2 sekanslar1 PAUP 4.0b10 (Swofford, 2002) programinda
karakter durumu optimizasyonu DELTRAN secenegi altinda analiz edilmis ve taksonlara ait tim
apomorfik ve sinapomorfik karakterler tespit edilmistir. Tespit edilen Telafi Edici Baz
Degisiklikleri (Compensatory Base Changes, CBC's) ilgili taksona ait ITS2 ikincil yap1 iizerinde
gosterilmistir.

3. BULGULAR VE TARTISMA

Bu c¢alisma kapsaminda incelenen Asyneuma taksonlarinin ITS2 bdolgesinin 279 bp
uzunlugunda oldugu tespit edilmistir. Taksonlara ait ortalama ITS2 ikincil yap1 sayisi ortalama 4.5
olup ITS2 sekanslarinin ortalama GC igerigi %55.91 dir.

Incelenen biitiin Asyneuma taksonlar1 4-Parmakli ITS2 ikincil yapisina sahip olmakla birlikte
biitiin ITS2 ikincil yapilarin ikinci heliksinde tiim bitkilerde korunmus olan U-U Yanlis Eslesme
Bolgesi (5-AACUGGUCUCCCGUG, sol; 5-CGCGGUUGGCCAAAA, sag) bulunmaktadir.
Ayrica tiim taksonlarin ITS2 ikincil yapilarinin tiglincii heliksinde yine tiim bitkilerde korunmus
olan UGGU (5'-GACAUGCGGUGGUGA) motifi; ikinci ve tiglincii heliksler arasinda da korunmus
AAA motifi bulunmaktadir (Sekil 1).
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Sekil 1. Asyneuma taksonlarinda korunmus U-U Yanlis Eslesme Bolgesi (Heliks 11, sol; Heliks 1, sag), AAA
motifi (Heliks 2 ve 3 aras1) ve UGGU motifi (Heliks I1).

Asyneuma taksonlarinin ITS2 ikincil yapilart incelendiginde Heliks 2; Heliks 3 ve Heliks 4’iin
biitiin taksonlarda korunmus oldugu goriilmektedir. Ancak Heliks 1’in A. comosiforme ve A.
limoniifolium subsp. limoniifolium taksonlarinda yapisal olarak farkli oldugu goriilmektedir.

A. comosiforme taksonunda Heliks 1’in ug¢ kisminda (25-49. bazlar arasinda) halkasal (loop)
bir yap1 bulunurken; Heliks 1’in halkasal yapisi (loop) A. limoniifolium subsp. limoniifolium
taksonunda u¢ kisma yakin bir yerde bulunmaktadir (Sekil 2 ve Sekil 3). Diger taksonlarin birinci
helksinin u¢ kismina yakin kisimlarinda da halkasal yapi bulunmakla birlikte A. limoniifolium
subsp. limoniifolium taksonundaki halksal yapidan (14 baz uzunlugunda) daha kisadir (9 baz
uzunlugunda).

Sekil 2. A. comosiforme tiiriiniin ITS2 ikincil yapist ve Heliks 1’in u¢ kismindaki halkasal yapi.
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Sekil 3. A. limoniifolium subsp. limoniifolium taksonunun ITS2 ikincil yapisi ve Heliks 1’in 25-49. bazlar
arasindaki halkasal yap1.

Asyneuma campanuloides; A. canescens; A. lobelioides; A. pichleri subsp. pichleri ve A.
trichocalycinum taksonlarimin ITS2 ikincil yapilar1 yapisal olarak birbirine benzemekle birlikte A.
pichleri subsp. pichleri taksonunda ITS2 sekansinin 248. baz pozisyonunda Telafi Edici Baz
Degisikligi (Compensatory Base Change, CBC) bulunmaktadir (Sekil 4). A. trichocalycinum
tirtinde ise Telafi Edici Baz Degisikligi ITS2 sekansinin 247. pozisyonunda bulunmaktadir (Sekil 307
5).

,» Heliks 2 Heliks 3

Sekil 4. A. pichleri subsp. pichleri taksonunun ITS2 ikincil yapist ve Heliks 4’te 248. baz pozisyonunda bulunan
CBC.
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Sekil 5. A. trichocalycinum tiirtiniin ITS2 ikincil yapisi ve Heliks 4’te 247. baz pozisyonunda bulunan CBC.

Asyneuma campanuloides ve A. canescens tiirlerinin ITS2 ikincil yapis1 birbirlerinin ayni olup
ilgili tiirler diger taksonlardan ITS2 sekanslarinin 238. ve 249. baz pozisyonlarindaki Telafi Edici 308
Baz Degisiklikleri ile ayrilmaktadir (Sekil 6; Sekil 7). -

Heliks 3

Sekil 6. A. campanuloides tiiriiniin ITS2 ikincil yapisi ve Heliks 4’te 238. Ve 249. baz pozisyonlarindaki CBCs.
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Heliks 3

Sekil 7. A. canescens tiiriiniin ITS2 ikincil yapist ve Heliks 4’te 238. Ve 249. baz pozisyonlarindaki CBCs.

A. lobelioides tiirii ise 1TS2 sekansinin 198. baz pozisyonundaki Telafi Edici Baz Degisikligi

(Compensatory Base Change, CBC) ile diger taksonlardan ayrilmaktadir (Sekil 8).

100
&)

Heliks 4

Sekil 8. A. lobelioides tiiriiniin ITS2 ikincil yapisi ve Heliks 3’te 198. baz pozisyonundaki CBC.

Year 6 (2022) Vol:21 Issued in MARCH, 2022

www.ejons.co.uk

309




EJONS International Journal on Mathematic, Engineering and Natural Sciences ISSN 2602 - 4136

Bu ¢aligma ile incelenen Asyneuma taksonlarinin birgogunun hem ITS2 ikincil yapist hem de
Telafi Edici Baz Degisiklikleri acisindan birbirilerinden farklilik gosterdigi tespit edilmistir.
Coleman ve Vacquier [8]'in ¢aligmalarinda belirttigi taksonlar arasinda tespit edilen bir adet telafi
baz degisikliginin (CBC) taksonlar1 ayirmada 6nemli bir kriter kabul edilmesi, ¢alisma kapsaminda
en az birer adet CBC igeren A. campanuloides; A. canescens; A. lobelioides; A. pichleri subsp.
pichleri ve A. trichocalycinum taksonlarinin birbirlerinden farkli birer takson oldugunu
gostermektedir.

Diger taraftan 1TS2 bolgesinin rRNAin olusturulmasinda énemli rol oynadigi ve birbirine
cok yakin gruplarda korunmus bir yapiya sahip oldugu bilinmektedir. Caligma kapsaminda
incelenen taksonlardan A. comosiforme ve A. limoniifolium subsp. limoniifolium taksonlarinin ITS2
ikincil yapisinin Heliks 1 bolgesindeki yapisal farklilik bu taksonlarin diger taksonlardan oldukga
farkli oldugunu gostermektedir. Ancak bu iki takson arasinda herhangi bir telafi edici baz
degisikligi bulunmasa da bu iki taksonun da Heliks 1 bolgesindeki yapimnin birbirlerinden farkli
oldugu goriilmektedir (Sekil 2; Sekil 3). Bu durumda bu iki takson da birbirlerinden farkli taksonlar
olarak degerlendirilmektedir.

Bu ¢alisma ile Coleman ve Vacquier (2002)'in belirttigi taksonlar arasindaki telafi edici baz
degisikliginin ayrim karakteri olarak kullanilmasinin yani sira ITS2’nin yapisal formunun da
Asyneuma taksonlar1 i¢in ayirt edici bir karakter oldugu gdsterilmistir. Incelenen taksonlar disinda
ayni cinse ait daha fazla taksonun da benzer ¢alismalara dahil edilerek incelenmesi; grubun ITS2
ikincil yapisinin karekterize edilmesi ve gruplar arasi telafi edici baz degisikliklerinin (CBCs)
tespiti ile grubun akrabalik iligkileri ve taksonlarin tiir sinirlar1 daha net bir sekilde tespit edilecektir.
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