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OZET

TURKIYE'DEKI BAZI ETCIL MEMELI TURLERININ (MAMMALIA: CARNIVORA)
DNA BARKODLAMASI

Bu tez galismas1 kapsaminda, Tiirkiye’de yasayan bozay1 (Ursus arctos), altin ¢akal (Canis
aureus) ve kaya sansar1 (Martes foina) olarak bilinen {i¢ farkli karnivor memeli tiiriiniin
DNA barkod bolgesi olarak bilinen mitokondriyal DNA’da bulunan sitokrom oksidaz c alt
tinite I geni (COI) dizilendi. Elde edilen DNA dizileri, NCBI (National Center for
Biotechnology Information) veritabanindaki BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
secenegi kullanilarak, veritabaninda mevcut olan diger tiirlere ait diziler ile benzerlik
bakimindan (PI, pairwise identity, ikili benzerlik) karsilagtirildi. Bunun yani sira, COI gen
dizileri, Neighbour-Joining ve haplotip Orgiisii olmak {izere, iki farkli filogenetik analiz
yontemine tabi tutuldu. BLAST sorgusu ve filogenetik analizler sonucunda, ¢alisilan tiirlere
ait barkodlama bolgelerinin bu tiirler i¢in taksonomik ¢alismalarda karsilasilan sorunlarin

¢Oziimii i¢in faydalanilabilecek bir molekiiler belirteg olabilecegi kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: Karnivor memeliler, DNA barkodlama, sitokrom oksidaz c alt tinite I

geni, BLAST, filogeni, Tiirkiye



SUMMARY

DNA BARCODING OF SOME CARNIVOROUS MAMMALIA SPECIES
(MAMMALIA: CARNIVORA) IN TURKIYE

Within the scope of this study, the cytochrome oxidase ¢ subunit I gene region (COI) of
mitochondrial DNA, known as the DNA barcode region, of three different carnivorous
mammal species living in Turkey, known as the brown bear (Ursus arctos), the golden jackal
(Canis aureus) and the rock marten (Martes foina), was sequenced. The obtained DNA
sequences were compared in terms of similarity (PI, pairwise identity, pairwise similarity)
with the sequences of other species available in the database using the BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) option in the NCBI (National Center for Biotechnology
Information) database. In addition, COI gene sequences were subjected to two different
phylogenetic analysis methods: Neighbour-Joining and haplotype network. As a result of
BLAST query and phylogenetic analyses, it was concluded that the barcoding regions of the
studied species could be a molecular marker that can be used to clear the problems

encountered in taxonomic studies for these species.

Keywords: Carnivore mammals, DNA barcoding, cytochrome oxidase ¢ subunit I gene,

BLAST, phylogeny, Tiirkiye
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1. GIRiS

Mitokondriyal DNA memeli hayvanlar {izerine yapilan sistematik caligmalarda
siklikla kullanilan 6nemli bir mikroevrimsel filogenetik belirtectir. Mitokondriyal
DNA’nin  sahip oldugu anne tarafindan (maternal) kalitilmasi, genetik
rekombinasyonun olmamasi, hiicre i¢inde yiiksek kopya sayinin olmasi ve yiiksek
mutasyon hizi gibi bazi 6zellikler molekiiler belirte¢ olarak bu molekiilii 6nemli
derecede kiymetli kilmaktadir (Avise, 2001). Mitokondriyal DNA’nin yapisi ve
organizasyonu memeliler arasinda biiylik oranda benzerlik gosterirken, uzunluk
bakimindan tiirler arasinda farklilik gosterebilir. Memelilerde mitokondriyal DNA
yaklasik olarak 16.600 niikleotid uzunlugundadir. Mitokondriyal DNA c¢ift iplik¢ikten
olusan halkasal yapili bir genomdur. Bu halkasal genomda, molekiil agirliklarinin
farkli olmasindan dolay:1 dista bulunan agir iplik¢ik Heavy (H), icte bulunan hafif
iplik¢ik de Light (L) olarak isimlendirilmistir. Memeli mitokondriyal genomunda
toplam 37 gen kodlanir. Bunlardan, iki ribozomal RNA (/2S ¥rRNA ve 16S rRNA), 14
transfer RNA (tRNA) ve 12 protein kodlayan gen (PCG) agir (H) iplik¢ik lizerinde yer
alir. Hafif (L) iplikgikte ise sekiz tRNA ((RNA®™", tRNAY, (RNAY", t(RNAS*, tRNAT,
IRNASe?, tRNAS™ ve tRNAT) ve tek bir protein kodlayan gen (ND6) bulunur. Agir
iplik¢ik iizerinde bulunan tRNA™" ve tRNA" genleri arasinda, mitokondriyal
genomun organizasyonundan sorumlu olan ve protein kodlamayan bir bolge olan

kontrol bolgesi bulunur (Taanman, 1999, Pakendorf ve Stoneking, 2005).

Yakin zamana kadar farkli memeli tiirlerinin filogenisi ve sistematigi lizerine yapilan
birgok ¢aligmada, mitokondriyal DNA’nin sitokrom b (CY7B), NADH dehidrojenaz 1
(ND1), 128 ribozomal RNA (/2s rRNA), 16S ribozomal RNA (165 rRNA) gibi protein
kodlayan bazi genlerin yami sira, protein kodlamayan ve mitokondriyal genomun
organizasyonundan sorumlu olan kontrol bolgesi (CR) dizileri yaygin bir sekilde
kullanilmistir. Bu c¢alismalara ilaveten, gilinlimiizde artik tiirlerin filogenileri ve

sistematik durumlar1 {izerine yapilan c¢aligmalar tiim mitokondriyal genom



dizilimlerini sik¢a kullanmaya baglamistir (Kankili¢ ve ark. 2018, Karacan ve ark.

2020, Ibis ve ark. 2024, Seker 2024).

Bunlara ilaveten 2000’li yillarin basinda, mitokondriyal genomun sitokrom ¢ oksidaz
alt tinite I geninin (COJ), bir barkod gen olarak hayvanlar alemi icin kiiresel dl¢ekte
bir biyolojik tanimlama sisteminin merkezini olusturabilecegi iizerine 6nemli bulgular
elde edilmistir (Hebert ve ark. 2003a). Arastirmacilar yaptiklart bu ¢alismada 6ncelikli
olarak, tist taksonomik kategorilerde bulunan canlilarin az sayida 6rneklemesinden
elde edilen COI profillerinin (barkod bdlgelerinin), cogunlukla yeni analiz edilen
taksonlar1 uygun sube veya takima atadigim gostermislerdir. Ikinci olarak, tiir
diizeyindeki tanimlamalarin, kapsamli COI profilleri olusturularak elde edilebilecegini
ortaya koymuslardir. Calismaya konu olan yakin akraba 200 Lepidoptera (pul
kanatlilar) tiirlinlin, her birinden tek bir bireyin analizine dayali olarak elde edilen
model bir COI profilinin, sonraki 6rneklerin dogru sekilde tanimlanmasinda %100
basarili oldugu gosterilmistir. Boylece mitokondriyal DNA’nin COI gen dizilimine
dayanan ve DNA barkodlama sistemi olarak 6ne siiriilen bu tiir bir tanimlama
sisteminin tamamen gelistirildiginde, gilivenilir, uygun maliyetli ve tiirlerin
tanimlanmasiyla ilgili mevcut sistematik sorunlara erisilebilir bir ¢ézlim getirebilecek
bir COI tanimlama sistemi olabilecegini 6ne siirmiislerdir. Bu barkodlama sisteminin,
ayn1 zamanda yasamin cesitliligine ve molekiiler evrimin kurallaria iliskin 6nemli
yeni yaklasimlar da iiretebilecegini ifade etmislerdir. Miiteakip bir diger ¢alismada
elde edilen sonuglar, COI genindeki dizi farkliliklarinin, Cnidaria (sdlenterler)
disindaki tiim hayvan filumlarindaki yakin akraba tiirlerin ayrimini diizenli olarak
miimkiin kildigin1 gostermistir (Hebert ve ark. 2003b). Tiir teshisindeki bu yiiksek
yiizdeli basarinin, ¢cogu hayvan grubunda COI geninin dizilimin yiiksek oranda farkl

oldugu anlamina geldigi ifade edilmistir.

Mitokondriyal DNA COI gen dizilimi temel alinarak gelistirilen bu barkodlama
sisteminin bazi avantajlar1 vardir. Bu sistem, standartlagtirilmis ve yiiksek teknolojili
tanimlama araglar saglayarak sistematigin c¢iktilarint miimkiin olan en genis son
kullanict topluluguna sunar; 6rnek olarak biyotip alaninda parazitler ve vektorlerin
tamimlanmasi, tarim alaninda zararlilarin tanimlanmasi ve nesli tilkenmekte olan

tiirlerin uluslararasi ticaretinin 6nlenmesi verilebilir. Bunun yani sira, taksonomistlerin



tizerindeki muazzam tanimlama yiikiinii hafifletmek, bdylece taksonomistlerin
sinirlandirilmasi, aralarindaki iligkilerin ¢oziilmesi ve yeni tiirlerin kesfedilip
tanimlanmasi gibi daha ilgili gorevlere odaklanabilmelerine yardimei olur. Ayni tiiriin
cesitli yasam evrelerini eslestirmede fayda saglar (6rnegin fideler, larvalar) ve genel

halk i¢in bir biyolojik okuryazarlik araci saglar (Savolainen ve ark. 2005).

Sonug olarak DNA barkodlama, glinlimiizde bir organizmanin DNA'sindaki bir veya
daha fazla standartlastirilmis kisa genetik isaretleyiciyi kullanarak onu belirli bir tiire
ait olarak tanimlayan taksonomik bir yontem olarak kullanilmas: seklinde
tanimlanmaktadir. Bu amagla kisa genetik isaretleyici olarak COI geninin niikleotid
dizilimi kullanilmaktadir. Bu gen toplamda 1545 niikleotid uzunlugundadir ve bu
genin yaklasik olarak 650 niikleotid uzunlugundaki kismi barkod gen bolgesi olarak
bilinir. Bu yontem, yani DNA barkodlama sayesinde bilinmeyen DNA 6rnekleri, bir
referans kiitliphanesi ile karsilastirmaya dayali olarak kiitiiphanede kayitli olan tiirlere
gore kolaylikla tanimlanabilir. Ayrica, DNA barkodlama Linnaean taksonomik
sistemini daha erisilebilir hale getirecek ve ekologlara, doga korumacilara ve
zararhilarin, istilaci tiirlerin kontrolii ve gida giivenliginden sorumlu kurumlarin
cesitliligine fayda saglayacaktir. Ornekleri bilinen tiirlere atamanin yam sira, DNA
barkodlama, taksonomistlerin 6rnekleri hizli bir sekilde teshis edebilmelerine olanak
tantyarak ve yeni tiirleri temsil edebilecek farkli taksonlar1 vurgulayarak yeni tiirlerin
kesif hizin1 artiracaktir. DNA barkodlama, yeteneklerini bu yollarla artirarak
taksonomistlere biiyiik dl¢lide kolaylik sunan bir sistemdir (Hebert ve ark. 2003a,
Hebert ve ark 2003b).

Bunun i¢in “The Barcode of Life Data System” (BOLD, Yasam Barkodu Veri Sistemi)
olarak bilinen bir veritabani1 gelistirilmistir. Bu veritabani, DNA barkod verilerinin
birlestirilmesini ve kullanilmasini destekleyen ¢evrimigi bir caligma alanidir. Bilimsel
topluluk i¢in is birligine dayali bir merkez olarak is goriir ve genel olarak vatandaglar
i¢in kamu kullanimina agik bir kaynaktir (URL-1). Bugiin itibari ile (6 Subat 2024) bu
veritabanina barkod gen dizilimi girilmis 3909 memeli tiiri bulunmaktadir, bunlardan

212’si karnivor memeli tiirlerine ait barkod gen dizilimidir.



Karnivor memeliler, et¢il memeliler olarak bilinirler ve plasentali memelilerin
Carnivora olarak bilinen takimini olustururlar. Carnivora takimi kedigiller (Feliforma)
ve kopekgiller (Caniforma) olarak bilinen iki alt takima ayrilir. Carnivora takimi
yaklagik olarak 279 tiir icerir. Bu takimin temsilcileri olduk¢a soguk olan kutuplardan
kurak ¢dllere kadar ¢ok cesitli habitatlara uyum saglamislardir. Ulkemizde karnivor
memeliler 16 farkl: tiirle temsil edilir (Can, 2004). Bu tiirlerin filogenisi ve sistematigi
lizerine ¢ok sayida molekiiler ¢alisma bulunmaktadir. Kizil tilki, Vulpes vulpes’in
genetik cesitliligi ve filocografyasini {izerine mitokondriyal DNA sitokrom b geninin
kismi dizilerinin kullanildig1 ve yakin zamanda yapilan bir ¢alismada Tiirkiye’de
yasayan tilki populasyonlarinin yiiksek genetik cesitlilige sahip oldugu ve baslica iki
haplotip grubuna ayrildig1 belirlenmistir (ibis ve ark. 2014). Benzer amaglarla
Tiirkiye’de yasayan altin ¢akal Canis aureus populasyonlarmin mitokondriyal DNA
kontrol bolgesinin kismi dizilerine dayali olarak yapilan analizler, bu tiiriin
Tiirkiye’deki populasyonlarinin nispeten yiiksek genetik cesitlilige sahip oldugunu
ortaya gostermistir (Ibis ve ark. 2015). Bir diger ¢alismada, Aksdyek ve ark. (2017),
Tiirkiye ve Iran’dan Canidae familyasinda yer alan ii¢ farkli karnivor tiiriiniin (Canis
lupus, Canis aureus, Vulpes vulpes) DNA barkodlamasini yapmislar ve her i tiiriin
benzersiz barkod dizilerinin oldugunu ve dizilerin higbirinin bu tiirler arasinda
paylasilmadigini ortaya koymuslardir. Kizil tilkiler {izerine mitokondriyal DNA
kontrol bolgesi dizileri kullanilarak yapilan bir bagka calismada ise, genetik analizler
Iran ve Tiirk popiilasyonlarinda dikkate deger bir genetik varyasyon oldugunu ortaya

cikarmistir (Telcioglu ve ark. 2019).

Bu ¢alismalara ilaveten, yaklasik olarak son 20 yillik siirecte, farkli canli gruplarinda
yer alan ikiz ya da gizli tiirleri (sibling tiir, kriptik tiir) aciga c¢ikarmak ve farkl
cografyalardaki tiirleri tanimlamak amaciyla COI dizilerine dayali DNA barkodlari,
taksonomik sorunlarin ¢oziimiine destek saglamak amaciyla molekiiler bir belirteg
olarak yaygin bir sekilde kullanilmistir. Sigirlar, primatlar, yarasalar gibi memelilerin
yani1 sira pul kanatlilar, halkali solucanlar, baliklar ve kuslar gibi canli gruplari lizerine
yapilan c¢alismalar bu amagla yapilan barkodlama calismalarina 6rnek olarak

verilebilir (Lorenz ve ark. 2005, Ward ve ark. 2005, Kerr ve ark. 2007, Clare ve ark.



2007, Lara ve ark. 2010, Cai ve ark. 2011, Maturana ve ark. 2011, Mutanen ve ark.
2015).

Yukarida verilen literatiir verileri 1s18inda, bu g¢alisma Tirkiye’de yasayan bazi
karnivor memeli tiirlerinin (Ursus arctos, Canis aureus ve Martes foina) sitokrom
oksidaz c alt iinite I (COI) gen dizilerine dayali olarak mitogenomdaki barkodlama
bolgelerini  belirlemeyi amaclamistir. Boylece Tiirkiye’de yasayan karnivor
memelilerin genetik yapilarina iligkin bilgilerin ortaya konulmasiyla beraber, ¢alisilan
tiirlerin sistematigine, filogenisine ve iilkemiz biyolojik cesitliligine katki saglanarak

korumaya biyolojisine yonelik ¢aligmalar i¢in bir alt yap1 olusturulacaktir.



2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 Orneklerin elde edilmesi

Bu tez ¢alismas1 kapsaminda kullanilan &rnekler tez damismanim Dr. Ogr. Uyesi
Peringek Seckinozan SEKER, Dr. Ogr. Uyesi Ahmet Yesari SELCUK ve Ogr. Gor.
Dr. Gokge Ali KELES tarafindan Artvin il ve ilgeleri arasindaki mubhtelif
karayollarinda ara¢ ¢arpmasi sonucu 6lmiis karnivor memeli tiirlerinden elde edildi.
Calismada Artvin ilinden elde edilen {i¢ farkli karnivor memeli tiiriine (Ursus arctos,

Canis aureus ve Martes foina) ait dokular kullanildi.

2.2 Deneysel calismalar

Tezin deneysel asamalar1 BILTEKMER’de (Artvin Coruh Universitesi Bilim-
Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi) Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Laboratuvarinda gerceklestirildi. Deneysel ¢alismalar iki asamali olarak yiiriitiildii.
Birinci asamada Orneklere ait dokulardan total genomik DNA izolasyonu yapildi.
Ikinci asamada ise hiicre dis1 kosullarda DNA amplifikasyonuna olanak saglayan
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile COI gen bdlgesinin ¢ogaltimi gerceklestirildi.
PCR amplifikasyonundan sonra elde edilen PCR iiriinleri COI gen bolgesinin dizileme

reaksiyonlar1 igin MSM Uriin ve Hizmet (Istanbul) firmasina gonderildi (URL-2).

2.2.1 Total genomik DNA izolasyonu

Total genomik DNA izolasyonu, Invitrogen PureLink™ Genomik DNA mini
izolasyon kiti kullanilarak gergeklestirildi. Bu DNA izolasyon kiti memeli
hiicrelerinden ve dokularindan total genomik DNA'y1 izole etmek amaciyla

kullanilmaktadir (Sekil 1 ve Sekil 2).



Sekil 2. DNA izolasyonun kiti ve DNA izolasyonunda kullanilan arag¢ geregler



Bu izolasyon kiti i¢inde yer alan protokoliin asamalar1 sirasiyla asagidaki gibi
uygulandi. Oncelikle kuru 1s1 blogu 55°C sicakliga ayarlandi. Sonrasinda 6rneklere ait
yaklagitk 25 mg kadar kiyilmis dokular hazirlandi ve mikrosantrifiij tiipiine
yerlestirildi. Tiipe i¢ine 180 pl PureLink™ Genomik sindirim tamponu ve 20 ul kadar
Proteinaz K ilave edildi. Dokularin sindirimi tamamlanana kadar ara sira vorteksleme
islemi gergeklestirildi ve dokular 55°C'de kuru 1s1 blogunda gece boyu inkiibe edildi.
Inkiibasyon tamamlandiktan sonra, sindirim kalintilarin1 uzaklastirmak icin lizat oda
sicakliginda 3 dakika boyunca 13.000 rpm’de santrifiijlendi (Sekil 3). Santrifiijden
sonra, slipernatant yeni, steril bir mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. Lizata 20 pl RNaz A
ilave edildi, kisa bir vorteksleme yapilarak tamamen karigmasi saglandi. Sonrasinda
oda sicakliginda 2 dakika stiresince inkiibe edildi. Lizata 200 pl PureLink™ Genomik
sindirim tamponu eklendi. Vortekslenerek homojen bir ¢ozelti elde edildi. Sonraki
asamada, lizata 200 ul %96-100 etil alkol eklendi ve homojen bir karisim elde etmek
icin vorteksleme yapilarak karigsmasi saglandi (Sekil 4). Sindirim asamasindan sonra
saflagtirma asamasina ge¢ildi. Bu agsamada oncelikli olarak izolasyon kiti ile gelen
Toplama Tiipilindeki PureLink™ Déndiirme Kolonuna PureLink™ Genomik sindirim
tamponu ve etil alkol ile hazirlanan lizat (~650 pl) eklendi, sonra 13.000 rpm'de 1
dakika boyunca santrifiijlendi. Daha sonra, dondiirme kolonu yeni, temiz bir
PureLink™ Toplama tiipiine konuldu (Sekil 5). Etil alkol ile hazirlanmig 500 pl
hacmindeki birinci Yikama Tamponu kolona eklendi, sonrasinda 13.000 rpm'de 1
dakika boyunca santrifiijlendi. Sonrasinda, doner kolon yeni, temiz bir PureLink™
toplama tiiptine konuldu. Etanol ile hazirlanmig 500 pl hacmindeki ikinci Yikama
Tamponu kolona eklendi ve 13.000 rpm'de 3 dakika santrifiijlendi. Dondiirme kolonu
steril 1,5 ml'lik bir mikrosantrifiij tiipii igine konuldu. Sonrasinda, kolona yaklagik 100
ul PureLink™ Genomik Yikama Tamponu ilave edildi. Bu islem daha fazla miktarda
DNA elde etmek amaciyla bir kez daha tekrar edildi. Son olarak, oda sicakliginda 1
dakika inkiibasyon gergeklestirildi ve sonrasinda 1 dakika boyunca 13.000 rpm'de
santrifiijlendi. Bdylece saflastirilmis genomik DNA elde edildi. Elde edilen
saflastirilmis DNA PCR islemlerinde kullanilmak iizere -20°C'de muhafaza edilmek

tizere dondurucuya kaldirildi.



Sekil 3. DNA izolasyonunda kullanilan ultrasantrifiij cihazi

Sekil 4. DNA izolasyon kitinde bulunan tampon ¢ozeltiler



Sekil 5. DNA izolasyon kitinde bulunan kolon ve tiipler

Izole edilen DNA’larin miktar ve kalitesi NanoDrop spektrofotometre kullanilarak

kantitatif olarak ol¢iildii.

Tablo 1. izole edilen DNA’larin NanoDrop spektrofotometre degerleri

Ornek Tiir Miktar | A260/A280 | A260/A230 | A260 | A280
Numarast (ng/ul)

1 Ursus arctos 7,8 1,58 1,55 0,16 | 0,10

2 Canis aureus 18,5 1,57 0,60 0,37 | 0,24

4 Martes foina 4,1 1,69 2,67 0,008 | 0,05
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2.2.2 PCR ile DNA amplifikasyonu

Calismalarin ikinci asamasinda, sitokrom oksidaz ¢ alt iinite I geni (COI) polimeraz
zincir reaksiyonu ile ¢ogaltildi. Folmer ve ark. (1994) tarafindan metazoolar i¢in
gelistirilen LCO1490 (5'-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3") ve HC02198
(5'-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3") ileri ve geri primerleri PCR
reaksiyonunda COI gen bolgesinin ¢ogaltilmasinda kullanildi. Toplam hacim 46 ul
olacak sekilde reaksiyon karisimi hazirlandi. PCR’da kullanilan bilegenler, hacimleri
ve Ozellikleri su sekildedir; 33,7 pl ddH20, 0,3 pl Thermo Scientific Tag DNA
Polymerase (5 U/uL), 5 ul 10X Taq Buffer with (NH4)2SO4 MgCl2 (25 mM), 1 ul
Thermo Scientific AINTP Mix (her biri 10 mM konsantrasyonda) 3 pl ileri primer, 3 pl
geri primer. Ornek DNA’sinin hacmi 4 pl olarak PCR tiiplerine ilave edildi. Nihai
reaksiyon karisimlar1 Biorad PCR cihazina yerlestirildi. 95 °C’de 5 dakika olacak
sekilde ayarlanan 6n denatiirasyonu takip eden ve toplamda 35 dongii olan reaksiyon
kosullart; denatiirasyon 95 °C’de 1 dakika, primer baglanmasi1 47 °C’de 1,5 dakika ve
uzama 72 °C’de 1 dakika ve son uzama 72 °C’de 5 dakika seklinde programlandi
(Sekil 6). Primerlerin optimum baglanma sicakligini tespit etmek amaciyla PCR
caligmalarina baglamadan once gradiyent PCR yapildi. Sonug¢ olarak optimum

baglanma sicakliginin 47 °C oldugu tespit edildi (Sekil 7, Sekil 8).
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Edit Protocol 21:00

50 pl d 106°C

TR

Sekil 6. PCR reaksiyon kosullari
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Mews Protocol

Extend °+
Atime/cycle

OK

Sekil 7. Gradiyent PCR i¢in kuyucuk sicakliklar1 (A-H aras1)

Sekil 8. Gradiyent PCR sonuglar1
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2.2.3 Elektroforez ¢calismalari

PCR asamasindan sonra COI gen bolgesinin uygun sekilde ¢ogalip ¢ogalmadigi
elektroforez yontemi ile kontrol edildi. Bu islem i¢in dncelikle 0,50 gram agaroz 50
ml Tris-asetat-EDTA (1X TAE) i¢inde mikrodalgada ¢ozdiiriildii ve jel hazirlandi.
Jelin biraz sogumasi beklendikten sonra igine 2,5 pl goriintilleme boyasi eklendi,
sonrasinda elektroforez tankina dokiildii ve katilasmasi beklendi. Jel katilastiktan
sonra, parafilm tizerinde 5 pl izleme boyasi ve 5 pul PCR ile ¢ogaltilan DNA karistirildi
ve kuyucuklara yiiklendi. DNA’lar 80 voltta 45 dakika elektroforez islemi ile jel
tizerinde kosturuldu (Sekil 9) ve Biorad goriintiilleme sistemi (Sekil 10) ile

goriintiilendi. Sekil 11, Goriintiileme sistemi kullanilarak, amplifiye olmus {iriinlerinin

elektroforez ¢alismalar1 sonrasi jel tizerindeki PCR bantlarini gostermektedir.

Sekil 9. Gii¢ kaynag ve elektroforez tanki
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Sekil 10. Jel goriintiileme sistemi
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Sekil 11. PCR ile ¢ogaltilan COI gen bolgesinin jel elektroforezi

2.3 DNA dizilerinin istatistiksel analizi

DNA dizilemeden kromatogram formatinda gelen COI gen dizileri BioEdit 7.0.9
(Hall, 1999) programi kullanilarak diizenlendi. Her bir dizinin kalitesini kontrol etmek
i¢in, her bir niikleotide karsilik gelen tepe noktalar: (pikler) incelendi ve diistik kaliteli
DNA dizilerinin uglarinin kirpilmasi ve forward (ileri) ve reverse (geri) primerlere ait
DNA okumalarinin hizalanmasimin ardindan bir konsensiis DNA dizisi elde edildi.
(Sekil 12). Konsensiis dizileri, NCBI veritabanindaki BLAST arama araci kullanilarak

varsayilan parametreler uygulanarak tanimlandi.

Tiirler arasindaki evrimsel iliskiler MEGA X (Kumar ve ark., 2018) programi ile analiz
edildi. Kimura 2-parametresine (K2P) gore hesaplanan tiirler arasindaki genetik
uzakliklar temel alinarak Neighbour-Joining (Komsu birlestirme) filogenetik agaci
elde edildi (Kimura, 1980). Filogenetik agacin giivenilirligi 1000 tekrarli bootstrap
(Felsenstein, 1985) istatistigi ile test edildi. Veri setindeki diziler temel alinarak DnaSP
v6 (Rozas ve ark., 2017) yazilimi ile haplotip listesi olusturuldu. Haplotiplere dayali
olarak, median-joining haplotip 6rglisii Network 10.2 programi ile belirlendi (Bendelt

ve ark., 1999).
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Sekil 12. BioEdit programinda COI gen bolgesinin konsensus dizisinin olugturulmasi
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3. BULGULAR

3.1 BLAST temelli tanimlama

Artvin’den elde edilen ii¢ farkli karnivor memeli tiirii, Ursus arctos (bozayi, 1
numarali 6rnek), Canis aureus (altin ¢akal, 2 numarali 6rnek) ve Martes foina (kaya
sansart, 4 numarali 6rnek) 6rneginin mitokondriyal DNA COI gen bélgesinin, sirastyla
559, 517 ve 446 niikleotid uzunlugundaki kismi dizileri NCBI (National Center for
Biotechnology Information) veritabanindaki BLAST se¢enegi kullanilarak (Basic
Local Alignment Search Tool), veritabaninda mevcut olan diger tiirlere ait diziler ile

benzerlik bakimindan (PI, pairwise identity, ikili benzerlik) karsilagtirildi. BLAST

sonrast ilk 10 tiirle eslesmeye ait sonuglar Tablo 2’de gosterildi.

Tablo 2. Artvin’den elde edilen 6rneklere ait ilk 10 siradaki BLAST eslesmeleri

Ornek No | Benzerlik Gosterdigi PI (%) GenBank Erisim
Tur Numarasi
1 U. arctos 100 MG066702.1
1 U. arctos 100 GQ901981.1
1 U. arctos 99,82 0OK512908.1
1 U. arctos 99,82 OK512887.1
1 U. arctos 99,11 0Q318969.1
1 U. arctos 99,11 00Q318968.1
1 U. arctos 99,11 0Q318967.1
1 U. arctos 99,11 OM732477.1
1 U. arctos 99.11 OM732476.1
1 U. arctos 99,11 OM732474.1
2 C. aureus 100 KX156584.1
2 C. aureus 100 NC 067757.1
2 C. aureus 99,81 KX156586.1
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG066702.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YZZBT20A013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/GQ901981.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=Z2H2XPKU016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OK512908.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=Z2H2XPKU016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OK512887.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=Z2H2XPKU016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OQ318969.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=Z2H2XPKU016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OQ318968.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=Z2H2XPKU016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OQ318967.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=Z2H2XPKU016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OM732477.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=Z2H2XPKU016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OM732476.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=Z2H2XPKU016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OM732474.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=Z2H2XPKU016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX156584.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=Z2HGZ42F013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_067757.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=Z2HGZ42F013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX156586.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=Z2HGZ42F013

Tablo 2. Artvin’den elde edilen 6rneklere ait ilk 10 siradaki BLAST eslesmeleri

(devami)
Ornek No Benzerlik Gosterdigi PI (%) GenBank Erigsim
Tir Numarasi

2 C. aureus 99,81 KX156585.1
2 C. aureus 99,81 MZ433379.1
2 C. aureus 99,03 KT448274.1
2 C. simensis 97,10 NC 062616.1
2 C. simensis 97,10 MZ433371.1
2 C. a. cruesemanni 96,91 ON986207.1
2 C. lupus 96,52 MK936996.1
4 M. foina 100 0Q706635.1
4 M. foina 98,88 KX859290.1
4 M. foina 98,88 MT410896.1
4 M. foina 98,65 KY754515.1
4 M. foina 98,65 KY754513.1
4 M. foina 98,43 KY754514.1
4 Castor fiber 98,64 FJ402872.1
4 M. foina 97,31 NC 020643.1
4 M. martes 92,60 KX241534.1
4 M. martes 92,38 0Y734083.1

3.2 Filogeni temelli tanimlama

Omek 1, Ormek 2 ve Ornek 4 ile NCBI’dan (GenBank) indirilen diger karnivor
tirlerine ait COI gen dizileri, Kimura 2 Parametresine gore mesafe temelli bir
filogenetik aga¢ ¢izim yontemi olan Neighbour-Joining (komsu birlestirme) yontemi
ile analiz edildi. Buna gore elde edilen filogenetik agacta Ornek 1 (U. arctos), Ornek
2 (C. aureus) ve Ornek 4 (M. foina) dogru bir sekilde aym tiirlerin yer aldig1 kiimelerin
icine yerlesti. Filogenetik agacta baslica iki klad meydana geldi. Filogenetik agacin
bazalinda yer alan birinci kladda diger Canis tiirleri ile C. aureus ve V. vulpes yer ald1.

Ikinci kladda ise Ornek 4’iin de beraber kiimelendigi Martes tiirleri ile U. arctos yer
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX156585.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=Z2HGZ42F013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MZ433379.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=Z2HGZ42F013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT448274.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=Z2HGZ42F013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_062616.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=Z2HGZ42F013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MZ433371.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=Z2HGZ42F013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON986207.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=Z2HGZ42F013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK936996.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=Z2HGZ42F013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OQ706635.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=Z2MDE25V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX859290.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=Z2MDE25V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT410896.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=Z2MDE25V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY754515.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=Z2MDE25V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY754513.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=Z2MDE25V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY754514.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=Z2MDE25V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ402872.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=Z2MDE25V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_020643.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=Z2MDE25V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX241534.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=Z2MDE25V016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OY734083.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=Z2MDE25V016

aldi (Sekil 13). Tiirler arasindaki evrimsel iliskilerin filogenetik agacin dallanma
bigimine uygun oldugu, haplotip orgiisii ile desteklendi (Sekil 14). Tablo 3 haplotip

listesini gostermektedir.

Sekil 13. K2P mesafesi temel alinarak elde edilen Neighbour-Joining agaci
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Sekil 14. Tiirler arasindaki evrimsel iligkileri gdsteren haplotip 6rgiisii
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Tablo 3. COI gen dizilimine gore haplotip listesi

Haplotip | Haplotip GenBank Erisim Numarasi Tiir
Numarast | Frekansi
1 5 Ornek 1, MG066702.1, GQ901981.1, U. arctos
0OK512908.1, OK512887.1
2 6 0Q318969.1, 0Q318968.1, 0Q318967.1, U. arctos
OM732477.1, OM732476.1,
OM732474.1
3 4 Ornek 2, KX156584.1, NC_067757.1, C. aureus
KT448274.1

4 3 KX156586.1, KX156585.1, MZ433379.1 C. aureus
5 2 NC 062616.1, MZ433371.1 C. simensis
6 1 ON986207.1 C. a. cruesemanni
7 1 MK936996.1 C. lupus
8 2 Ornek 4, 0Q706635.1 M. foina
9 2 KX859290.1, MT410896.1 M. foina
10 3 KY754515.1, KY754513.1, FJ402872.1 | M. foina ve C. fiber
11 1 KY754514.1 M. foina
12 1 NC_020643.1 M. foina
13 1 KX241534.1 M. martes
14 1 0Y734083.1 M. martes
15 1 KX156592.1 V. vulpes
16 1 KX156593.1 V. vulpes

Bunun yani sira, Kimura 2 parametresi temel alinarak tiirler arasinda hesaplanan

genetik uzaklik degerleri, filogenetik analiz ile elde edilen Neighbour-Joining agacinin

dallanma bi¢imini iyi sekilde destekledi. Buna gore U. arctos’un C. aureus ve M.

foina’ya olan genetik uzakliklar1 sirasiyla % 23,9 ve % 22,9 iken, C. aureus ile M.

foina arasindaki genetik uzaklik degeri % 24,5’ti. Yakin akraba iki tiir olan C. aureus

ve C. lupus arasindaki genetik uzaklik ise %3.2’ydi (Tablo 4).

U. arctos’'un COI gen diziliminin niikleotid frekanslar1 A, C, G ve T igin sirasiyla
%23,1, %25.9, %20 ve %30,9 iken, bu degerler C. aureus’ta sirasiyla % 25, % 25,7,
% 17,4 ve % 31,9 ve M. foina’da ise % 26,5, % 25,8, % 19,1 ve % 28,7’ydi.
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Tablo 4. COI gen dizilimine gore tiirler arasindaki K2P mesafesine gore hesaplanan
genetik uzakliklar ve standart hata degerleri

Tiirler 1 2 3 4 5 6 7 8
1. U. arctos 0,023 | 0,023 | 0,023 | 0,023 | 0,024 | 0,024 | 0,024
2. C. aureus 0,239 0,007 | 0,007 | 0,007 | 0,024 | 0,022 | 0,017
3. C. simensis 0,238 | 0,028 0,008 | 0,007 | 0,023 | 0,022 | 0,016
4. C. a. crusemanni | 0,228 | 0,027 | 0,035 0,007 | 0,024 | 0,022 | 0,017
5. C. lupus 0,233 | 0,032 | 0,031 | 0,031 0,023 | 0,022 | 0,016
6. M. foina 0,229 | 0,245 | 0,231 | 0,242 | 0,240 0,012 | 0,024
7. M. martes 0,229 | 0,223 | 0,217 | 0,222 | 0,227 | 0,084 0,024
8. V. vulpes 0,244 | 0,154 | 0,145 | 0,158 | 0,150 | 0,240 | 0,237
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4. TARTISMA

Gliniimiizden yaklagik 20 yil Once yapilan c¢aligmalarda hayvan mitokondriyal
DNA’sinin 1545 niikleotid uzunlugundaki sitokrom oksidaz ¢ alt iinite I (COI) gen
diziliminin yaklasik 648 niikleotid uzunlugundaki bir bélgesinin tiirler arasinda yiiksek
oranda degiskenlik gosterdigi, tiir icinde ise benzer oldugu ve bu nedenle tiir
tanimlamalarinda taksonomistlere ¢alismalarinda kolaylik saglayabilecek bir barkod
gen oldugu ileri siiriilmiistiir. Bunu miiteakip olarak “The Barcode of Life Data
System” (BOLD, Yasam Barkodu Veri Sistemi) adinda bir veritaban1 gelistirilmistir.
Bu veritabani, farkli canli gruplarindan elde edilen DNA barkod verilerinin bir arada
toplanmasin1 ve kamu tarafindan kolaylikla erisilip kullanilmasini destekleyen
cevrimigi bir veritabanidir (URL-1). Bugiin (6 Subat 2024) itibar1 ile bu veritabaninda
3909 memeli tiiriine ait barkod gen dizilimi bulunmaktadir ve bunlardan 212’si de

karnivor memeli tiirlerine aittir.

Ulkemizde karnivor memeli hayvanlar iizerine mitokondriyal DNA temelli ¢ok sayida
calisma mevcuttur (Ibis ve ark. 2014, Ibis ve ark. 2015, Aksdyek ve ark. 2017,
Telcioglu ve ark. 2019, Sosale ve ark. 2023). Bu ¢alismalarda kizil tilki (V. vulpes) ve
altin cakalin (C. aureus) mitokondriyal DNA’sinda bulunan sitokrom b ve kontrol
bolgesi dizilerine ilaveten, tim genom dizilimleri de kullanilarak bu tiirlerin
taksonomileri, filogenileri ve genetik cesitlilik seviyeleri arastirilmistir. Bunlara
ilaveten, Aksdyek ve ark. (2017) Canide familyasindaki {i¢ tiir tizerine (C. aureus, C.
lupus ve V. vulpes) DNA barkodlama caligmasi yapmiglardir. Yapilan ¢alismanin
sonucunda her ii¢ tiiriin de benzersiz barkod dizilerine sahip oldugu ve bu barkod
dizilerin higbirinin tiirler arasinda paylasilmadigini ortaya koymuslardir. Bu tez
calismasina konu olan tiirler, Aksdyek ve ark. (2017)’nin sonuglari ile uyumlu bir
sekilde tiir iginde benzerlik gostermisler, ancak, filogenetik analizler sonucunda diger
tiirler ile yiiksek seviyede genetik farklilik gostermislerdir. Buna gore U. arctos’un C.
aureus ve M. foina’ya olan genetik uzakliklar1 sirasiyla % 23,9 ve % 22.9 iken, C.
aureus ile M. foina arasindaki genetik uzaklik degeri % 24,5’tir. Yakin akraba iki tiir
olan C. aureus ve C. lupus arasindaki genetik uzaklik ise %3.2’dir. Aksdyek ve ark.

(2017), elde ettikleri genetik mesafe degerlerinin bazi memeli gruplari arasinda
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bulunan ortalama farkliliklara denk geldigini ifade ederek, tiirler i¢indeki ve tiirler
arasindaki ortalama dizi farkliliklarini %0,61 ve %12,32 olarak hesaplamislardir. Bu
tez calismasinda hesaplanan genetik mesafe degerleri bu caligmanin ortaya koydugu

sonuclarla yaklasik degerlere sahiptir.

Filogenetik analizler ve haplotip 6rgiisii analizleri bu tez kapsaminda ¢alisilan iig tiiriin
barkod bolgelerinin diger tiirlerden kolaylikla ayrilabilmesini sagladigimi ve
taksonomik ag¢idan yapilacak ¢alismalara, COIl gen dizilimin kendine 0zgii
karakteristiginden dolayi, yani DNA barkodu olarak kullanilabilir oldugundan dolay1
yardimct olabilecegini gostermistir (Hebert ve ark. 2003a, Hebert ve ark. 2003a
2003b). NCBI iizerinden yapilan BLAST sorgulamasi bu sonuglar1 desteklemektedir.
Her ¢ tiir i¢in yapilan sorgulamada, U. arctos, C. aureus ve M. foina’ya ait COI gen

dizilimleri, ilk siralarda yliksek oranda (%100) ayni tiirler ile eslesmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu c¢aligmanin sonuglarina gore, Tiirkiye’de yasayan bazi karnivor memeli tiirlerinin
DNA barkod bolgesi olarak bilinen COI gen diziliminin elde edilmesiyle oncelikli
olarak bu tiirlerin, bu belirte¢ kullanilarak birbirlerinden yiiksek yiizde ile dogru bir
sekilde ayrilabilecegi soOylenebilir. Bu bakimdan, DNA barkodlarinin memeliler
tizerine yapilan taksonomik ¢aligmalara kolaylik saglamasi agisindan fayda saglayacak
bir molekiiler belirteg oldugu da diisiintilebilir. Bunun yani sira, bu ¢alisma ile elde
edilen mitokondriyal DNA COI gen dizilimleri, biyolojik ¢esitlilik ve koruma
biyolojisine yonelik gelecek yillarda yapilacak ¢aligmalar i¢cin dnemli veriler olarak
kullanilabilir. Boylece tiir seviyesinde saglanan bu genetik bilgiler Tiirkiye biyolojik
cesitliliginin ortaya konmasi agisindan da ayrica 6énemlidir. Bu ¢alismaya konu olan
tiirlerin hem mitogenom hem de niikleer genom bdlgelerine iliskin ilave genetik
bilgilerin elde edilmesi ile, bu tiirlerin filogenileri ve taksonomik durumlari ile iilkemiz

biyolojik ¢esitliliginin daha iyi bir sekilde anlasilabilecegi siiphesizdir.
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