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OZET
TURKIYE’DEKI Rousettus aegyptiacus’un SITOKROM b

GENININ TESPITI

TOPAKTAS, Esra
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Irfan ALBAYRAK

OCAK 2014, 43 sayfa

Bu arastirma Tiirkiye’deki meyve yarasasi Rousettus aegyptiacus’un yayilis
gosterdigi Akdeniz Bolgesinden alinan 4 populasyondaki bireylerin sitokrom b
geninin tespitine dayanmaktadir. Meyve yarasasinin dogal habitatlar1 incelenmis ve
bazi biyoekolojik degerlendirmeler yapilmistir. Yarasanin kulak dokusundan biopsi
aparati ile alinan 3 mm ¢apindaki pargadan DNA izolasyonu yapilmistir. Boylece
mitokondriyal sitokrom b geni Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve sekans ile
cogaltilarak, 350 baz cifti uzunlugunda dizin elde edilmistir. Dort lokalite dikkate
alindiginda Harbiye ve Mersin lokalizasyonlarinda degerlendirmeye alinan
yarasalarin analiz sonuglar1 birbirine benzerken Kilis ve Adana lokalizasyonundaki
degerlendirmeye alinan yarasalarun sonucu farkli bulunmustur. Bu orneklere ait
sonuglar diger yarasa tiirleri ile % 72-99 arasinda uyumlu bulunmustur. Sonugclar
Gen Bankasi verileriyle karsilastirildiginda Harbiye, Mersin ve Kilis 6rneklerimizin
sitokrom b geni dizinin Rousettus aegyptiacus kayitlariyla uyumlu goziikkmezken
Adana 6rnegimize ait sitokrom b geni dizini Rousettus aegyptiacus kayitlartyla %

99oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Meyve yarasasi, Akdeniz Bolgesi, Rousettus aegyptiacus,

Sitokrom b geni, Tiirkiye



ABSTRACT
DETERMINING The CYTOCHROME b GENE

of Rousettus aegyptiacus in TURKEY

TOPAKTAS, Esra
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, M. Sc. Thesis
Supervisor: Prof. Dr. irfan ALBAYRAK

JUNUARY 2014, 43 pages

This study is based on the detection of cytochrome b gene of individuals from
four populations of fruit bat, Rousettus aegyptiacus distributed in the Mediterranean
Region. Natural habitat of fruit bat were investigated and some biological evaluation
were carried out. DNA isolation was carried out in a piece of ear tissue which has 3
mm diameter of bat using by biopsy apparatus. Mitokondriyal sitokrom b gene was
accrued with Polimeraz chain reaction and sekans, thus it was ensured index which
lenght 350 pairs baz. When it was considered four locations, analysis results belong
to bats in Harbiye and Mersin were similar, but analysis results belong to bats in
Kilis and Adana were different. It was found that these results were consistent with
other bat species by 72%-99%. When the reasons was comparised with data of Gene
Bank, sitokrom b gene index of samples in Harbiye, Mersin and Kilis wasn’t
consistent to data of Rousettus aegyptiacus, sitokrom b gene index of sample in

Adana was similar to data Rousettus aegyptiacus by 99%.

Key Words: Fruit bat, Mediterranean Region, Rousettus aegyptiacus, Sitokrom b

gene, Turkey
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1.GIRIS

Memeliler sinifi 29 ordo, 153 familya, 1229 cins ve 5416 tiir ile temsil
edilmektedir (Wilson ve Reader, 2005). Eli kanatli anlamina gelen Chiroptera gercek
ucus yapan memeli ordolarindan biridir. Bu takim Megachiroptera (Biiyiik yarasalar)
ve Microchiroptera (Kiiclik yarasalar) olmak tizere iki biiylik alttakima ayrilmaktadir.
Bu alttakimlardan Megachiroptera alttakimi1 1 familya (Pteropodidae), 42 cinsve 175
tire sahiptir. Microchiroptera alt takimi ise 17 familya, 160 cins ve 930 tiir
icermektedir.

Yarasalarin ucus 6zelligi kazandig1 en eski fosil giiniimiizden 35 milyon yil
Oncesine rastlayan Eosen alt devridir. Yarasalarin %70’1 bocek (insektivor), %
23’timeyve (frugivor), kalani ise bazi omurgali (carnivor), omurgasiz hayvanlar,
baliklar (psivor), nektar, bal 6zii ve kanla (sangivor) beslenmektedir (Aellen, 1939;
Yaldenve Morris, 1975; Nowak ve Paradiso, 1993).

Meyve yarasalari, olgunluk donemleri ge¢mis ve ¢iiriime baslangicindaki
meyvelerin suyunu agizda sikip emerek beslenirler. Boylece mikroorganizma
bulasmis meyveler adeta secilerek yenir. Diinya iizerindeki 30 bitki tiiriiniin yay1list
sadece meyve yarasalarinin yedikleri meyvelerin ¢ekirdeklerinin ugus aninda topraga
birakilmasi ile olmaktadir. Bocek ile beslenen yarasalaraksamin alaca karanligindan
sabahin ilk saatlerine kadar basta sitma amili sivrisinekler olmak {izere birgok bocegi
avlayarak beslenir.

Megachiroptera’nin tek bir familyasi olan Pteropodidae 42 cinsle temsil
edilmektedir. Bunlardan biri Etiyopik orjinli Rousettus’dur. Tiirkiye’de 36 yarasa
tiirtinden biri olan Rousettus aegyptiacus meyve yarasasidir.

Memeli hayvanlar iizerine taksonomik, sistematik, ekolojik, karyolojik ve
zoocografik bircok c¢alisma yapilmis olmasina ragmen molekiiler diizeydeki
caligmalar ancak son zamanlarda hiz kazanmistir. Bunun yaninda yarasa genetigi
tizerinde de cesitli caligmalar yapilmistir. Ancak Tirkiye’de yarasalarla ilgili
molekiiler arastirmalar oldukg¢a sinirlidir (Dilek, 2010).

Memelilerde sitokrom b geninin evrimi iizerinde ABD’de yapilan bir
calismada 1140 bg 20 farkli memeli hayvanda calisilarak filogenetik analiz sonuglari

ve aminoasitler iizerindeki varyasyonlar karsilastirilmistir (Irwin ve ark.,1991).



Meyve yarasalart filogenisi iizerine ABD’de yapilan molekiiler bir ¢alismada 6
Microchiroptera ve 43 Megachiroptera alttakimlarina ait tiirler karsilagtirilmis ve
populasyonlar arasi farkliliklar degerlendirilmistir (Giannini ve Simmons, 2003).

Misir’da  Rousettus aegyptiacusaegyptiacus ve Rhinopoma hardwickei
arabium alttiirleri arasinda molekiiler filogenetik iliskiler arastirilmistir (Ramadan,
2011).

Bat1 Hint Okyanusu’nda Madagasgar’dan 17 Rousettus madagascariensis ve
Comoros’dan 8 Rousettus obliviosus ile ilgili sitokrom b geni c¢alisilarak bu
yarasalarin ~ filogeni ve biyocografyalart karsilastirilmigtir(Goodman  vd.,
2010).Meyve yarasalar1 {izerinde bazi viriislerle molekiiler arastirmalar yapilmigtir
(Rector vd., 2006; Omatsu vd., 2008; Feldman vd., 2009; Towner vd., 2009; Kuzmin
vd., 2010; Janoska vd., 2011; Field vd., 2011; Reyes vd., 2011; Baker vd., 2012;
Sasaki vd., 2012; Olival vd., 2013; Sendow vd., 2013; Peel vd., 2013).Diger yandan
bu tiirle ilgili olarakekolokasyon, kas gibi konularinda molekiiler olarak arastirildigi
goriilmektedir(Jones ve Teeling, 2006; Shen vd., 2013).

Tirkiye’nin  Akdeniz bolgesinde yasayan Rousettus aegyptiacus’un
taksonomik durumu, yayilisi, beslenme ve karyolojik verileri kaydedilmistir
(Albayrak vd., 2008).

Tiirkiye’nin degisik bolgelerinden alinan 3 tiir mitokondriyal sitokrom b geni
bakmindan degerlendirilmistir (Albayrak vd., 2011).

Albayrak vd., (2010) Tiirkiye’nin bati, orta ve kuzeydogu bdlgelerinden 8
yarasa tilirii ile ilgili genetik bazi caligmalar yapmuslardir. Tiirkiye’de Rousettus
aegyptiacus’un da dahil edildigi 8 yarasa tiiri lizerinde kuduz viriisii arastirmasi

yapilmistir (Un vd., 2013).

Bu arastirmanin amaci Tiirkiye’de tek bir tiirle temsil edilen Misir meyve
yarasas1 Rousettus aegyptiacus’un sitokrom b genini tespit ederek tiiriin sistematigine

katki saglamaktir.



1.1. Genel Bilgiler

M.O. 3. yiizyilda Aristo kalitimin ruhsal veya psikolojik bir olay olmadigin,
anne ve babadan fiziki yollarla aktarildigini bildirmis ve boylece kalittmin dogasina
isaret eden ilk kisi olmustur (Karagay, 2010). Aristo ile baglayan sistematikte esas
olarak biiyiik Olclide morfolojik karakter temeline dayanmaktadir. Ancak tiir
sinirlarinin  tanimlanmasinda sadece morfolojik verilerin yeterli olmadigi degisik
durumlar mevcuttur. Bu durumdaki sorunlar1 ve sistematik problemleri ¢6zmek
amactyla cesitli caligmalar yapilmaktadir. Bu calismalar sitogenetik calismalar,
kimyasaligerik ¢aligmalar1 ve farkli biyokimyasal belirteglerin kullanildig1 izozim
caligmalaridir. Sistematik problemlerin ¢oziimiindeki en son gelismeler ise farkli
DNA temelli belirte¢ sistemleriyle genotipin dogrudan ya da dolayli olarak
belirlenmesi iizerinde olmustur. Bu DNA temelli farkli analizler, pek ¢ok sorunun
¢Oziimiinde umut verici goriilmektedir. PCR bu analizlerin temelini olusturmaktadir
(Dilek, 2010).

Hayvan sistematigi amaglhi yapilan calismalarda elde edilen verilerin
filogenetik analizi farkli metotlarin kullanildigi, degisik bilgisayar programlariyla
degerlendirilmektedir. Son yillardaki caligmalarda oldugu gibi sistematik veya farkli
amaglarla yapilan ¢aligmalarda birden fazla molekiiler teknik kullanilmasi hayvanin
tiim dizi analizinin miimkiin olmadig1 durumlarda daha anlamlidir. Ayrica calisma,
tirlerin belirlenmesi amagh oldugunda bu karakterlerle morfolojik karakterlerin
karsilastirilmali analizlerine gidilmesi daha degerli sonuglar vermektedir. Degisik
familyalara ait ve farkli oOzelliklere sahip bircok hayvan tiirlinlin genetik
akrabaliginin ve tiirlerinin belirlenmesi amaciyla yapilan birgok bagsarili PCR
caligmasi vardir (Dilek 2010).

Belirte¢ sistemi avantajlar1 nedeniyle prokaryotik ve okoryotik tiirler gibi pek
cok farkli yapinin genotipinin belirlenmesi, genom yapisinin arastirilmasi, g¢esitli
taksonomik caligsmalar, evrimsel sorunlar, populasyon biyolojisi, bireysel, kiiltiir ve
irk belirlenmesinde, analik- babalik tayini, genetik varyasyonun belirlenmesi, adli
tip, klinikal teshis, prenatal (dogum Oncesi) tani, salginlar veekoloji alanlarinda
yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Bu tiir ¢aligmalar direkt sistematik problemleri
cozmeye yonelik olabilecegi gibi bu sonuglar bazen farkli alanlara da 151k

tutabilmektedir. Ornegin; c¢alismalar hayvan tiirlerinin genetik akrabaliklarinin



belirlenmesi, popiilasyonlararasi ve populasyon i¢i genetik cesitliligin belirlenmesi
ve buna benzer diger durumlar1 kapsamaktadir.

Genetik farkliliklar1 ortaya koymak i¢in yapilan calismalar farkli cografik
alanlarda yasayan tiirlerin genetik 6zelliklerini aydinlatmaktadir. Yakin akraba tiirler
icinde diploid kromozom numaralar1 farkli olabilmektedir. Bu nedenle karyotipik
caligmalar farkl tiirleri ortaya koymaktadir.

MtDNA niikleer genlere kiyasla yapisinda daha fazla mutasyon
barindirdigindan populasyon i¢i ve populasyon arasi genetik soylar1 ortaya koymak
icin kullanilan molekiiler belirteclerin en basinda gelmektedir. Kullanilacak olan
mtDNA bolgesi sitokrom b genidir. Bu bolge bir ¢ok memeli tiiriinde evrim
calismalarinda kullanilmistir (Tougard vd., 2008).

Hayvanlar alemi itibariyle memelilerin yarasalari esas alan siniflandirmasi ve
lizerinde arastirma yapilan tiiriin sistematigi asagida verilmistir.

Regnum (Alem): Animalia (Hayvanlar)

Phylum (Sube): Chordata (Kordalilar)

Classis (Sinif): Mammalia (Memeliler)

Ordo (Takim): Chiroptera (Yarasalar)

Familia (Aile): Pteropodidae

Genus (Cins): Rousettus Gray, 1821

Species (Tiir): Rousettus aegyptiacus (Geoffroy, 1810)

Yarasalar karasal ortamdaki hemen her ¢esit ekosistemlerde varliklarini

stirdiirmekte ve zoocografik olarak genis alanlarda yayilis gdstermektedir (Sekil 1.1).

——

Sekil 1.1. Yarasalarin diinya lizerindeki yayilis alanlar1



Ellermann ve Morrison-Scot (1951)’e gore Palearktik bolgede Rousettus
(Rousette meyve yarasasi) cinsi 5 tiirle temsil edilmektedir. Bunlar, Kibris, Filistin,
Suriye, Misir, Afrika’nin Etiyopya kismi ve gilineyde Angola’da yayilis gosteren
Rosettus aegyptiacus (Geoffroy, 1810); Arabistan, Basra korfezindeki Kishim adasi,
Karaci, Bat1 Hindistan’da yayilis gosteren Rosettus arabicus Anderson& de Winton,
1902; Kambogya, Cin-Hindi, Sumatra, Java, Borneove Filipin adalarinda yayilis
gosteren Rosettus amplexicaudatus Greffroy, 1810, Kumaon, Nepal, Rajpuatana,
Burma, Hindistan, Cin-Hindi, Giiney Cin ve java’da yayilis gOsteren Rosettus
leschenaultii Desmarest, 1820 ve Seylan’da yayilis gosteren Rosettus seminudus
Gray, 1870 tiirleridir (Sekil 1.2.).

Sekil 1.2. Rousettus aegyptiacus’un cografi yayilist
(http://globalspecies.org/ntaxa/952344)



http://globalspecies.org/ntaxa/952344

1.1.1.Arastirma Bélgesinin iklim Ozellikleri

Arastirmanin yapildig1 Akdeniz Bolgesi yazlar sicak ve kurak, kislart 1lik
ve yagisli gecen bir iklime sahiptir. En sicak ay ortalamasi 28-30 °C, en soguk ay
ortalamas1 8-10 °C’dir. Ortalama yillik sicaklik 18 °C’dir. Kar yagis1 ve don olay
cok nadir goriiliir. Tiirkiye’de Akdeniz iklimi esas karakterini Akdeniz Bolgesi’nde,
Toroslarin denize bakan yamaglarinda 800-1000 metre yiikseklige kadar olan

alanlarda gostermektedir.

1.1.2.Tiiriin Genel Karakterleri

Rousettus aegyptiacus biiyiik ciisseli olup 6nkolu 84-99 mm, kafatasinin en
biiyiik uzunlugu 41.4-45.5 mm’dir. Femurlar aras1 membranin i¢inden gegen kuyruk
5-6 mm kadardir. Kuyruk seyrek killi, burun kismi siyahimsi ve ¢iplaktir. Kulaklar
kisa ve uclar kiit, kulagin dis kenar boyunca uctan dibe kadar siralanmis 10 adet kisa
cizgi seklinde enine katlanmalar vardir. Kulaklar siyahimsi kahverengi ve arka alt
yarilar1 disinda ¢iplaktir. Kulak memesi belirgin fakat iyi geligmemistir(Akgoz,
2013). Ayaklar giiclii ilk ayak parmagmin ardma bitisir ve gdvdenin gogiis
kismindan ¢ikar. Bagparmak kuvvetli ve uzun, 2. parmak kanadin kenarindan ucu
¢ikint1 yapan bir tirnaga sahiptir. Rostrum nispeten kisa, genis ve zygomatik kavisler
nispeten genistir. Sagital ¢ikint1 kafatasinda nispeten belirgindir. Ust i¢ kesiciler
arasinda kiiciik bir agikhik vardir. Kopek disi kuvvetli, ilk iist premolar ve m?
kiictilmistiir. Alt kesiciler biiyiikliik bakimindan esit olup birbiri ve kdpek disleriyle
temastadir. Alt kesici digler aginmadiklar1 zaman catallidir. Alt kopek disi zayif ve
ikinci alt premolardan biraz yiiksekgedir (Harrison ve Bates, 1991). Bu tiiriin dis
formiilii: 1%5C 14 Pm 2 4M 34 = 34 (Miller, 1907). Kiirk yumusak, ince ve ipegimsi
yapidadir. Erginlerde dorsal renk gri kahverengi, ventral renk ise erkekte boyun alti
grimsi olmak iizere kirli deve tiiyli renginde, diside boyun alt1 sadece kirli deve tiiyti
rengindeolup dorsal ve ventral erkekle ayni renk tonundadir(Albayrak vd., 2008).

Morfometrik veriler i¢cin bir ornekten dis ve i¢ karakter Olciileri asagida

belirtildigi gibi alinmaktadir (Albayrak, 2008) (Sekil 1.3.).



Ardayak uzunlugu: Hafifce biikiilerekmilimetrik cetvel {izerine bastirilan sag ayak
bileginde, topugun en ard noktasi ile en uzun parmagin tirnak ucu arasindaki mesafe
Kulak uzunlugu: Kulak kepcesininsivrilmis en u¢ noktasi ilemetaus’un en altnoktasi
arasindaki mesafe

Onkol uzunlugu:Katlanmis halde duran kanatta ulna’nmin en arka noktas: ile
radius’un bilekte en 6n noktas1 arasindaki mesafe

Kafatasinin en biiyiik uzunlugu (1):Kafatasinin en arka noktasinda vpremaxilla’nin
en 6n noktasinda median hatta dik duran iki yilizey arasindaki mesafe

Condylobasal uzunluk (2):Occipital condyllerin en ard noktalarini birlestiren hat
ilekesiciler arasindaki premaxilla kemiklerinin en 6n noktalarini birlestiren hat
arasindaki en kisa mesafe

Zygomatik genislik (3): Zygomatik kavislerin birbirinden en uzak noktada kalan iki
dis noktas1 arasindaki en kisa mesafe

Interorbital genislik (4): Orbit ¢ikintilarin éniinde orbit cukurunun birbirlerine en
yakin noktalar1 arasindaki mesafe

Postorbital genislik (5): Orbit ¢ukurlarinin arkasinda orbit ¢ukurununbirbirlerine en
yakin iki noktas1 arasindaki mesafe

Mastoid genislik (6): Mastoid ¢ikintilarinen dis noktalarini birlestiren en kisamesafe
Beyin Kkapsiilii genisligi (7): Orbit ¢ukurlarinin en arka noktas: hizasinda beyin
kapsiiliiniin bir yandan diger yana olan en biiyiik genisligi

Kafatas1 yiiksekligi (8): Bullac’ler ve en st kopek diginin ucuna temas eden bir
yiizey ile beyin kapsiiliiniin en iist noktasindan gecen ve ilk yiizeye paralel yiizey
arasindaki mesafe

Usteene dis dizisi uzunlugu (9): Sag cene yarisinda kdpek disinin en 6n ve son
molar tacinin en arka noktasi arasindaki en kisa mesafe

Altcene dis dizisi uzunlugu (10): Sag ¢ene yarisinda kopek disinin en 6n ve son
molar tacinin en arka noktasi arasindaki en kisa mesafe

Altcene uzunlugu (11): Sag cene yarisinda condyloid ¢ikintinin en ug¢ noktast ile

ondeki kesici disin en ileri noktasi arasindaki en kisa mesafe



Sekil 1.3. Dis ve i¢ karakter olgiilerinin aliniginin gosterildigi Rousettus aegyptiacus’a

ait bir bas iskeleti



Sekil 1.4. (Devami) Dis ve i¢ karakter dlgiilerinin alinisinin gosterildigi Rousettus
aegyptiacus’a ait bas iskeleti



1.1.3.Molekiiler Teknikler

Molekiiler tan1 yoOntemlerinin temelini niikleik asit kimyasi ve yapisal
Ozelliklerinin tespitine yonelik c¢aligmalar olusturmustur. DNA ilk olarak 1870
yilinda Friderich Miescher tarafindan tanimlanmistir. Phoebus Theodore Levene
(1909) gen yapisinda RNA/DNA iliskisini géstermis ve bu daha sonraki ¢aligmalara
151k tutmustur. Kary B. Mullis (1986)’in Thermus aquaticus’dan izole edilen
termostabil Taq DNA polimerazi, polimeraz zincir reaksiyonu ile basart ile
uygulamasi, spesifik DNA dizilerinin in vitro sartlarda ¢ogaltilmasini miimkiin hale
getirilmistir (Durmaz, 2001) . Molekiiler biyolojideki son teknolojik gelismeler,
Ozellikle in vitro sartlarda niikleik asit ¢ogaltilmasi ve tespitine imkan saglayan
yontemler, genetik ve biyoteknoloji alaninda 6nemli gelismeler saglamistir. Bdylece
zararlilara, hastaliklara, herbisitlere ve ¢esitli streslere dayanikli {iriin ve verim
kalitesi arttirilmistir. Modern biyoteknolojik yontemler kullanilarak, bir ya da birkag
genin aktarilmasi ile sadece genetik alaninda degil tiptan mikrobiyolojiye, tarimda
tohum safliginin belirlenmesinden taksonomi ve evoliisyon ¢aligmalarina kadar genis
bir alanda kullanim alani bulan niikleik asit ¢ogaltma ve tespit yontemleri genel
anlamda iki farkli prensip ilizerine oturtulmustur (Ari, 2013). Bunlar; niikleik asit

prob-hibridizasyon yontemleri ve niikleik asit amplifikasyon yontemleridir.

1.1.3.1.Niikleik Asit Prob—Hibridizasyon (Niikleik Asit Melezlemesi) Yontemi

DNA molekiiliiniin iki zincirinin birbirinin tamamlayicist olmasi1 nedeniyle
DNA/DNA veya DNA/RNA arasinda melez molekiiller olusturmasi temeline
dayanan bu yontem, istenilen DNA parcalarinin genomdaki yerlerinin saptanmasina
olanak verdigi gibi bu parcalarin niilkeotid dizilerinin arastirilmasinda da kullanilir.
Materyaldeki hedef niikleik asit dizisi, komplementeri olan isaretli bir prob ile
hibritlenmekte ve bdylece materyale ait hiicre DNA’larindaki spesifik genlerin
isaretli problarla ortaya konmasi1 amaglanmaktadir.

Niikleik asit amplifikasyon teknolojisi, niikleik asit teknolojisinin en
kompleks ve duyarli olanidir. Hedef DNA’y1 ¢ogaltmak i¢in enzim kullanilir ve

teorik olarak pratikte her zaman miimkiin olmamakla birlikte bir kopya DNA’y1
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tanimlayabilir. Niikleik asit amplifikasyon testlerinin ¢ogunda, ortaya c¢ikan
amplikonu tespit icin niikleik asit problar1 ve agaroz jelde amplikonlarin boyanarak
gosterilmesi yoluna gidilmektedir.

Niikleik asit amplifikasyon tekniklerinin, prob hibridizasyon testlerine gore,
en Onemli avantaji daha analitik olmalaridir. Her tiirli materyalin 6rnek olarak
degerlendirilebildigi, hedef genlerin veya niikleik asitlerin in vitro sartlarda
cogaltilabilmesi ve tanimlanmasina imkan saglayan bu yontemler, normal gen
yapisinin analizinin yan1 sira genlerdeki inversiyon, delesyon veya nokta

mutasyonlarin gosterilebilmesine de yardimer olmaktadir.

1.1.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

In vitro kosullarda DNA ¢ogaltilmasinin gesitli nedenleri arasinda baslicalarr;
6zglin bir DNA parc¢asinin bol olarak elde edilmesi, molekiiler analizinin yapilmasi
ve genetik miihendisligi amaclar1 dogrultusunda rekombinant organizmalar elde
etmek amaciyla gen aktarimi i¢in kullanilmasidir. PCR yontemleri genetik modifiyen
tirtinlerin rutin olarak saptanmasinda, genellikle, en gilivenilir hassas yontem olarak
kabul edilmektedir (Holts-Jensen vd.,2003, Yuan vd., 2006). PCR, spesifik bir DNA
parcasinin kopyalarmin primerler tarafindan yonlendirilerek, enzimatik olarak
sentezine dayanan in vitro bir yontemdir.PCR ile istenilen genlerin ya da DNA
dizilerinin  jenerasyonlara bagl replikasyonu, hizlandirilmis bir  sekilde
gerceklestirilir. PCR, DNA molekiilleri toplulugunda, 6zgiil hedef DNA dizilerinin
dogrudan cogaltilmasina dayanir. PCR analizi; molekiiler biyoloji, insan genetigi,
evrim ve adli vakalar gibi pek ¢ok disiplinde uygulama olanagi bulmustur.

PCR ile belirli bir bolgeyi ¢cogaltabilmek igin, hedef DNA’nin niikleotid dizisi
hakkinda bazi bilgiler gerekir ve bu bilgiler, tek zincirli hale getirilmis DNA’ ya
baglanacak olan iki oligoniikleotid primerin sentezlenmesi ic¢in kullanilir. Bu
primerler cogaltilacak tek zincirli DNA molekiiliindeki tamamlayic1 dizilerle
hibridize olur ve 1siya dayanikli bir DNA polimeraz (Taq polymerase), calisilan
DNA’daki hedef bélgenin sentezini saglar (Sekil 1.5.) (White 1993).
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Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR)

Wz

sicaklikla seperasyon,
primerlerin baglanmasi

Taq polimerazin
baglanmasi

dangiilerin
tekrarlanmasi

Sekil 1.5. Polimeraz Zincir reaksiyonu basamaklari

In vivo sartlarda DNA replikasyonu esnasinda enzimler ilk olarak DNA nin

cift zincirli hale ge¢isini saglar. Daha sonra RNA polimeraz sentezlenir ve

replikasyon baglangic bolgesinde, tek zincirli hale

zincirlerinden birisine komplementer RNA’nin olusumu saglanir. Bu DNA/RNA

heterodubleksi DNA polimerazin baglanmasi i¢in bir baslatici bolge rolii oynar.
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Boylece DNA’nin komplementeri sentezlenir. PCR ¢aligmalarinda reaksiyonun
gerceklesmesi ic¢in kiiciik miktarda hedef DNA (1-100 ng kadar) igeren Ornek,
calisma soliisyonu igerisine ilave edilir. Daha sonra ornekteki hedef ¢ift sarmal
DNA’ nin, tek sarmal DNA’ya donistiiriilmesi saglanir (denatiirasyon). Tek sarmal
DNA iplikgiklerinin karsiti, 20-30 baz ¢ifti (bg) uzunlugundaki sentetik
oligoniikleotit diziler, RNA/DNA heterodubleksini olusturmak iizere primer gibi
kullanilir. Spesifik bir bolgenin amplifikasyonu i¢in hedefi sinirlamak amaciyla
ikinci primer kullanilir. Primerlerden birisi tek sarmal DNA zincirinde baslatic
bolgeyi olustururken, ikincisi de diger zincir {izerinde sonlandirici bolgeye baglanir
(annealing). Taq DNA polimeraz enziminin yardimiyla, primerlerin baglandig:
bolgeden itibaren her tek sarmal DNA zincirinin komplementeri olusturulur
(exstension). Boylece iki adet ¢ift sarmal DNA olusur. Olusan ¢ift sarmal DNA’lar,
yeni amplifikasyon i¢in kalip gorevini istlenirler. Bu islem 30 siklus
tekrarlandiginda birkag saat igerisinde, hedefin milyarlarca kopyasi elde edilebilir.
PCR temel olarak tekrarlayan {i¢ asamali1 bir yontemdir. Bunlar;

1. Denatiirasyon: Cift iplikli DNA’ nin birka¢ saniye 94-96°C 1s1 ile tek
iplikli DNA” ya ayrilmasidir.

2. Baglanma (Annealing): Omek, birka¢ dakika 30-60°C’ de tutularak,
primerin (spesifik sentetik oligoniikleotitler) tek sarmal DNA’daki hedef bolgelere
hibridizasyonu saglanir. Bu, hidrojen baglarmin yardimi ile olur. Baglanma 1sist
sadece DNA/DNA eslesmesine imkan saglayacak kadar yiliksek olmalidir.

3. Uzama (Extension): Polimeraz enzimi yardimi ile tek sarmal DNA
kaliplarina baglanan primerlerin 5' — 3' yonde uzatilmasidir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), in vitro sartlarda DNA sentezinin
onemli bir teknigidir. DNA’nin 6zel bdlgelerinin biiyliik miktarlari, sekans ve
uzunluk belirlenmesinde, toplam kismin kii¢iik bir miktarindan sentez edilebilir.
PCR, spesifik ilgi ¢ekici DNA ¢ogaltilmasi i¢in ¢abuk, hassas ve ucuz bir yontemdir.
Bu teknik molekiiler biyolojiyi kokiinden degistirmekte ve tip ve doga bilimlerinin
her bir alaninda kullanilmaktadir.

PCR’mn en 6nemli avantaji 25 baz ¢iftinden 10.000 baz giftine kadar olan
spesifik DNA dizilerini amplifiye edebilme o6zelligine sahip olmasidir. Primer

spesifik hedef dizileri kullanmaktadir. Buna ilaveten PCR olduk¢a hizlidir; bir DNA
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parcas1 sadece {i¢ saat i¢erisinde milyon defa kopyalanabilir. PCR’1n dezavantajlari,

yanlis negatif ve pozitif sonu¢ verme ihtimaline sahip olmasidir.

1.1.3.3. PCR Reaksiyonunun Elementleri

PCR’nin temel bilesenleri; kalip olarak kullanilan DNA molekiilii, Isiya
dayali (termostabil) DNA polimeraz, primerler, dANTP substrati, MgCl, tamponu ve
tuzdur.

1)Polimeraz; Genellikle 1s1ya dayanikli DNA polimeraz olarak Taq polimeraz
kullanilir. Sonug¢ olarak bu enzimin maksimum aktivitesi i¢in ¢ogu standart PCR
tiriinleri optimize edilir. Bununla birlikte Taq polimeraz bazi uygulamalar icin
idealden daha diisiik baz1 6zellikler gostermektedir. Bunlardan ilki, bu enzim 3'—5'
endoniikleaz  aktivitesi  eksikliginden  dolayr  olduk¢a  yiiksek  hatali
degerlendirilmektedir (Saiki vd., 1988). ikinci olarak bu enzim sekans i¢in DNA nin
hazirlanmasina engel olabildiginden uzun {riin kopyalanmasi yetersiz
bulunmaktadir.

2) Kalip DNA; PCR’m 6nemli 6zelliklerinden biri de goéreceli olarak saf
olmayan DNA’nin oldukga kiiciik miktarlariyla ¢alisilabilmesidir.

3) ANTP Substrat; PCR’da her bir dNTP konsantrasyonu 200 uM’yi
asmamalidir. Substratin bu miktart DNA’nin 12,5 pg sentezine yeterlidir.

4) Magnezyum Konsantrasyonu; Magnezyum iyonu biitiin DNA polimerazlar
icin kofaktdr olarak gerekmektedir. Bundan baska magnezyum iyon konsantrasyonu
sunlarn etkileyebilmektedir;

a) Primer baglanmasi

b) Hedef ve iiriinler i¢in ayrilma asamasinin sicakligi

¢) Uriinlerin 6zgiilliigii

d) Enzim uygunlugu ve istenmeyen primer-dimer hatasinin olusumu. Cogu
kalip DNA’da verimli ve tam bir amplifikasyon i¢in magnezyum iyon
konsantrasyonunun optimizasyonu gereklidir.

5) Tampon ve tuz; PCR i¢in standart tampon 10-50 mM Tris-HCI’dir. Cogu

termofilik polimerazlar i¢in optimum pH 8-9 arasindadir.
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Cogu reaksiyonda kullanilan tuz potasyum ya da sodyumdur. Dogru primer
baglanmasini kolaylastirmak i¢in genellikle K™ (Na") eklenmektedir. Taq polimeraz
i¢cin, konsantrasyon genellikle 50 mM kullanilmakta, 50 mM’den daha yliksek tek
degerlikli iyon konsantrasyonu polimeraz aktivitesini durdurmaktadir (Innis vd.,

1988).

1.1.4. Niikleik Asitlerin Elektroforezi

Nikleik asitlerin incelenmesinde en etkin tekniklerden olan elektroforez;
farkl1 uzunluklardaki DNA ve RNA zincirlerine ait parcalar1 birbirinden
ayirmaktadir. Genel olarak, elektroforez bir karisimdaki molekiilleri, bir elektrik
alanin etkisiyle hareket etmelerini saglayarak ayristirmaktadir. Numune, gozenekli
bir maddenin (bir filtre kagidi pargast ya da yar1 kat1 jel) lizerine konup, elektrik
geciren bir ¢ozeltinin igine yerlestirilir. Eger iki molekiil yaklasik ayni kiitleye ve
bicime sahipse, net yiikii en fazla olan, zit polaritedeki elektroda dogru daha hizl
hareket eder. Niikleik asit fragmentlerinin tanimlanmasi, saflastirilmast ve
ayristirilmast igin kullanilan en etkili yontem agaroz jel elektroforezidir. Agaroz D
ve L galaktozun a- (1—3) ve B- (1—4) glikozidik bag ile baglanmasiyla olusan
linear polimerdir. Bu polimer elektroforez isleminde 6rneklerin yiiklendigi ortam
olarak gorev yapip, elektrikli alanin etkisiyle molekiillerin ayrilmasina olanak verir.
Agaroz jel elektroforezi DNA analiz ve seperasyonunun genel ve kolay yolu olarak;
jelde DNA’nin goriilebilmesi, miktarinin belirlenmesi ve 6zel bantlarin izole
edilmesi amaci1 olusturmaktadir. DNA molekiillerinin agaroz jelde go¢ hizini;
DNA’nin molekiiler biiyiikliigii, kullanilan agaroz konsantrasyonu, DNA’nin
konformasyonu, elektroforez tamponu ve jelde Etidium Bromide’in yapisi,
uygulanan voltaj ve agarozun tipi etkilemektedir. Kullanilan Etidium Bromide boyasi
DNA’nin UV 151k altinda goriiniir olmasin1 saglamaktadir. Genellikle agaroz jel %
0,7-% 2 arasinda yapilmakta ve 0,2-10 kilobaz arasinda DNA fragmentini sepere
edebilmektedir (Sekil 1.6.) (Sambrook ve Russel 2001).
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Sekil 1.6. Agaroz Jel Elektroforezi
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2. MATERYAL ve YONTEM

Bu arastirma meyve yarasasi, Rousettus aegtptiacus’un sitokrom b geninin
Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile c¢ogaltilmasi, agaroz jel -elektroforez ile
goriintilenmesi ve DNA Dizin Analizine dayanmaktadir. Bu arastirma ile ilgili
olarak Temmuz 2012 ila Kasim 2013 tarihlerinde Hatay, Kilis, Kahramanmaras,
Adana, Mersin ve Antalya illerinde arazi ¢alismalar1 yapilmistir. Hatay’dan1977,
Mersin’den2000, Kilis’ten 2006 ve Adana’dan 2003 yilina ait koleksiyon
ornekleriyle 2013 yilinda Adana’dan alinan orneginkulak dokusu numuneleri
kullanilmistir (Cizelge 2.1). Calismada 2012 yilinda dort populasyonu (Harbiye,
Mersin, Kilis, Adana) temsil eden birer 6rnekkullanilmis ancak Adana 6rneginden
sonu¢ alinamamistir. Bu sebeple 2013 yilinda Adana’dan elde edilen taze doku
ornegi calisilmis ve sonuglar alinarak kaydedilmistir  (Sekil 2.1.).mtDNA’da
sitokrom b’nin dizi analizi ve RFLP belirteci (PCR analizi) kullanilarak

populasyonlar aras1 varyasyon olup olmadigi belirlenmistir.

Cizelge 2.1.Calismada kullanilan 6rneklere ait etiket bilgileri

Alinan il Ornek no Tiir Ad1
Hatay I. ALBAYRAK (@, 7773) | Rousettus aegyptiacus
Kilis I. ALBAYRAK (@, 7829) | Rousettus aegyptiacus
Adana I. ALBAYRAK (&, 1933) | Rousettus aegyptiacus
Mersin I. ALBAYRAK (2, 2010) | Rousettus aegyptiacus
Adana I. ALBAYRAK (2, ?) Rousettus aegyptiacus
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Sekil 2.1. Rousettus aegyptiacus’un Adana populasyonuna ait bir bireyi

Yayilis alanindaki farkli lokal popiilasyonlar arasi ve popiilasyonlar igi
varyasyon olup olmadigma bakilmigtir. Elde edilen sonuclarla degerlendirmeye
gidilmistir.

Calismada toplam 4 yarasadan alinan kulak doku Ornekleri kullanilmis ve

sirasiyla asagidaki islemler yapilmistir.

-Arazi ¢aligmast

- DNA izolasyonu

- DNA miktar ve saflik tayini

-Mt-cyt b bolgelerinin PCR ile ¢ogaltiimasi

- Cogaltilan bolgelerin dizi analizi

- Agaroz jel elektroforezi ile rneklerin elektrik akiminda yiiriitiilmesi

- Olusan bantlarin analizi

18



2.1. Kimyasal Maddeler ve Reagentler

Arastirmada kullanilan materyal asagida verilmistir (Sekil 2.2.).
- Steril Distile Su (DNase, RNase, Pyrogen yoniinden temiz ultrapuregrade)
- Tris Borat EDTA (TBE) buffer, 10X (109 gTris Base MW=121,1; 55 g Borik asit
MW=61,83; 9,3 ¢ EDTA MW=292,25; Steril Distile Su ile 1 litreye tamamlanir)
- DNA yiikleme tamponu, 5 X (%02 bromophenolblue, %02 xylenecyanole, %12,5
ficol) veya kullanima hazir ticari iiriin.
- DNA merdiveni
- Agarose (molekiiler biyolojik grade, % 2)
- Ethidiumbromide (1/10.000 kullanilir)
- Polaroid 667 film
- Primerler
- PCR Kit :SuperScript 111 One-Step RT-PCR with Platinum Tagq, invitogen, ABD

- NucleicAcidlsolation Kit | - Large Volume Kiti, Roche, Almanya

Sekil 2.2. Calismanin yapildig1 Laminar Flow Kabin
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2.2. Ekipmanlar

Aragtirmada asagidaki ekipmanlar kullanilmistir (Sekil 2.3.).
- Otomatik pipetler (10, 100, 200, 1000 pul)
- Otomatik pipet uclari (10, 100, 200, 1000 ul) (DNase, RNase, Pyrogen yoniinden -
temiz, filtreli)
- 0,2 ml, 0,5 ml ve 1,5 ml eppendorf tiip (DNase, RNase, Pyrogen yoniinden temiz)
- 15 ml ve 50 ml santrifiyj tiipleri
-Tek Kullanimlik Pipetler (1, 5, 10 ml)
- Derin Dondurucu (-20°C ve -80°C)
- Buzdolabi
- Thermalcycler
- Mikrosantrifiij
- Elektroforez Sistemi
- UV transilluminator
- Polaroid fotograf makinesi
- Vorteks
- Biyolojik Giivenlik Kabini
- Mikrodalga Firin
- Hassas Terazi
- Eldiven, Maske, Laboratuar Giysisi

Sekil 2.3. Calismada kullanilan homojenizator ve mikrosantrifiij

20



2.3. Ornekler

Elde edilen meyve yarasast Orneklerinden alinan numuneler testte

kullanilincaya kadar -80°C de muhafaza edildi.

2.4. Niikleik Asit eldesi

Total niikleik asit Roche firmasi tarafindan iiretilen Nucleic Acid Isolation
Kit | - Large Volume kiti ve MagNa Pure Compact cihazi kullanilarak elde edildi
(Sekil 2.4). DNA konsantrasyonu NanoDrop 2000 (NanoDrop, ABD)
spektrofotometre ile Olciilerek konsantrasyon niikleaz yoniinden temiz su ile 100

picogram / pl oranina ayarlandi.

Sekil 2.4. RNA eldesi i¢in kullanilan MagNa Pure Compact cihazi
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2.5. PCR Primerleri

Bu arastirmada Cytochrom b geni DNA dizin amaglh Irwin vd., (1991)
tarafindan kullanilan ve asagida tablo halinde gosterilen primer setlerinin sentezleri
yapilmistir (Cizelge 2.2.). Primerler saklama sulandirmasi olarak 100 picomol / pl
oraninda ve ¢alisma sulandirmasi olarak 20 picomol / pl oraninda seyreltme (dilue

edilerek) ile -20°C de saklanmustir.

Cizelge 2.2. Analizlerde kullanilan primerler ve DNA dizileri (Irwin ve ark., 1991)

Primer DNA Dizini

L14724 (l.set) B 5' - CGAGATCTGAAAAACCATCGTTG-3'

H15915 (I.set) R | 5'-GGAATTCATCTCTCCGGTTTACAAGAC-3'

114841 (11.set) 5' — AAAAAGCTTCCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA
-3

H15149 (I1.set) 5'— AAACTGCAGCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA -3

2.6. Reverse Transcription - Polymerase Chain Reaction

Cytochrome b genine yonelik RT-PCR amlifikasyonu Super Script 111 One-
Step RT-PCR with Platinum Taq kiti (Invitrogen) kullanilarak 25 pl hacimde
gerceklestirildi (Cizelge 2.3.). Kisaca, 2 pg total niikleik asit, 2X Reaction Miksi,
primerler L ve H 15 pmol, ve Enzyme Miksinden olusan reaksiyon miksine eklendi.
(2). 1000baz cifti biiyiikliigiindeki amplifiye iiriinler QiaQuick® Gel Extraction Kit
(Qiagen) ile saflastirildi.
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Cizelge 2.3. PCR’da kullanilan reagent ve kullanim miktarlari

Element Kullanilan Miktar (uL)
2X Buffer 12.5

PrimerL14724, H15915(1.set) 8.25
PrimerL14841,H15149(l1.set) 1

dH20 1

Tag DNA Polimeraz 0.25

DNA 2

Toplam Reaksiyon Hacmi 25

Kullanilan primer, distile su, polimeraz enzimi, hedef DNA ve tampon
cozeltiden eppendorf tiipe karisim hazirlanip ve PCR Thermalcycler (PTC100 MJ
Research, ABD) cihazina konulmustur. PCR basamaklarinda, Martin vd., (2000)
tarafindan belirtilen sicaklik, zaman ve dongii sayilar1 Thermalcycler ayarlanarak
kaydedilmis ve calistirilmistir (Cizelge 2.4.). Amplifikasyon 94°C de 2 dak; daha
sonra 40 siklus 94°C de 1 dak, 52°C de 1 dak, 72°C de 2 dak; ve sonra 72°C de 15
dak seklinde gerceklestirildi.

Cizelge 2.4. PCR basamaklarinin sicaklik, zaman ve dongii degerleri (Martinvd.,

2000)
Basamak Sicaklik Zaman Dongii sayist
On Denatiirasyon 94°C 2 dakika 1
Denatiirasyon 94°C 1 dakika 40
Baglanma 52°C 1 dakika 40
Uzama 72°C 2 dakika 40
Son Uzama 72°C 15 dakika 1
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2.7. Agaroz Jel Elektroforezi

Cogaltilan niikleik asitlerin gosterilmesinde kullanilan geleneksel metot
agaroz veya poliakrilamit jel elektroforezini takiben etidyum bromiirle boyanan
jeldeki bantlarin gézlenmesidir.

Thermocyclerden alinan tiipler, arzulanan biiyiikliikkteki amplifikasyonun
tespiti i¢in %2 Agaroz i¢inde elektroforeze tabi tutulmustur. Bu amagla 0,5 gr agaroz
tartilarak, erlenmayere konulmustur ve 25 ml TBE buffer icinde karistirilarak alev
tizerinde veya mikrodalga firinda kaynatilmistir. Hazirlanan agaroz igerisine son
sulandirma 1/10 000 olacak sekilde ethidiumbromide ilave edilmistir. Agaroz
sicakhigr yaklasik 40 °C’ye diisiinceye kadar oda 1sisinda bekletildikten sonra
horizontal minigel elektroforez tanki haznesine dokiilerek yiizey iizerinde homojen
dagilimi saglanmistir. 8 veya 12 gozlii tarak sablonlar agaroz igerisine konularak
orneklerin konulacagi gozler acilmistir. Agaroz katilastiktan sonra Ornekler agilan
gozler igerisine yiikkleme tamponu (loadingbuffer) ile karistirilarak konulmustur. Her
elektroforez islemi i¢in 100 b¢ DNA merdiveni bir géze konulmustur. 4 V/cm giigte

elektrik akim1 uygulanmistir.

2.8. Dizin Analizi

PCR ile pozitif tespit edilen oOrneklerin DNA Dizin Analizi (DNA
Sequencing) yapilmistir. Dizin analizi BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit (Applied Biosystems), L14724, H15915 veya L14841,H15149primerler ve ABI
PRISM® 310 Genetic Analyser (Applied Biosystems) kullanilarak yapildi. PCR
iirlinleri agaroz jel lizerinde ticari kit DyeEx 2.0 Nucleospin nucleotide removal kit
(Qiagen) kullanilarak saflagtirilmistir. Dizin analizinde {iretici firmalarin kullanim
uyarilar dikkate alind1 ve analiz gerceklestirildi.

Saflagtirilan PCR iiriinlerin DNA dizin analizlerinin tespiti i¢in ticari kit (BigDye®
Terminator v3.1 CycleSequencing Kit, Applied Biosystems, Foster City, ABD)
kullanilmistir (bu islemde iiretici firmanin kullanim tavsiye ettigi kullanim prosediirii
uygulanmistir). Kullanima hazir kit reagentinden 8 pl, her bir primerden 1 pl

(3.2picomol), PCR iirlinlinden 5 pl ve distile su 6 pl olmak iizere toplam 20 pl
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hacminde reaksiyon gergeklestirilmistir. Reaksiyon PCR Thermalcycler (PTC100 MJ
Research, ABD) cihazinda iiretici firmanin tavsiye ettigi dongii ve derecelerde
gerceklesmistir (Cizelge 2.5.).Gergeklesen reaksiyonlar ticari bir kit (DyeEx 2.0
Nucleospin, QiagenGmbH, Hilden, Germany) ile niikleotidlerinden uzaklastirilarak
saflastirilmistir.Saflastirilan ~ 6rnekler ABI  PRISM® 310 Genetic Analyzer
(AppliedBiosystems, Foster City, USA) otomatik DNA Analiz cihaz1 kullanilarak
DNA dizinleri elde edilmistir.

Cizelge 2.5. DNA Dizin Analizi PCR basamaklarinin sicaklik, zaman ve dongii

degerleri
Basamak Sicaklik Zaman Dongii sayist
1. asama 94°C 1 dakika
2. asama 50°C 1 dakika 25
3. asama 60°C 4 dakika

2.9. Genomik Dizin Analizi

Dizinler CLC Main Workbench programi kullanilarak analiz edildi ve
filogenetik aga¢ hazirlandi. Filogenetik aga¢ hazirlanmasinda neighbour-joining
yontemi kullanildi. Filogenetik gruplamanin giivenilirligi 100 tekrar ile bootstrapping
kullanilmak sureti ile degerlendirildi.

Elde edilen dizinler (Sequences) BioEdit yazilimi
(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/page2.html)  kullanilarak  incelenmis  ve
ClustalX1.83 yazilimi ile alignment islemleri gergeklestirilmistir (Thompson JD,
Gibson TJ, Plewniak F, Jeanmougin F andHiggins DG. The CLUSTAL_X windows
interface: flexible strategies for multiple sequence alignments aided by quality
analysis tools. Nuc Acids Res 1997; 25: 4876-4882). Elde edilen dizinleri
karsilastirmak icin http://www.ncbi.nlm.nih.govve
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST_PROGRAMS=
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megaBlast & PAGE_TYPE=BlastSearch& @ SHOW _DEFAULTS=on &
LINK LOC=blasthome internet baglantilar1 kullanilmistir.

2.10. Sonuglarin Degerlendirilmesi

Sonuglar UV transillumunatér {izerinde degerlendirilerek fotograflar
cekilmistir. PCR amplifikasyonu sonucunda beklenen pozitiflik i¢in, L14724R ve
L14841Rprimer cifti i¢in yaklagik100 bg, HI5915B ve H15149 primer ¢ifti icin
yaklastk 1000 bg bolgelerinde spesifik bantlar goriilmiis ve polaroid fotografi

cekilerek kayit altina alinmastir.

2.11. Saklama Kosullar
Kimyasal maddeler ve reagentler liretici firmalarin tavsiye ettigi kullanma

talimatlarina goére muhafaza edilir. Hazirlanan mixler muhafaza edilmelidir. PCR

tirtinleri -20°C de derin dondurucularda muhafaza edilmelidir.

26


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST_PROGRAMS=megaBlast%20&%20PAGE_TYPE=BlastSearch

3.BULGULAR

3.1. Tiir: Rousettus aegyptiacus (Geoffroy, 1810) Akdeniz Meyve Yarasasi

1810. Pteropus egyptiacus Geofroy, Ann. Mus. Hist. Nat., Paris, 15:96. Baski hatal;
Desciription de I’Egypte Hist. Nat., 2:134 de aegyptiacus olarak
diizeltilmistir.

Tip yeri: Biiyiik piramit, Giza, Misir

1902. Rousettus aegyptiacus, Anderson and de Winton, Zool. Egypt, Mam., London,

84.

3.2. Ayirici ozellikler

Premaxilla 1yi gelismis ve dnde uglar birbirine temas eder, occipital bolge dar,
on kol uzunlugu 87.0-93.6 mm; kafatasinin en biliyik uzunlugu 41.3-44.8 mm,;
condylobasal uzunluk 41.2-43.7 mm; zygomatik genislik 26.0-28.7 mm; iist ¢cene dis
dizisi uzunlugu 16.1-17.1 mm; altgene dis dizisi uzunlugu 17.1-18.8 mm (Albayrak
ve ark., 2008).

3.2.1.incelenen 6rneklerin kayit yeri

Hatay, Harbiye magarasi, 1 (¥, 02.05.1977), Kilis, 1 (¥, 11.07.2006), Adana
2(3, 14.03.2003; ? 13.11.2013), Mersin, 1 (2, 22.04.2000) (Sekil 3.1.).
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Sekil 3.1. Rousettus aegyptiacus’un kayit yerleri

3.3. PCR Cahismalari1 Sonuclarimin Yorumlanmasi

PCR amplifikasyonu sonucu elde edilen {rinler %2 agaroz jelde
yiriitiilmiistir. Sonuglar UV transillumunator iizerinde degerlendirilerek fotograflar
cekilmistir. PCR amplifikasyonu sonucunda beklenen pozitiflik i¢in, L14724 ve
L1484 1primer cifti icin yaklasik 100 bg, H15915ve H15149 primer cifti icin yaklasik
1000 bg bolgelerinde spesifik bantlarin gekillenmis oldugu goriilmiistiir. Sonuglar
polaroid fotograf cekilerek kayit altina alinmistir (Sekil 3.2.). Elde edilen iirlinler
DNA Dizin Analizi testinde kullanilmustir.
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ed el el e1 NK NKBTV MW

Sekil 3.2. Agaroz jelde Primer L ve Primer H setleriyle yiiriitilmiis reaksiyon
goriintiisii (e4: R.aegyptiacus(Adana), e3: R.aegyptiacus (Mersin), e2:

R.aegyptiacus (Kilis),el: R.aegyptiacus (Harbiye),NK: Negatif kontrol
MWM: DNA merdiveni).
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Sekil 3.3. (devami) Agaroz jelde Primer L ve Primer H setleriyle yliriitiilmiis
reaksiyon goriintiisii (MWM: DNA merdiveni, NK: Negatif kontrol, el:
R.aegyptiacus (Adana)

3.4. Genetik Analizler

Calismada elde edilen yaklagik 350 b¢ uzunlugundaki dizin elde edilmistir
(Cizelge 3.1.).
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Cizelge 3.1.R.aegyptiacus Cytochrom b geni dizinleri

Tiir

Dizin

R.aegyptiacus
(Harbiye)

ATCCAACATCTCAGCATGATGAAACTTCGGCTCACTCCTTGGCGCCTGCCTGATTC
TCCAAATCACCACAGGACTATTCCTAG
CCATGCACTACTCACCAGACGCCTCAACCGCCTTTTCATC
AATCGCCCACATCACTCGAGACGTAAATTATGGCTGAATCATCCGCTACCTTCAC
GCCAATGGCGCCTCAATATTCTTTATCTGC
CTCTTCCTACACATCGGGCGALIGGCCTATATTACGGATCATTTCTCTACTCAGAAA
CCTGAAACATCGGCATTATCCTCCTGCTTGCAACTATAGCAACAGCCTTCATAGGC
TATGTCCTCCCGTGAGGACAAATATCATTCTG

R.aegyptiacus
(Mersin)

ATCCAACATCTCAGCATGATGAAACTTCGGCTCACTCCTTGGCGCCTGCCTGATTC
TCCAAATCACCACAGGACTATTCCTAGCCATGCACTACTCACCAGACGCCTCAAC
CGCCTTTTCATCAATCGCCCACATCACTCGAGACGTAAATTATGGCTGAATCATCC
GCTACCTTCACGCCAATGGCGCCTCAATATTCTTTATCTGCCTCTTCCTACACATC
GGGCGAGGCCTATATTACGGATCATTTCTCTACTCAGAAACCTGAAACATCGGCA
TTATCCTCCTGCTTGCAACTATAGCAACAGCCTTCATAGGCTATGTCCTCCCGTGA
GGACAAATATCATTCTG

R.aegyptiacus
(Kilis)

ATCCAACATCTCAGCATGATGAAATTTCGGTTCCCTCCTGGGAATCTGCCTAATCC
TACAAATCCTCACAGGCCTATTCCTAGCAATACACTACACATCCGACACAACAAC
AGCATTCTCCTCTGTTACCCATATCTGCCGAGACGTGAACTACGGCTGAATCATCC
GATACATACACGCAAACGGAGCTTCAATGTTTTTTATCTGCTTATATATGCACGTA
GGACGAGGCTTATATTACGGGTCTTACACTTTTCTAGAAACATGAAATATTGGAG
TAATCCTTCTGCTCACAGTAATAGCCACAGCATTTATAGGATACGTCCTACCATGA
GGACAAATATCATTCTG

R.aegyptiacus
(Adana)

ATCCAACATCTCAGCATGATGAAACTTTGGCTCACTCTTAGGAATCTGCCTAAGC
ATCCAAATCCTAACAGGATTAT
TCCTAGCAATACATTACACCTCAGACACAGCAACCGCCTTTCAATCCGTAACACA
CATCTGCCGAGACGTCAACTATGGC
TGAGTTCTACGCTACCTACACGCCAACGGAGCATCCATGTTTTTCATCTGCTTATT
CCTACACGTAGGTCGTGGCCTCTA
CTACGGATCCTATATCTTCACAGAGACCTGAAACGTAGGTATCCTGCTCCTTTTTG
CCGTAATAGCAACAGCCTTCATAG
GCTATGTACTCCCATGAGGACAAATATCATTCTG
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Sekil 3.4.R.aegyptiacus Cytochrom b geni dizinleri karsilastirmasi
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Sekil 3.5. Sitokrom b genine ait 350 bg’deki niikleotit degisiminin gosterimi

F.T GiC 3G AGATGC T CG G CGGCCCC(FGTETGIIGGI ATCTCCIGFFTICCECTTCC(CECCTETTCCC CECECEGIIFCTIFCTECCCECCGEGCCETGIAGETCCCATCGFIGT
16 31 46 61 76 91 106 121

1|

aM“MMMﬂf\uﬂHnﬂmMTWRMMMMMM

 CCTCCCCACGC(FTGEC CCC CCCRGFETERGECIARCTCTECCEECCECECGFCCCEGETCAGEETCTGECCCTGEGCCEGECT CGETCFCCCCFGGIGECLGEC! ACIECGLGECECICGIGIG
136 151 166 181 196 211 226 241

!

L

CCCECCCECT

CECCCICCIGCECTECGTECICCGECEICCCCIEGIGECCFCCEGCLCCFEGCACTC

TCTCIGGCEGERACCACCIAGICGTIAGICCTCIGGFFG

C(ACFTGCTCCTCCGEGT

Sekil 3.6. ABI PRISM 310 Genetic Analyser ile elde edilen dizin analizine ait bir

Ornek
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4. TARTISMA ve SONUC

Tirkiye’nin  Akdeniz seridinde yayilis gosterdigi  bilinen Rousettus
aegyptiacus’un dort farkli popiilasyonundan alinan orneklerindordiine (Harbiye,
Mersin, Kilis, Adana)ait sitokrom b geni dizini farkli oranlarda bazi yarasa tiirleri ile

benzerlik gostermektedir ( Cizelge 4.1.).

Cizelge 4.1. R.aegyptiacus ‘un genBank verileriyle karsilastirilmasi

Cahgilan tiir | Ornegin Benzerlik Benzedigi tiir Ornege  ait
alindigr il orani gen bankasi
numarasi
R.aegyptiacus | Hatay % 78 Eumops patagonicus JQ731833.1
R.aegyptiacus | Hatay % 77 Hipposiderus sp. EU434948.1
R.aegyptiacus | Hatay % 77 Emballonura beccarii EF635546.1
R.aegyptiacus Mersin %78 Eumops patagonicus JQ31833.1
R.aegyptiacus Mersin % 77 Hipposiderus sp. EU434948.1
R.aegyptiacus Mersin % 77 Emballonura beccarii EF635537.1
R.aegyptiacus Mersin % 72 Pipistrellus pipistrellus EU084886.1
R.aegyptiacus Kilis % 83 Pipistrellus kuhlii KC684545.1
R.aegyptiacus Kilis % 83 Platyrrhinus aurarius FJ154129.1
R.aegyptiacus Kilis % 83 Vampyrodes caraccidi HQ637416.1
R.aegyptiacus Adana % 99 Rousettus aegyptiacus KF498638.1
R.aegyptiacus Adana % 99 Rousettus leschenaultii KC702803.1
R.aegyptiacus Adana % 93 Rousettus madagascariensis | GU228639.1

Sitokrom b genini tespit etmek amaciyla bu ¢alismada koleksiyondan alinan
dortvilayete ait 6rnekler icin iki (I. ve 11.) primer seti kullanilmistir. Adana diginda
kalan illere ait 6rneklerden I. Primer ciftinden daha iyi sonu¢ alinmasindan dolay1
elde edilen veriler gen bankasi ile karsilastirilmis Hatay iline ait 6rnek % 78
Megachiroptera mensubu aym1  familyadanEumops patagonicus, % 77
Microchiroptera mensubu Hipposideridae familyasindan Hipposiderus sp. ve % 77

Emballonuridaec familyasindan Emballonura beccarii tiirleri ile; Mersin iline ait
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ornek % 78 Megachiroptera mensubu ayni familyadan Eumops patagonicus, % 77
Microchiroptera mensubu Hipposideridae familyasindan Hipposiderus sp., % 77
Embllonuridae familyasindan Emballonura beccariive % 72 Vespertilionidae
familyasindan Pipistrellus pipistrellustiirleri ile; Kilis iline ait 6rnek Microchiroptera
mensubu  Vespertilionidae familyasindan % 83 Pipistrellus kuhlii, % 83
Phyllostomidae familyasindan Platyrrhinus aurarius ve % 83 Phyllostomidae
familyasindan Vampyrodes caraccidi tiirleri ile benzerlik géstermistir.

Adana 6rnegi yenilenerek tekrar iki primer seti ile ¢alisilmis ve 1. Primer seti
daha iyi sonug vermesinden dolayr degerlendirilmeye alinmis ve Adana iline ait
ornek % 99 Megachiroptera mensubu ayn1 familyadanRousettus aegyptiacus, % 99
Rousettus leschenaultii ve % 93 Rousettus madagascariensis tiirleri ile benzerlik
gostermektedir.

Bu arastirmada elde edilen sonuglar sitokrom b geni agisindan Irwin vd.,
(1991)tarafindan elde edilen bulgularla uyumlu gériinmektedir.

Miimkiin oldugu kadar uzun baz cifti ile yapilan aragtirma sonuglar1 sitokrom
b geni ile elde edilecek sonuglari daha kesin olarak ortaya koymaktadir.Buaragtirma
ile biyolojik c¢esitliligin Tiirkiye i¢in en 6nemli elemanlarindan biri olan Misir meyve
yarasasinin korunmasi ve bu suretle sahip oldugu gen kaynaginin varliginin
siirdliriilebilmesinin ~ saglanmas1  gerekmektedir. Bunun birinci sart1  yasam
ortamlarinin tahrip edilmemesi ve iri viicutlar: ile her zaman gdz Oniinde olan ve
savunmasiz kalan bu tiirlin ulusal ve uluslararasi mevzuatlar c¢ergevesinde

korunmasinin saglanmasidir (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. Dogal yasam alanlar1 tahrip edilmis bir meyve yarasasi populasyonunun

yerlesim biriminde siginak olarak kullandig1 bir bina.

Molekiiler seviyedeki bu aragtirma sonuglar ile tiiriin populasyonlarindaki
farklilik diizeyleri daha 1iyi takip edilebilecektir. Boylece tiir koruma eylem planlari
bu ozellikleri dikkate alinarak gergeklestirilecektir.
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