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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

BAZI TABANUS(TABANIDAE, DIPTERA) TURLERININ GENOMIK
DNA’LARININ RAPD-PCR TEKNIiGi iLE INCELENMESI

Oge ARTAGAN

Anadolu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dal

Damisman: Yard. Dog¢. Dr. Filiz ALANYALI
2008, 46 sayfa

Sistematik ¢alismalarinda birgok canli tiiriniin siniflandirilmasi morfolojik
Ozellikleri vasitasiyla yapilmaktadir. Ancak son yillarda artan cevre kirliligi ve
iklim degisiklikleri canlinin morfolojik 6zelliklerinde degisikliklere neden
olmaktadir. Tirlerin tanimlanmasi, genetik uzakligin belirlenmesi ve
polimorfizmin saptanmasinda morfolojik 6zelliklerin  yaninda molekiiler
isaretleyicilerin kullanilmasi, olduk¢a dnemlidir. Rastgele ¢ogaltilmis polimorfik
DNA Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RAPD-PCR) teknigi ekonomik, hizli olmasi
ve genomik bilgiye ihtiyag duyulmamasi nedeniyle genetik uzakliklarin
belirlenmesi igin tercih edilmistir.

Bu calismada, bazi Tabanus tiirlerinden izole edilen DNA’larin 20
primerle amplifikasyonu denenmistir. Denenen primerlerden 3 tanesinin verdigi
amplifikasyon sonuglarina gore bu tiirlerin, birbirine olan uzaklik dereceleri
belirlenmistir. RAPD-PCR teknigi Tabanus tiirleri i¢in genetik uzakliklarin

belirlenmesinde kullanilabilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler : Tabanus, RAPD-PCR, Genetik uzaklik, Filogeni, DNA



ABSTRACT

Master of Science Thesis

INVESTIGATION OF GENOMIC DNA OF SOME OF THE
TABANUS(TABANIDAE, DIPTERA) SPECIESES BY RAPD-PCR
TECHNIQUE

Oge ARTAGAN

Anadolu University
Graduate School of Sciences
Biology Program

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Filiz ALANYALI
2008, 46 pages

In systematic studies, many species have been classified according to
morphological criteria. However, recently occuring environmental pollution and
climatological changes leads to some changes in morphologic features of
organisms. Together with morphologic properties, using molecular markers for
identification of species, determination of genetic distance and detecting
polymorphism is quite important. Randomly Amplified Polymorphic DNA
Polymerase Chain Reaction (RAPD-PCR) technique is preferred in order to
determine genetic distances since it is economical and rapid and also it does not
require genomic information.

In this study, the amplification of 20 primers with genomic DNA isolated
from some Tabanus (Tabanidae Diptera) species is tested. According to the
amplification results of 3 primers tested, the degrees of diversity from one another
are showed. It is demonstrated that RAPD-PCR technique could be used to

determine genetic distances for Tabanus species.

Keywords : Tabanus, RAPD-PCR, Genetic distance, Phylogeny, DNA
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1.GIRIS

1.1 Tabanidae’nin Sistematik ozellikleri

Dipterlerin  Tabanidae familyas1 tiirlerinin disileri evcil sicakkanl
hayvanlardan, bazilar1 insanlardan kan emerler, bu sirada bir ¢ok hastalig
etkeninin bulagsmasina neden olurlar, ayni zamanda hayvanlarda et ve siit
veriminde Onemli kayiplara neden olurlar. Zararhilarla savasimda, bunlarin
biyolojilerinin ayrintili olarak arastirilmasinin biiyilk 6nemi vardir (Kilig 1994,
Ferreira ve ark. 2002, Barros 2007, Barros 2001).

Birgok canli tiirinlin smiflandirilmasi morfolojik 6zellikleri ve eseysel
organlarinin yapilar1 vasitasiyla yapilmaktadir. Fakat son yillarda canlilarin yasam
ortamlarindaki bozulmalar, iklim degisimleri ve g¢evre kirliligi canlilarin
morfolojik ozelliklerinde degisimlere neden olmaktadir. Bu agidan morfolojik
simiflandirmanin molekiiler veriler ile desteklenmesi son yillarda gittikce 6nem
kazanmistir (Spakulova ve ark. 2000, Tiirkoglu ve Koca 2002, De Prins ve ark.
2002, Spakulova ve ark. 2002)

Tabanidler asil zararlarim1 birgok saglik problemine neden olarak
gosterirler. Ayni giin icersinde degisik insan ve hayvanlardan kan emdikleri i¢in
bircok hastaligin tasiyici vektorii olabilmektedirler. Ornegin Tabanus tiirleri kan
emme iglemini sik stk kesmeleri ve konukgu degistirmeleri nedeniyle, Infectious
anemia vd. gibi birgok viriisiin, Bacillus anthracis, Francisella tularensis vb. gibi
bircok bakterinin ve Thrypanosoma sp. vd. gibi birgok protozoonun mekanik
tagiyicisi olmaktadirlar (Chvala ve Jezek 1997, Squitier 1998, Barros 2001, Barros
1996, Ferreira ve ark. 2002, Demirsoy 2003, http—3).

Tabanidlerin kan emmeleri bir¢ok sorunu beraberinde getirmektedir. Sicak
bir giinde evcil hayvanlardan 6zellikle de sigirlardan toplu halde 100 cm® kan
emebilmektedirler. Bu da et ve siit verimini biiyiik Olgiide diistirmektedir.
A.B.D.’de yapilan bir arastirmada Tabanidae tiirlerinin neden oldugu zararin yillik
40 milyon dolara ulastig1 belirlenmistir (Perich ve ark. 1986, http—1).

Tabanidler kan emme sirasinda tiikiiriikk bezlerinden kanin pihtilagmasini
onleyen (Antikoagulin) ve toksik etkilere sahip tlkiiriik salgilar

salgilamaktadirlar. Bu nedenle sinek konukg¢u hayvandan uzaklastiktan sonra da



yara bir siire kanamaya devam eder. Bu nedenle bir¢ok evcil hayvanin 6glen
saatlerinde kan icinde kalarak c¢ok rahatsiz oldugu goriilir. Bunun disinda
kanayan bu bolgeler baz1 asalak bocekler igin ikincil beslenme bolgeleridir ve bu
bolgeler bir¢ok mikroorganizmanin enfeksiyonuna ve iiremesine karsit oldukca
savunmasizdir. Ayrica 1sirmadan sonra 3-4 saat rahatsiz edici sizlama, bazi
insanlarda ve hayvanlarda 10-15 saat siirebilen sislikler meydana gelebilmektedir
(Boyes ve Wilkes 1972, Chvala ve Jezek 1997, Barros 2001, Ferreira ve ark 2002,
Demirsoy 2003, http-1).

Tabanidae erkekleri ise bitki 6z suyu ve yumusak viicutlu boceklerin viicut
stvilari ile beslenirler, kan emmezler (Chvala ve Jezek 1997, Barros 2001, Ferreira
ve ark. 2002, Demirsoy 2003, http—3).

Tabanidae ait birgok tiiriin disileri sig1r, deve, at, esek, katir, geyik, domuz,
kopek, kus gibi gesitli evcil ve yabanil hayvanlardan, hatta insanlardan kan
emmektedir. Bunun yani sira bazi Tabanidae tiirlerinin, timsah (Barros 1996,
Medem 1981, Henriques ve ark. 2000), kum kertenkelesi, deniz kaplumbagasi,
kara kaplumbagasina (Philip,1983), anakonda (Philip, 1986) saldirdiklar:
bilinmektedir.

Tabanidler, baz1  patojenleri ve parazitleri biyolojik  olarak
tasiyabilmektedirler. Bu hastalik etkenleri bulastiriimadan 6nce belirli bir donem
sinek viicudu igerisinde gelisimini tamamlar (6rn. Loa loa). Ancak tabanidlerin
biyolojik vektorliigii ¢ok fazla yaygin degildir. Daha yaygin olarak tabanidler kan
bulasmis agiz parcalar1 ile hastalik etkenlerinin mekanik vektorligiini

yapmaktadirlar (Gary ve Lance, 2002; Lehane, 2005).

1.2 Tabanidlerin Yasam Doéngiileri

Tabanidae tiirleri holometabol sineklerdir. Bu nedenle yasam dongiisti
yumurta, larva, pupa ve ergin olmak tizere dort evreden meydana gelir.

Ciftlesme erken saatlerde yani gilinesin dogusundan sonra ya da giines
batisindan Once olmaktadir. Erkekler, giin 1s18inda genel olarak ormanlik
alanlarda veya ormanlarin kenarlarindaki agaclarin arasinda bulunurlar. Uguslari

oldukca karakteristiktir. Bir noktada hareketsiz kalirlar ve aniden ileriye firlarlar.



Ortaya ¢ikan disiler ¢iftlesme alanina ugarlar ve havadaki erkeklerle ciftlesirler.
Kopulasyon havada baslar fakat bazi tiirlerde ¢evredeki bitkiler {izerinde oldugu
gorilmistiir. Ciftlesme islemi yaklasik 5 dakika siirer.

Ergin disiler ¢iftlesip kan emdikten 4—7 giin sonra yumurtlamaya baglarlar.
Yumurtalar giinesli giinlerde ve giiniin sicak saatlerinde su kenarlarindaki sarkik
agac yapraklar1 ¢ikintili kayalar, dallar ve aquatik vejetasyon gibi dikey bir ylizey
lizerinde tabakalar halinde birakilir. Yumurtlama siiresi tlirleri gore degisiklik
gostermektedir.

Yumurtalarin birakildigi yiizey her zaman dogrudan dogruya larvalarin
gelisimini destekleyen 1slak zemindir. Disi ¢ok kalabalik olan vejetasyona
yumurtalarini birakmaz. Yumurtalar gelisimini 1-3 hafta icinde tamamlar. Bu
siire hava kosullarina, 6zellikle nem oranina bagl olarak degisebilmektedir. Nem
orant % 80’in altina diistiiglinde yumurta i¢indeki larva devresi de uzamaktadir.
Yumurtadan ¢ikan larva su dibine camur ve detritus i¢ine iner veya nemli toprak

icine girerler (Chvala ve ark. 1972, Chvala ve Jezek 1997).
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Sekil 1.1: Tabanidlerin yagam dongiileri

1.3 Tabanidlerin Morfoloji

Tabanidae tiirlerini genellikle biiyiik yapilari, gogiislerinin genisliginden
daha genis bas kisimlari ile hemen tanimak miimkiindiir (sekil 1.2, sekil 1.3).
Viicut uzunluklar kiigiik tiirlerde 7-10 mm. kadar olurken Tabanus tiirleri gibi
biiylik tiirlerde 20-30 mm. ye ulasabilmektedir. Tabanidae tiirleri ¢ogunlukla
siyah, esmer, turuncu, yesil renklere sahiptir (Chvala ve Jezek 1997, Demirsoy
2003).



Sekil 1.2: Tabanidae ergininde () genel viicut yapisi (Tabanus autumnalis).

Sekil 1.3: Tabanidae ergininde () genel viicut yapisi (Tabanus unifasciatus).



1.4 Sistematik Calismalarinda DNA Kullanilarak Cahsilan Temel Metodlar

1.4.1 DNA-DNA Hibridizasyonlari

Niiklear DNA hibridizasyonuna dayali DNA-DNA hibridizasyonunda ilk
basamak olarak ¢ift iplikli DNA molekiiliiniin izolasyonu RNA ve proteinlerin
DNA’dan uzaklastirilmasidir. Alkali yada 1siya maruz kalan DNA da ¢ift
zincirdeki hidrojen baglar1 kopar ve tek zincir haline gelir. Farkl tlirlerden elde
edilen tek zincirli DNA iplikleri uygun kosullar altinda bir araya getirildiginde
birbirini tamamlayabilen iplikler tekrar hidrojen baglarinin kurulmasiyla cift
zincir formuna doniisiir. Birbirinin komplementeri seklinde birbirini tamamlayan
farkl1 tiirlere ait tek zincirler ¢ift zincirli yeni formunu olusturur. Evrimsel olarak
birbirine yakin akraba olan tiirlerde DNA hibridizasyonu daha yiiksek verimle
gerceklesir. Bu teknikte, tek zincirli DNA’lar1 biri radyoaktif olarak isaretlenir ise
isaretli olanin hangi DNA ile hibridize oldugu anlasilir. Verimli sonug
alinmasinda reaksiyon kosullar1 onemli bir yer tutmaktadir. En Onemli
paremetreler sicaklik ve tuz konsantrasyonudur. DNA’nin yeni hibrid formu
kromatografi ya da santrifugasyon ile dlciilebilir. Teknik nisbeten pahali ve uzun

zaman gerektirir (Giilbitti Onarici ve Siimer, 2003).

1.4.2 Restriksiyon Enzim Analizi

Bakterilerden izole edilen Restriksiyon endoniikleazlar olarak adlandirilan
bir grup enzim ¢ift iplikli 6zgiin DNA dizilerini keser. RE’ler Tip I, Tip II ve Tip
IIT olmak tizere ii¢ gruba ayrilirlar. Tip I RE’ler DNA’y1 tanidig1 bolgeden 1000
baz ciftlik uzaklikta 6zgiil olmayan yerlerden asimetrik olarak kesmektedirler. Tip
IIT RE’ler ise DNA’y1 tanima bolgesinden 24-26 baz ciftlik uzakliktan keserek 5-7
baz ¢iftlik asimetrik fragmentler olusturmaktadirlar. Tip I ve Tip Il RE’ler kesim
sirasinda ATP’ye ihtiya¢ duyarlar Tip II RE’ler kesim sirasinda enerjiye ihtiyag
duymazlar ve DNA’y1 tanima bolgesinden keserek 4-8 baz ciftlik kiit u¢ veya
yapiskan ug seklinde palindromik fragmentler olusturmaktadirlar. Tip IT RE’ler bu
sahip olduklar1 &zelliklerinden dolayr genelde filogenetik calismalarda



kullanilirlar. Restriksiyon enzimi ile kesilen fragment sayisi enzimin DNA
lizerinde tanmidigi spesifik bolge sayisina baglhidir. Niikleotit dizisindeki
degisiklikler RE tanima boélgelerini etkiler. Farkli tanima bdlgelerinin varligi
tiirlerin karsilastirilmasina yardimci olur(Solak ve ark. 2000, Giilbitti Onaric1 ve
Siimer 2003). DNA’da meydana getirilen fragmentlerinin biiyiikliigii ve sayisini
karsilagtirilarak RFLP(Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi) yontemiyle
analiz etmek miimkiindiir (Meghen ve ark. 2002; Anonim 2005).

Goriilen fragment say1 farkliliklari, mutasyonlar veya ilgili molekiildeki
restriksiyon kesim bolgelerinin varligi veya yoklugu ile agiklanmaktadir. Bu
teknik, niikleer ya da mtDNA’da genis bir uygulama alanit bulmustur. Genetik
uzaklik, polimorfizmin belirlenmesi, ortak ebeveyn veya prenatal tani, gen
klonlanmasi, doku tiplemesi, enfeksiyon ajanlarmin tespiti gibi g¢aligmalarda
uygulanmaktadir. (Meghen ve ark.. 2002; Anonim 2005).

RFLP yonteminde RE DNA molekiilii izerinde farkli tanima bolgelerine
sahip enzimler yardimiyla molekiill iizerindeki dizi farkliliklart tesbit
edilebilmektedir. DNA molekiilii 6zgiil RE ile belli bir niikleotid sirasini tantyip
kesim yapar farkli uzunluklarda fragmentler olusur ve jel elektroforezinde
gozlenir. DNA molekiilii iizerinde meydana gelen degisiklikler restriksiyon
enzimlerinin spesifik kesim bdlgelerinin kaybolmasmma ya da yeni kesim
bolgelerinin ortaya ¢ikmasina, sonucta kesilen parca biiyiikliiklerinin degisimine

neden olur.

1.4.3 Klonlama

Sistematik ¢aligsmalarinda biiyiik miktarlarda saf DNA ya ihtiya¢ vardir.
Klonlamada ilk basamak restriksiyon endoniikleazlar ile DNA’nin kesilmesidir.
Bir diziyi klonlamak icin, ilgili DNA dizisi ve plazmit kesilir ve komplementer
uclar olusturulur. Uygun kosullar altinda kesilmis parcalar karistirilir (bir araya
getirilir) ve plazmit DNA’s: ilgili DNA dizisi ile biitiin olusturur. DNA ligaz
enzimiyle parcalar birlestirilir ve olusan yeni DNA’ya rekombinant DNA denir.
Rekombinant DNA bakteri i¢ine sokulur. Ilgili DNA bélgesini igeren bakteri
diisiik derecelerde uzun siire saklanabilir. Ihtiya¢ duyuldugunda stok’dan kiiciik



miktarlarda alinarak sivi besi yerine asilama yapilarak g¢ogaltilabilir(Giilbitti

Onaric1 ve Siimer, 2003).

1.4.4 DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi sistematik caligsmalarinda yeni bir yaklasim olmasina
ragmen filogenetik iligkilere molekiiler yaklasimda en ¢ok kullanilan teknikler
arasindadir. Dizi analizinde; Tag DNA polimeraz veya sekans enzimlerinden
birisi  kullanilarak dizisi saptanacak DNA iplik¢iginin  komplementeri
sentezlenebilmektedir. Calismalarin ¢ogunda zincir uzamasinin sonlandirilmasi
metodu kullanilmaktadir. Bu yontem, DNA polimerazlarin dNTP’ler yaninda,
deoksiribozun 3’ pozisyonunda OH grubu tasimayan ddNTP’leri substrat olarak
kullanilmalar1 esasina dayanir. Sentezlenen DNA iplik¢igine dNTP eklendiginde
uzama devam ederken, ddNTP eklenmesi halinde zincir uzamasi durmaktadir.
Kalip DNA’lar, primer, dNTP karisimi ve enzimin konuldugu dort reaksiyon
tiipliniin her birine bir ddNTP eklenmesinden sonra baglanma ve uzama islemleri
uygulanmaktadir. Bdylece reaksiyon tiiplerinde farkli uzunluklarda DNA
parcalarinin olusmasi gerceklesmektedir. Sonugta ortaya ¢ikan farkli uzunluktaki
DNA pargalar1 poliakrilamid jelde elektroforeze tabi tutulmaktadir. Dizi analiz
sonucunu goriiniir hale getirmek i¢in radyoaktif madde, kemiliiminesans veya
floresan veren boyalarla isaretleme yapilmaktadir. Dolayisiyla bu molekiil zincir
uzamasini durdurur ve zincirin son niikleotidini olusturur. Yeni sentezlenen DNA
molekiilleri denature poliakrilamid jel elektroforezi ile ayrilir ve otoradyografi ile
goriintiilenir. Taksonomistler i¢in genlerin genetik varyasyonunu dogru tahmin
etmenin en kesin yolu DNA dizi analizi olarak goriilmektedir. Ancak DNA baz
dizi bilgilerinin elde edilmesi uzun caba, zaman ve maliyet gerektirdigi i¢in son
olarak tercih edilir (Giilbitti Onaric1 ve Siimer, 2003; Hwank ve Kim 1999; Utiik
ve ark, 2005).



1.4.5 PCR ve PCR bazh Parmakizi Teknikleri

PCR metodu klonlamaya gerek kalmadan DNA’nin milyonlarca
kopyasimnin elde edilmesini saglayan bir metod oldugu i¢in tercih edilen bir
yontemdir. Cok kiiclik miktarlardaki kalip DNA’dan spesifik DNA parcalarmin
amplifikasyonunun in vitro olarak termal cycler yardimiyla gerceklestirilmesi
PCR bazli parmak izi teknikleri yakin akraba tiirler arasinda ve populasyondaki
bireyler arasinda, RAPD-PCR, AFLP, gibi ¢ok cesitli tekniklerle genetik
cesitliligin tahmini i¢in basarili bir sekilde gelistirildiler. Bu teknikler genetik
haritalandirma ve diagnostik uygulamalar i¢cin DNA isaretleyicileri olustururlar.
DNA’nin kismi PCR amplifikasyonuna dayanan RAPD isaretleyicileri kisa
oligoniikleotit dizilerini olusturur. Bireyler arasindaki polimorfizmler primer
baglanma boélgelerindeki farkliliklardan kaynaklanmaktadir. RAPD isaretleyicileri
agaroz jel elektroforezi yardimiyla kolayca analiz edilir. AFLP DNA’nin
restriksiyon endoniikleaz enzimleriyle kesilmesi ve kesilen uglara adaptorlerin
ligasyonu, olusan pargalarin PCR ile ¢ogaltilmasi ve olusan pargalarin
poliakrilamid jelde analizi islemlerini kapsar. AFLP isaretleyicileri bitki ve
hayvan iiretiminde, tibbi teshis, adli tip ve mikrobiyal tiplemeyi de igeren birgok
DNA parmakizi tekniginde yiiksek hassasiyete sahiptir (Giilbitti Onarict ve
Stimer, 2003).

1.5 Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD-PCR)

Molekiiler biyoloji ¢alismalarinda genetik polimorfizmi saptamak igin ¢ok
sayida DNA isaretleyicileri gelistirilmistir. Son yillarda DNA isaretleyicileri
gelistirmek i¢in en sik kullanilan teknik RAPD-PCR teknigidir. RAPD
isaretleyicileri, kisa ve rastgele oligoniikleotit primerleri kullanilarak, bilinmeyen
DNA dizilerinin amplifiye edilmis f{irtinleri olduklarindan, 6nceden dizinin
bilinmesi gerekmez. RAPD tekniginin ucuz, kisa siirede ¢ok sayida DNA
isaretleyicisi gelistirmedeki etkinligi onemlidir (Bardakei, 2001). Polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) DNA’daki 6zgiin bolgelerin klonlamaya gerek duyulmadan

milyonlarca kopyasinin primerler vasitasiyla enzimatik olarak in vitro olarak
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sentezlenmesidir RAPD niikleotit dizilimi rastgele se¢ilmis primerler kullanilarak
yapilan polimeraz zincir reaksiyonudur, niikletid dizi bilgisine sahip olmaksizin
tiir i¢ci ve tlrler aras1i polimorfizmin belirlenmesini saglar. Giliniimiizde PCR;
dogada yasayan cesitli canli tiirlerinin tanisi, tiirler arasindaki polimorfizmin
belirlenmesi, evoliisyon c¢alismalari, DNA haritalamasi, tohum safliginin
belirlenmesi, babalik tayini, HIV,Chlamydias gibi cesitli hastalik patojenlerinin
tanisi, genlerdeki somatik mutasyonlarin belirlenmesi, adli tip gibi cesitli
alanlarda kullanilmaktadir (Ar1 S., 2008).

PCR molekiiler biyoloji c¢alismalarinda giivenilir ,¢abuk, kolay
uygulanabilir olmasi spesifik, az miktarda DNA ile ¢aligilabilmesi, sekans
bilgilerine gereksinim duyulmamasi, tim genomun incelenmesine olanak
saglamas1 ve RFLP’den daha fazla polimorfizm elde edilmesi nedeniyle tercih
edilir(Utiik ve ark., 2005).

RAPD-PCR teknigi kullanilarak iki farkli kelebek tiirii olan Pieris
brassica ve P.indica (Family: Pieridae)’nin genetik benzerlik ve farkliliklar1 2
primer (P12, P17) kullanilarak ortaya konmustur (Sharma ve ark., 2006).

RAPD-PCR teknigi kullanilarak farkli kuluchanedeki damizlik gokkusagi
alabaliklar1 (Oncorhynchus mykiss) arasindaki genetik cesitlilik belirlenmistir
(Akhan, 2005).

Bemisia tabaci’nin (beyazsineklerinin) Iberian populasyonunun genetik
cesitliligi RAPD-PCR yontemiyle calisilmistir (Moya, 2001).

Tiirkiyede yetisen ve nikeli yapraklarinda biriktirme o6zelligi nedeniyle
ekolojik degeri olan bazi Alyssum L.(Brassicaceae) tiirleri arasindaki tiir ici
polimorfizm RAPD-PCR yontemiyle belirlenmistir. Calismada toplam 42 primer
denenmis bunlardan 5 primer polimorfik bantlar vermis ve OP118 genetik
uzakligin tanimlanmasi i¢in se¢ilmistir (Babaoglu, 2004).

Sex kromozomlarinin morfolojik ayirimlart birgok balikda belirgin
degildir. Nil tilapia baliginin (Oreochromis niloticus) rastgele c¢ogaltilmis
polimorfik DNA (RAPD) markerler1 kullanilarak cinsiyet ayirimi yapilmistir
(Bardake1, 2000).

RAPD-PCR teknigi kullanilarak Cochliomyia hominivorax tiiriiniin alt1

tanesi giineydogu Brezilya’dan, bir tanesi kuzey Arjantin’den olmak iizere yedi
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popiilasyon arasindaki genetik ¢esitlilik ¢alisilmistir. RAPD-PCR’da kullanilan 12
primer icin yiiksek oranda ¢esitlilik gdzlenmistir. Bu markirlarla elde edilen
sonuglarla yalnizca potansiyel gen akisi degil, bunlarin genetik iliskileri de
belirlenmistir. Sonuglar Cochliomyia hominivorax popiilasyonlarinda taranan alt
boliimlerin RAPD ile agiklanabildigini gostermistir (Infante ve ark. 1999).

Entomolojik aragtirmalar icin birbirinden farkli DNA isaretleyicileri
bulunmaktadir. DNA isaretleyicileri ¢ok kii¢iik miktarlarda saklanmis, kuru ya da
eski ornekler kullanilarak ¢alisilabilmektedir. Intra ve inter spesific ayirimlarda
genis uygulama alanina sahiptir (Loxdale ve Lushai, 1998).

RAPD-PCR  onceki ¢alismalarda  sivrisineklerin(Wilkerson 1995,
Ballinger-Crabtree, 1993), ¢ekirgelerin (Chapco, 1992), midyelerin (Raich, 1993)
tiirlerinin tanimlanmasinda kullanilmistir.

Bir Diptera olan Cochliomyia hominivorax, heniiz erginlesmedigi
donemde, Cochliomyia macelloria’ya morfolojik olarak benzer. Burada RAPD-
PCR’1n kullanim1 bu iki tiir i¢in gelisen molekiiler genetik markir olarak ortaya
cikmaktadir. Yedi adet giivenilir ve tekrar {iretilebilen markir; her tiir i¢in dort
popiilasyondaki beser tane bireyin DNA’lartyla test edilmistir. Bu yedi primerden
elde edilen verilerin analizleri bu tiirlerin popiilasyonlar1 arasinda tiirler arasi
polimorfizm oldugunu géstermistir. Istatistik sonuclar1 iki tiirii ayirt etmek igin
RAPD-PCR tekniginin yeterliligini % 100 destekler niteliktedir (Skoda ve Foster,
2002).

Kolombiya, Venezuela, Hollanda Antilleri, Porto Riko’dan elde edilen
ondort Artemia 6rnegi ve Artemia franciscana, iistiin tiirlere ait olan Amerika’dan
alinan referans ornekleri, genetik farkliliklarini gostermek icin RAPD teknigiyle
analiz edilmistir. Kolombiya, Venezuela ve Hollanda Antilleri igerisinden 2 6rnek
incelenmis ve 2 farkli grup tesbit edilmistir (Camargo ve ark.. 2002)

Tuzlu su karidesi olan Artemia, biseksiiel ve partenogenetik formlari olan
kolektif olarak asir1 tuzlu bolgelerde yasayan canli grubudur. Son zamanlarda,
Tibet’te 4490 m yiikseklikte bir karbonat goliinde tanimlanan A. tibetiana, ¢apraz
tiretkenlikleri i¢in eski (A. salina, A. urmiana, A. sinica.) ve yeni diinya tiirleri (A.
franciscana) farkliliklari RAPD ve allozim yontemleri ile karsilagtirilmistir
(Abatzopoulos, 2002).
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Enchytraeus variatus ve Enchytraeus crypticus (Annelida), laboratuar
sartlarinda genellikle caprazlanamayan iki tiirdiir. Isik mikroskobunda ayirt etmek
mimkiin degildir elektron mikroskobunda bile zor ayirt edilebilirler. Ancak
biyokimyasal olarak ii¢ allozimleri ile ayirt edilebilirler. 15 farkli oligoniikleotid
primerle RAPD-PCR teknigi denenmis ve iki tiir arasinda genetik farklilik
belirlenmistir. Uzunluklart 260°dan 1800 bp’ye kadar degisen 199 DNA
pargasinin karsilastiritlmasiyla Enchytraeus crypticus % 15 Enchytraeus variatus
% 19 polimorfizm gostermistir (Schirmacher ve ark., 1998).

“Black ve arkadaslart (1992) biyokimyasal ve morfolojik genetik
polimorfizmlerin nadir oldugu aphidlerde (Homoptera) 4 aphid tiirii (yesil bocek,
Rus bugday aphidi, arasindaki genetik polimorfizm RAPD-PCR teknigi ile tesbit
edilmistir. Allozim calismalarinin kiyasla RAPD-PCR tekniginde tiirler arasinda
daha genis genetik varyasyonlar tesbit edilmistir.

Sivrisinek populasyonlar: lizerinde genetik varyasyonlari baz alarak ayirt
etmek ve tanimlamak icin genomik DNA’nin rastgele bolgelerinin 10 bazlik
primerler kullanilarak RAPD-PCR teknigi ile tesbit edilmistir. 11 farkli cografik
bolgeden Aedes aegypti sivrisinek tiirlerinden izole edilen genomik DNA lar
rastgele dizilime sahip primer kullanilarak c¢ogaltilmistir. 3 farkli primer
kullanilarak olusan fragmentlerin analizi sonucunda bireyler arasinda ve alttiirler
arasinda % 89 farlilik ortaya konmustur. RAPD-PCR teknigi artropoda molekiiler
taksonomisi, cografik populasyonlarmn iligkisi ve vektor hareketi gibi
epidemiyolojik ¢alismalarda olduk¢a yararli sonuglar ortaya koymaktadir

(Ballinger-Crabtree ve ark., 1992).
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1.5.1 RAPD-PCR Tekniginin Prensipleri

Standard RAPD teknolojisi, PCR tarafindan uygun sicakliklar altinda
genomik DNA nin nanogram miktarlarini ¢ogaltmak i¢in primer olarak kullanilan
rastgele dizilimli kisa sentetik oligoniikleotidleri kullanir. Cogaltilan {iriinler
genelde agaroz jel iizerinde ayrilir ve ethidium bromid ile boyanir. Kisa
primerlerle yapilan PCR amplifikasyonu ayni zamanda daha karmasik DNA
parmak izi profillerini ortaya ¢ikarmak i¢in de kullanilmistir. Her ne kadar bu
yaklagimlar, rastlantisal primerlerin uzunluklari, amplifikasyon sartlar1 ve gorsel
metotlara gore degisiklik gosterse de, hepsi standard PCR dan farkilidir; soyleki,
gelisi giizel siralanmis sadece bir oligoniikleotid kullanilir ve analize tabi tutulan
genom ile ilgili higbir eski bilgi gerekmez (Bardakg¢i 2001).

Termal dongli boyunca uygun sicakliginda, rastgele siralanmig
oligoniikleid primerleri, 6érnek genomic DNA’ nin tamamlayic1 dizilerindeki
pekeok 6nemli boliimii birbirine baglar ve eger bu boliimler kendi igerlerinde
birbirlerinden ¢ogaltilabilir uzaklikta iseler, farkli DNA 6rnekleri ortaya cikarir.
Cogaltilan DNA profili 0Oncelikle, c¢ogaltilan her bir (iirliniin sonunda
oligontikleotid primerleri ile 6rnek DNA arasindaki niikleotid ardisik homolojiye
dayanmaktadir. Farkli 6rnek DNA lar arasindaki niikleotid varyasyonu, 6nemli
boliimlerdeki degisimlerden dolay:r baglar1 varligi ya da yoklugu ile sonuglanir.
RAPD polimorfizmlerin bir sebebi de, ekleme/silme gibi yeniden yapilan
kromozal diizenlemelerdir. Boylelikle, bir heterozigot igerisindeki ayni allellerden
elde edilen amplifikasyon iiriinleri, uzunluk bakimindan degismektedir ve RAPD
profilindeki baglarin varligt ve yoklugu olarak teshis edilecektir. RAPD
profilindeki baglarinin profili, az sertlikteki minisatelit DNA parmak izi
sekillerininkine benzemektedir ve bu ylizden de RAPD parmak izi diye
adlandirilmaktadir. Ortalama olarak, her primer genomdaki pek c¢ok farkli
bolgenin’nin amplifikasyonunu yonlendirmektedir, boylece RAPD sekillerinde
allelizm pek fark edilmemektedir. Baska bir deyisle, DNA segmenti heterozigot
ya da homozigot olabilen lokus tarafindan ¢ogaltilip cogaltilmadigini ayirt etmek
miimkiin degildir. RAPD markerlar1 bu yiizden daha baskindir (Bardakei, 2001).
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1.5.2 PCR asamalan

PCR; DNA ipliklerinin birbirinden ayrilmasi (Denatiirasyon), primerlerin
baglanmasi (Annealing), primerlerin uzamasi (Extension) olmak iizere 3 asamada

ger¢eklesmektedir.

a. DNA Ipliklerinin Birbirinden Ayrilmasi (Denatiirasyon): Sicaklik ile
DNA cift iplikten tek iplige doniisiir. Bazi protokollerde belirtilen denatiirasyon
sicakligr 94 °C’dir (Palumbi, 1996). Bu asamada cogaltilmak istenen ¢ift sarmal
DNA, sarmallar1 bir arada tutan hidrojen baglarinin kopmasi icin yiiksek sicaklik
ile denatiire edilir (Saiki ve ark. 1988).

b. Primerlerin Baglanmasi (Annealing): DNA’ya 6zgii olan primer adi
verilen oligoniikleotid, birinci asamada elde edilen DNA sarmalinda kendisine
tamamlayict olan niikleotid dizisi ile birlesir. Primerler hedef DNA sarmalinin
amplifikasyonunu baslattiklar1 i¢in primer yani Oncii olarak adlandirilir.
Primerlerin baglanmasi asamasinda sicaklik 40-60 °C’ye disiiriiliir. Primerin
baglanmasi i¢in gereken siire ve sicaklik amplifikasyon primerlerinin derisimi ve
uzunluguna baghdir (Saiki ve ark. 1988).

c. Primerlerin Uzamas1 (Extension): Baglanma tamamlandiktan sonra
primer hibritlestigi tek sarmalin karsiligini sentezler. Bu sentez i¢in yiiksek
sicakliga dayanikli olan Taq DNA Polimeraz kullanilir. Primerlerin uzatilmasi
asamasinda 70-75 °C sicaklik uygulanir. PCR tekniginde bu ii¢ temel agama
(Sekil 1.4) bir dongiiyii olusturur ve bu dongii 25-35 kez tekrarlanir ve her
tekrarlanisinda iki primer arasinda kalan 6zgiin DNA parcasinin her iki zincirinin
birer kopyasi ¢ikarilmis olur. Bu dongiiler sonunda elde edilen PCR iiriinlerinin
tamamlanmasinda agaroz jel elektroforez yontemi kullanilir. Elde edilen iirtinler
agaroz jel kullanilarak elektroforezle ayristirilir ve DNA zincirleri ethidyum
bromiir ile boyanarak ultraviyole 151k kaynaginda floresans vererek goriiniir hale
getirilir. 100 baz ¢iftinden daha kiiciik molekiillerin ayriminda agaroz jel
elektroforezi yetersiz kaldig1 i¢in, bunlarin ayriminda genellikle poliakrilamit jel

elektroforezi yapilmasi gerekmektedir. Agaroz jel elektroforezinde, jel



16

hazirligindaki agaroz derisimi DNA molekiillerinin ytirimesini etkileyen dnemli

bir faktordiir (Cizelgel,1) (Maniatis ve ark. 1989).

1.5.3 PCR Optimizasyonu

Enzim Konsantrasyonu

Diger paremetreler optimum iken her 100uL reaksiyonda Taq DNA
polimeraz igin tavsiye edilen konsantrasyon orant 1-2.5 iinite(SA=20{iinite/pmol)
arasindadir. Ancak enzim gereksinimi kalip veya primere bagli olarak cesitlilik
gosterebilir. Bir PCR optimizasyonunda, enzim konsantrasyonlarinin 0.5-5
tinite/100uL olarak ayarlanmali ve jel elektroforezi ile sonuglar teyit edilmelidir.
Enzim konsantrasyonu ¢ok yiiksek olursa non spesifik tiriinler birikebilir ve ¢ok
diisiik enzim konsantrasyonunda ise istenilen iriin yetersiz miktarda ortaya
¢ikabilir (Innis ve Gelfald, 1990).

Deoksiniikleotid Trifosfatlar

Stok dNTP soliisyonlart pH:7’ye noétralize edilmis olmali ve
konsantrasyonlar1 spektrofotometrik olarak belirlenmelidir. Primer stoklar
10mM’a dililye edilmeli ve -20°C’de saklanmalidir. Onerilen stok c¢alisma
soliisyonunun igerigi her bir ANTP i¢cin 1mM dir. PCR’1n tekrar eden dongiileri
sirasinda ANTP’lerin stabiliteleri 50 dongli sonrasinda, yaklasik olarak %350
oraninda kalir.

Uriin, spesifite ve verimlilik arasindaki optimum dengede herbir sonug i¢in
deoksiniikletid konsantrasyonlar1 20-200uM arasinda olmalidir. Rekasiyon
sirasindaki  yanlis eslesmeleri en aza indirgemek icin dNTP’ler esit
konsantrasyonlarda eklenmelidir. Diisiik INTP konsantrasyonlar1 hedef olmayan
bolgelerde yanlis primer se¢imini minimuma indirir ve niikleotitlerin yanlis
eslesme ihtimalini azaltir. Hedef sekansin uzunlugu ve kompozisyonu i¢in uygun

olan diisiik INTP konsantrasyonuna karar verilir (Innis ve Gelfand, 1990).
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Magnezyum Konsantrasyonu

Magnezyum iyon konsantrasyonunun optimize edilmesi yararhdir.
Magnezyum konsantrasyonu sunlar1 etkileyebilir: primer baglanmasi, iiriin
spesifitesi, primer-dimer olusumu, enzim aktivitesi ve verimliligi. Taq DNA
polimeraz serbest magnezyumun kalip DNA primerler ve dNTPlere baglanmasi
i¢in gereklidir. PCR reaksiyonunda magnezyum miktari toplam dNTP derigiminin
0.5-2.5 mM iizerinde olmalidir. Primer stoklarda ya da kalip DNA’daki, EDTAve
diger bilesenler magnezyum konsantrasyonunu bozabilir (Innis ve Gelfand, 1990).

Diger Reaksiyon Bilesenleri

PCR ig¢in 6nerilen tampon miktar1 20°C’de 10-50mM Tris-HCI olmalidir
(pH: 8.3-8.8). Primerin kalip DNA ipligine baglanmasini kolaylastirmak icin
reaksiyon karisimi 50mM’a kadar KCl igerebilir(Innis ve Gelfand, 1990) .

Primerlerin DNA ipligine Baglanmasi

Primerlerin baglanmasi i¢in gerekli olan siire ve sicaklik, primerlerin baz
kompozisyonuna, uzunluguna ve konsantrasyonuna baghdir. Primerlerin uygun
baglanma sicakligr erime sicakliginin (Tm) 5 °C altindadir (Innis ve Genfand,
1990). Genellikle 55-72 °C araliginda baglanma en iyi sonucu verir. Standart
primer konsantrasyonunda (0.2uM) baglanma sadece birkag saniye alir. Baglanma
sicakliginin artmasi yanlis baglanmis primerlere karsi ayirimi arttirir ve yanlis
niikletitlerin uzamasmm azaltir. Ik birka¢ dongiideki spesifik baglanma sicaklig
reaksiyonun spesifitesini artirir. PCR da uzun primerler kullanmak ve uzama,
baglanma i¢in 55 °C’den 75 °C’ye iki sicaklik kullanmak denaturasyon igin 94
°C’den 97 °C’ye bir sicaklik se¢mek en iyi sonuglar1 verir (Innis ve Gelfand,
1990).
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Primerin Uzamasi

Primerlerin uzamasi hedef dizinin konsantrasyonuna, uzunluguna ve
sicakliga baghdir. Primer uzama sicakligi genellikle 72°C’dir. 72°C’de bir
dakikalik uzama zamani 2kb uzunluguna kadar olan {iriinler i¢in yeterli oldugu
diistintilir. Ancak daha uzun wuzama siireleri erken dongiilerde substrat
konsantrasyonu c¢ok diisiik oldugunda, ge¢ dongiilerde ise liriin konsantrasyonu
enzim konsantrasyonunu astiginda (yaklasik olarak 1nM) yardimci olabilir (Innis
ve Gelfand, 1990).

Denaturasyon Zamam ve Sicakhik

PCR’m yersizligindeki en biiyiik olasilikli neden kalip DNA ya da PCR
tirtiniiniin eksik denatiirasyonudur. Tipik denaturasyon kosullar1 30 saniye igin 95
°C ya da 15 saniye i¢in 97 °C’dir, ancak yiiksek sicakliklar 6zellikle G+C
konsantrasyonu fazla hedefler i¢in uygun olabilir. DNA zincirinin ayrilma

sicakligindaki denaturasyonu sadece birkag saniyeyi alir (Innis ve Gelfand, 1990).

Devir Sayisi

Optimum devir sayisi diger parametreler optimize edildiginde temel olarak
hedef DNA’nin baslangic konsantrasyonuna bagli olacaktir. Gereginden fazla
dongii kurmak arka planda istenmeyen yan iirlinlerin olugmasini arttirabilir.
Diisiik dongiilerde calismak da yetersiz iirlin olusmasma sebep olur. Yiiksek
primer konsantrasyonlari yanlis primer baglanmasini ve istenmeyen {irlinlerin

olusumunu artirabilir (Innis ve Gelfand, 1990).
Primerler
0.1ve 0.5uM arasindaki primer konsantrasyonlar1 genellikle optimumdur.

Yiiksek primer konsantrasyonlari yanlis primer secimlerine, spesifik olmayan

irtin olusumuna, kalip DNA’dan bagimsiz primer dimer olusumuna sebep olur.
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Spesifik olmayan {irlinler ve primer-dimer olusumlar1 enzim, dNTP, primer gibi

PCR bilesenleri ile yarisan diisiik oranda {iriin elde edilmesine neden olan

substratlardir(Innis ve Gelfand, 1990).

Cizelge 1.1 Agaroz Konsantrasyonu ile DNA Ayirma Giicii Arasindaki iliski (Susuz, 2002)

Agaroz DNA Ayirma Arahgi
Konsantrasyonu (Baz Cifti)
(%) (bp)
0,3 5000-60000
0,6 1000-20000
0,7 800-10000
0,8 500-7000
1,2 400-6000
15 200-3000
2 100-2000
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyal

2.1.1. Caismada Kullanilan Tabanidae Tiirleri

Aragtirmada materyal olarak kullanilan Tabanidae 6rnekleri Haziran 2007

de arazi ¢aligmasi yapilarak toplandi. Kurutularak muhafaza edildi.

Filum : Arthropoda (V. Siebold Stannuis, 1845)
Altfilum  : Antennata (Linne, 1758)

Klasis . Insecta (Brauer, 1885)

Altklasis  : Pterygota (Long, 1889)

Ordo : Diptera (Linne, 1758)

Altordo : Bracyhcera (Mcquart, 1894)
Familya : Tabanidae (Leach, 1819)

Altfamilya : Tabaninae

Tiir : Tabanus autumnalis Linne, 1761

Tiir : Tabanus unifasciatus Loew, 1858

Calisma siiresince DNA izolasyonu ve PCR ile c¢ogaltilan tiirlerin tayini,
toplandiklar1 yerler ve yakalanma tarihleri Cizelge 2.1. de verilmistir. Toplanan

tirler arasinda ergin bireylerin sistematik teshisleri Prof. Dr. A. Yavuz KILIC

tarafindan yapilmstir.
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Cizelge 2.1.Kullanilan Tabanidae tiirleri, toplandiklar1 yerler ve toplanma tarihleri

Toplandiklar: yerler Calisilan 6rnek
Tiirler .
Ve Tarih sayisi
o Temmuz 2007 )
Tabanus autumnalis Linne, 1761 12 ergin
Mrk. Yarimca Koyt
Temmuz 2007
Tabanus unifasciatus Loew, 1858 | Esk- Saricakaya yolu 12 ergin
Soforlergesmesi

2.1.2. Tampon ve Cozeltiler

2.1.2.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

DNA izolasyonunda kullanilan kimyasal maddeler
Hekzadesiltrimetilamonyum Bromid (Fluka), Sodyum Hidroksit (Sigma), Tris-
HCL (Sigma), NaCl (Merk), Etanol (Fluka), Izopropanol (Fluka), Fenol-
kloroform-izoamilalkol (25:24:1) (Sigma), Proteinaz K (Fermentas), Sarkosil
(Sigma), EDTA (Sigma), Sodyum Hidroksit (Sigma), Sodyum asetat (Sigma)’dir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonunda 25 nM dNTP (Fermantas), 25mM MgCl,
(Fermantas), 10 X Taqg Polimeraz Tamponu (Fermantas), 5 uv/uL Taq polimeraz
(Fermantas), Oligoniikleotid Primerler (Biolegio, Research Genetics) tampon ve
¢oOzeltileri kullanilmistir.

Agaroz jel elektroforezinde kullanilan kimyasal maddeler Agaroz (Prona),
Tris base (Sigma), Glasial asetik asit (Fluka), EDTA (Sigma), Bromfenol mavisi
(Sigma), Ethidyum bromiir (Sigma)’diir.
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2.1.2.2. DNA lizolasyonunda Kullanilan Cézeltiler

Stok Tris Cozeltisi: 500 mM Tris pH: 8.0’e HCl ile ayarlandi.

Stok EDTA Cozeltisi: 500M EDTA (Etilendiamin-tetra asetik asit
disodyum tuzu), 5 M NaOH (Sodyum Hidroksit) ¢ozeltisi ile pH:
8.0’e ayarlandi.

%20’lik sarkosil ¢ozeltisi hazirlandu.

TE Tamponu: 10 mM Tris (pH: 8.09, 1 mM EDTA (pH: 8.0) stok

¢oOzeltileri kullanilarak hazirland.

2.1.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)’nda Kullanilan Tampon
ve Cozeltiler

Niikletoid Karisimi: 25 mM dNTP (dATP, dGTP, dTTP, dCTP)
MgCl, : 256mM

10 X Taq Polimeraz Tamponu: 100 mM Tris-HCI (pH: 8.3), 500
mM KCI, 1 mg/mL Jelatin

Taq Polimeraz: 5 u/puL

Primerler: Kullanilan primerler ve dizileri Cizelge 2.1°de

verilmistir.



Cizelge 2.2 Calismada kullanilan oligoniikleotit primerleri ve %G+C oranlari

Primerin Ad1 | Primerlerin Dizisi (5°.....3") | % G+C I¢erigi
A01 CAGGCCCTTC 70
A02 TGCCGAGCTG 70
A03 AGTCAGCCAC 60
A07 GAAACGGGTG 60
BO1 GTTTCGCTCC 60
BO3 CATCCCCCTG 70
BOS TGCGCCCTTC 70
BO7 GGTGACGCAG 70
B10 CTGCTGGGAC 70
B11l GTAGACCCGT 60
B13 TTCCCCCGCT 70
B16 TTTGCCCGGA 60
Cl6 CACACTCCAG 60
C19 GTTGCCAGCC 70
Do1 ACCGCGAAGG 70
D03 GTCGCCGTCA 70
K03 CCAGCTTAGG 60
K13 GGTTGTACCC 60
RO8 CCCGTTGCCT 70
T17 CCAACGTCGT 60
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2.1.2.4 Agaroz Jel Elektroforezi Icin Kullamlan Cozeltiler

e Agaroz: % 0.8 ve % 2 (W/v) agaroz TAE tamponunda ¢ozilerek
hazirlanir.

e Tris asetat (TAE) Tamponu: 242g Tris base, 57.1 mL Glasial asetik asit,
100mL 0.5 M EDTA (pH: 8.0) distile su ile ImL’ye tamamlanir.

e Yikleme Tamponu: % 40 Sukroz, % 0.025 Bromfenol mavisi, %0.25
Ksilen siyanol (Otoklavlanmadi).

e Ethidyum bromiir: 10mg/mL derisimde hazirlandi ve koyu siselerde
muhafaza edildi (Otoklavlanmadi).

2.1.3 Sterilizasyon
Steril kullanilmasi gereken tiim tampon ve ¢ozeltiler 121 °C’de 20 dakika

otoklavlanmaistir.

2.2. Yontem

2.2.1. Toplanan Tabanidae Orneklerinin Tiir Tayini

Eskisehir Merkez. Yarimca Koyl ve Saricakaya yolu So6forlergesmesi
bolgelerinden toplanan, kurutularak muhafaza edilen Tabanid orneklerinin tiir
tayini Prof. Dr. Yavuz KILIC ve Uzm. Ferhat ALTUNSOY tarafindan yapildi.

2.2.2. Orneklerden DNA izolasyonu

Tabanidae tiirlerine ait Orneklerden genomik DNA izolasyonu i¢in
ornekler distile su ile yikandi steril 1.5 ml’lik ependorflara yerlestirildi her bir
ornegin tlizerine 200uL distile su, 50 pL 0.5M EDTA, 10 pL %20’lik sarkozil, 5
uL proteinaz K soliisyonu (20mg/mL), 10 pL 1M Tris-HCI(pH:8), 5 uL 5M NaClI

ilav edilip steril kiirdan yardimiyla ezildi. lyice homojen bir karisim elde edildi.
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Karisim daha sonra 65°C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda
esit hacimde fenol-kloroform-izoamilalkol(25:24:1) ilave edildi ve 5 dakika
dairesel c¢alkalayiciya kondu. Hiicresel yapilarin ¢okmesi i¢in 12000 rpm de 2
dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda iistteki sulu tabaka alind1 (ortadaki beyaz
tabakaya degmeden) ve yeni bir santrifiij tiipiine kondu. 100 pL su ilave edilip
12000 rpm de tekrar santrifiij edildi. Ustteki sulu tabaka alinip yeni tiipiin {izerine
ilave edildi. Yeni santrifiij tiipiine aktardigimiz sulu tabaka tizerine 0.1 hacimde
3M sodyum asetat eklendi ve yavasca calkalandi. Karisimin tizerine 2 hacim
absolu etanol eklendi yavasga karigtirildi ve -20 °C’de 2 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonunda 13000 rpm de 10 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant dokiiliip, pelet 200uL suda resiispanse edilerek tizerine 0.1 hacimde
0.3 M sodyum asetat eklendi ve 440 uL absolii etanol ilave edilerek yavasca
calkalandi. 13000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant
dikkatlice dokiildi. Pelet oda sicakliginda kurumaya birakildi. DNA kuruduktan
sonra DNA miktarina bagl olarak 50-100 pL. TE tampon eklendi. -20 °C’de

muafaza edildi.

2.2.3. DNA Konsantrasyonunun Tayini

UV absorbans spektrofotometresi ile 260 nm’de 6l¢iim yapildi. Buna gore;
Azso= 1 oldugunda DNA miktar1 50pug/mL’dir. DNA saflig1 i¢in ise Azeo/ Azgo=
1,8 formiilii kullanilarak bulunan deger 1,8’e esit ise saf DNA, biiyiik ise saf
olmayan DNA elde edildigine karar verildi.

2.2.4. Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA Zincir Reaksiyonu
(RAPD-PCR)

RAPD-PCR uygulamalar1 i¢in ‘‘Maniatis ve ark. (1989)’nin o6nerdigi
yontem kullanildi. Cizelge 2.1°de baz dizilimleri ve % G+C oranlar1 verilen
rastgele se¢ilmis primerlerin her biri ile hedef DNA’nin herhangi bir bolimii

rastgele ¢cogaltildi.
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PCR reaksiyonunu 0.5mL propilen tiiplerde 50uL’lik toplam reaksiyon
hacminde gergeklestirildi.
Uygulanan PCR Program

96 °C’de 30 saniye (Denatiirasyon)
30°C’de 30 saniye (Primerlerin baglanmasi) 45 Déngi
72 °C’de 30 saniye (DNA sentezi)
72 °C’de 5 dakika

Elde edilen PCR firiinleri agaroz jel elektroforezinde incelendi ve daha

sonra -20 °C’de saklandi.

2.2.5. Agaroz Jel Elektroforezi

RAPD-PCR iriinlerinin analizi ig¢in %2’lik agaroz jel -elektroforezi
gerceklestirildi (Maniatis ve ark., 1989). Yatay konumda elektroforez kullanildi.
%?2 agaroz, TAE tamponunda kaynatilarak c¢oziildiikten sonra 1uL Ethidyum
bromiir eklendi. Hazirlanan agaroz biraz soguduktan sonra, uygun tarak segildi ve
plak, TAE tamponu igeren elektroforez tankina yerlestirildi. Her bir PCR
orneginden 10uL, yiikkleme tamponu ile karistirilarak jeldeki kuyucuklara
yiiklendi.

PCR friinleri 40-90 V arasinda serbest akimda yiiriitiildi. Jeller UV
transliiminator tizerinde goriintiilendi. Jellerin fotograflari Vilber Lourmat jel

gorlintiileme sisteminde ¢ekildi.

2.2.6. Genetik Uzakhk Tayini

Her bir Tabanidae 6rnegi i¢in her bir primerden elde edilen PCR iiriiniiniin
agaroz jelde olusturdugu DNA bantlar1 birbirleri ile karsilastirilarak, bant
varliginda 1, yoklugunda ise O olarak kabul edildi ve bu veriye dayanan tablo

hazirlandi.
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Her bir primer icin elde edilen bu tablolar, Phylip 3.5 versiyonundan
modifiye edilmis olan; Nei (1972) Genetik uzaklik Dendogram programinda
degerlendirilerek, calisilan Tabanus tiirlerinin arasindaki genetik yakinliklar

ortaya konulmustur.
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3.BULGULAR

Tabanus autumnalis, Tabanus unifasciatus orneklerinden toplam 24
genomik DNA izolasyonu yapildiktan sonra RAPD-PCR teknigi ile cizelge 2.2°de
belirtilen primerlerle DNA amplifikasyonu yapilmustir.

Tabanid orneklerinin B7, A2, A7, primerleri ile polimeraz zincir
reaksiyonu ile amplifikasyonu yapilmistir. Reaksiyon iiriinleri % 2’lik agaroz jel
elektroforezinde 90 V’da 30 yiiriitilerek UV transliiminatérde incelendi ve
fotograflar1 c¢ekildi (Sekil 3.1, 3.2, 3.3, 3.4, 3.5, 3.6,). Her bireyin jelde
olusturdugu bantlarin varlig1 ve yoklugu sirasiyla 1 ve 0 olarak sayildi. Her bir
primer i¢in elde edilen degerler, Phylip 3.5 versiyonundan modifiye edilmis olan;
Nei (1972) Genetik Uzaklik Dendogram programiyla degerlendirilerek
dendogramlar1 elde edildi. Olusan dendogramla bireyler genetik yakinliklaria
gore gruplandirildi.

Sekil 3.1, 3.2 ve 3.3’te gozlenen Tabanus autumnalis (Merkez. Yarimca
Koyt) orneklerinin B07, A02 ve AO7 primerleriyle amplifikasyon sonuglari,
genetik uzaklik programiyla degerlendirilerek, calisilan Tabanus autumnalis,
Tabanus unifasciatus tiirlerinin uzakliklar1 (Cizelge 3.1) belirlenmistir. Buna gore
Merkez Yarimca Koyilinden toplanan Tabanus autumnalis tiirtiniin Eskisehir
Saricakaya yolu Soforlergesmesi’den toplanan Tabanus autumnalis tiiriine genetik

uzaklig1 0.7419 olarak bulunmusgtur.
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Sekil 3.1 Mrk. Yarimca Koyiinden toplanan bazi Tabanus autumnalis bireylerine ait, Primer B07
ile ¢cogaltilmig PCR {irlinlerinin agaroz jel elektroforezi.

Hat 1: DNA ladder plus
Hat 2: Tabanus autumnalis
Hat 3: Tabanus autumnalis
Hat 4: Tabanus autumnalis
Hat 5: Tabanus autumnalis
Hat 6: Tabanus autumnalis
Hat 7: Tabanus autumnalis
Hat 8: Tabanus autumnalis
Hat 8: Tabanus autumnalis
Hat 9: Tabanus autumnalis
Hat 10: Tabanus autumnalis
Hat 11: Tabanus autumnalis
Hat 12: DNA ladder plus
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Sekil 3.2 Mrk. Yarimca Koyiinden toplanan bazi1 Tabanus autumnalis bireylerine ait, Primer A02
ile cogaltilmig PCR {irtinlerinin agaroz jel elektroforezi.

Hat 1: DNA ladder plus
Hat 2: Tabanus autumnalis, Mrk. Yarimca Kayii
Hat 3: Tabanus autumnalis
Hat 4: Tabanus autumnalis
Hat 5: Tabanus autumnalis
Hat 6: Tabanus autumnalis
Hat 7: Tabanus autumnalis
Hat 8: Tabanus autumnalis
Hat 8: Tabanus autumnalis
Hat 9: Tabanus autumnalis
Hat 10: Tabanus autumnalis
Hat 11: Tabanus autumnalis
Hat 12: Tabanus autumnalis

Hat 13: Tabanus autumnalis
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Sekil 3.3 Mrk. Yarimca Koyiinden toplanan bazi Tabanus autumnalis bireylerine ait, Primer A07

ile cogaltilmig PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi.

Hat 1: DNA ladder plus
Hat 2: Tabanus autumnalis
Hat 3: Tabanus autumnalis
Hat 4: Tabanus autumnalis
Hat 5: Tabanus autumnalis
Hat 6: Tabanus autumnalis
Hat 7: Tabanus autumnalis
Hat 8: Tabanus autumnalis
Hat 8: Tabanus autumnalis
Hat 9: Tabanus autumnalis
Hat 10: Tabanus autumnalis
Hat 11: Tabanus autumnalis
Hat 12: Tabanus autumnalis

Hat 13: Tabanus autumnalis
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Sekil 3.4 Esk- Saricakaya yolu S6forler¢esmesi toplanan bazi Tabanus unifasciatus bireylerine ait,

Primer B07 ile ¢ogaltilmis PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi.

Hat 1: DNA ladder plus
Hat 2: Tabanus unifasciatus
Hat 3: Tabanus unifasciatus
Hat 4: Tabanus unifasciatus
Hat 5: Tabanus unifasciatus
Hat 6: Tabanus unifasciatus
Hat 7: Tabanus unifasciatus
Hat 8: Tabanus unifasciatus
Hat 8: Tabanus unifasciatus
Hat 9: Tabanus unifasciatus
Hat 10: Tabanus unifasciatus
Hat 11: Tabanus unifasciatus
Hat 12: Tabanus unifasciatus

Hat 13: Tabanus unifasciatus
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Sekil 3.5 Esk- Saricakaya yolu Soforlercesmesi toplanan bazi Tabanus unifasciatus bireylerine ait,
Primer A02 ile ¢ogaltilmig PCR {iriinlerinin agaroz jel elektroforezi.

Hat 1: DNA ladder plus
Hat 2: Tabanus unifasciatus
Hat 3: Tabanus unifasciatus
Hat 4: Tabanus unifasciatus
Hat 5: Tabanus unifasciatus
Hat 6: Tabanus unifasciatus
Hat 7: Tabanus unifasciatus
Hat 8: Tabanus unifasciatus
Hat 8: Tabanus unifasciatus
Hat 9: Tabanus unifasciatus
Hat 10: Tabanus unifasciatus
Hat 11: Tabanus unifasciatus
Hat 12: Tabanus unifasciatus

Hat 13: Tabanus unifasciatus
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Sekil 3.6 Esk- Saricakaya yolu Soforler¢esmesi toplanan bazi Tabanus unifasciatus bireylerine ait,

Primer A07 ile ¢ogaltilmig PCR {iriinlerinin agaroz jel elektroforezi.

Hat 1: Tabanus unifasciatus
Hat 2: Tabanus unifasciatus
Hat 3: Tabanus unifasciatus
Hat 4: Tabanus unifasciatus
Hat 5: Tabanus unifasciatus
Hat 6: Tabanus unifasciatus
Hat 7: Tabanus unifasciatus
Hat 8: Tabanus unifasciatus
Hat 8: Tabanus unifasciatus
Hat 9: Tabanus unifasciatus
Hat 10: Tabanus unifasciatus
Hat 11: Tabanus unifasciatus
Hat 12: Tabanus unifasciatus
Hat 13: DNA ladder plus



Cizelge3.1 Tabanus autumnalis, Tabanus unifasciatus tiirlerinin genetik uzakligi (Diagonalin

altinda kalan kisim genetik uzaklik, iistiinde kalan kisim genetik benzerligi temsil etmektedir.)

Tabanus autumnalis Tabanus unifasciatus

T.a. il 0.4762

T.u. 0.7419 il
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada Tabanus autumnalis, Tabanus unifasciatus tiirlerinin genetik
cesitliligi RAPD-PCR molekiiler markir teknigi kullanilarak arastirildi. Elde
edilen sonuglar ayni cinse ait iki tiirliin 6nemli oranda genetik ¢esitliliginin
bulundugunu gosterdi.

Bir¢ok canli tiirliniin smiflandirilmasi morfolojik 6zellikleri vasitasiyla
yapilmaktadir. Evrimsel siire¢ boyunca canlilarin yasam ortamlarindaki
degisiklikler canlilarin morfolojik 6zelliklerinde degisimlere neden olmaktadir.
Morfolojik simiflandirmanin molekiiler analizler ile desteklenmesi oldukga
onemlidir (Spakulova ve ark. 2002, Tiirkoglu ve Koca 2002, De Prins ve ark.
2002, Spakulova ve ark. 2000).

AFLP, RFLP, RAPD-PCR gibi molekiiler markir teknikleri kullanilarak
genetik uzakligin tahmini ve genetik ¢esitliligin arastirilmasi kisa siirede verimli
ve glivenilir sonuglar iiretmesi saglamasi bakimdan olduk¢a uygun olduklari i¢in
siklikla kullanilmaktadir (Winfield ve ark., 1998 ve Jones ve ark., 1997).

RAPD markirlar, popiilasyon genetigi ¢alismalari, genetik haritalama, bitki
ve hayvan yetistiriciligi, tarimda tohum safliginin belirlenmesi, DNA parmak izi
caligmalari, doku transplantasyonu i¢in doku tipinin belirlenmesi, analik babalik
tayini, kromozoma 6zgii DNA fragmentlerinin tanimlanmasi, genom haritalama,
sistematik ve evoliisyon ¢alismalarinda canli tiirlerinin tanis1 ve tiirler arasindaki
polimorfizmin belirlenmesi gibi bir¢ok alanda olduk¢a yaygin bir kullanima
sahiptir (Williams ve ark. 1990).

32 ordo i¢inde yaklasik olarak 1.200.000 tiire sahip olan insecta sinifi en
genig canli gurubunu olusturmaktadir. Diptera ordosu insecta sinifa dahil en genis
ordolardan birisidir. Sinekler ekolojik dengenin siirekliliginin saglanmasi
acisindan olduk¢a Onemli bir gurubu olusturmanin yaninda insan sagligi,
veterinerlik, adli tip, tarim ve ekonomi gibi ¢ok ¢esitli alanlarda da yasamsal
oneme sahiptir. Tabanidae tiirleri evcil ve yabanil hayvanlar da hastaliklara neden
olan bir¢ok virlis, bakteri, protozoon ve helmintlerin baglica mekanik vektorlerini
olusturmaktadirlar. Ayni zamanda sicakkanli hayvanlardan kan emmeleri
sirasinda verdikleri rahatsizlik sonucu et ve siit veriminde ekonomik kayiplara

neden olan canli grubudur.
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Bir¢ok bocek tiirliniin siniflandirilmast morfolojik 6zellikleri vasitasiyla
yapilmaktadir. Ancak degisen ¢evre ve iklim kosullari morfolojik 6zelliklerinde
farkliliklara yol ag¢maktadir. Sistematik c¢alismalarda morfolojik caligmalar
molekiiler verilerle desteklenmesim oldukc¢a 6nemlidir. Bocek tiirleri i¢cin dogru
tanimlama, siniflandirma yapmak daha ileri diizeyde biyolojileri, ekolojileri,
epidemiyolojileri, davraniglari ve kontrolii hakkinda bilgi sahibi olmak ig¢in
oldukc¢a 6nemlidir (Spakulova ve ark. 2000, Tirkoglu ve Koca 2002, De Prins ve
ark. 2002, Spakulova ve ark. 2002). Diptera ordosunun kapsamli bir sekilde
simiflandirilmasinda giin gectikge yaygin bir sekilde yapilmaktadir (Blackman ve
ark. 2003, Boyes ve Wilkes 1972, Aswathanarayana ve ark. 1996, Coutsis ve ark.
1999, Soldan ve Putz 2000, De Prins ve ark. 2002, De Prins ve ark 2003) Bu
calismada hemen hemen tamamu zararli olan Tabanus cinsine ait iki tiiriin genetik
farkliliklar1 arastirilmistir.

Elde edilen sonuglar dogrultusunda, farkli Tabanus tiirlerinde yapilacak
genetik uzaklik tayini ile tiirlerin teshisleri yapilabilir ve akrabalik iliskileri
saptanabilir. Bu calismada uygulanan yonteme ek olarak farkli molekiiler
markirlar teknikler kullanilarak Diptera ordosuna ait diger familyalarda da
polimorfizmleri ya da genetik uzakliklar1 saptanabilir.

Merkez Yarimca Koyiinden toplanan Tabanus autumnalis, Esk- Saricakaya
yolu Soforlercesmesi toplanan Tabanus unifasciatus tiiriine olan uzakligi 0.7419
olarak saptanmustir.

Sex kromozomlarimin mofolojik ayirimlar1 bir¢ok balikda belirgin
olmadigi i¢in Nil tilapia baliginin (Oreochromis niloticus) rastgele gogaltilmis
polimorfik (RAPD) DNA markerler1 kullanilarak cinsiyet ayirimi yapilmistir
(Bardakg1, 2000).

P12 ve P17 primerleri kullanilarak Pieris brassica ve P.indica
(Family:Pieridae) isimli iki kelebek tiirii arasindaki genetik benzerlikler ve
farkliliklar RAPD-PCR isaretleyicileri kullanilarak ortaya konulmustur. Her iki
primerde de bantlar olugmasina ragmen, P.indica bireylerinin P12 primeri ile
amplifikasyonu basarisiz olurken P17 de ayni tiie i¢in az sayida bant olusmustur.
Her iki primer de iki farkli tip bant profili ortaya ¢ikardilar. Tip I bantlart her iki

cinsiyet tarafindan paylasilirken, Tip II bantlar1 cinsiyete 6zgii sonuglar verdi.
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Baz1 Bati Anadolu Gammarus popiilasyonlar1 arasindaki polimorfizm
RAPD-PCR teknigi kullanilarak arastirilmistir. Bu populasyonlar arasinda tiir i¢i
ve tiirler aras1 genetik farkliliklar tesbit edilmistir. Gammarus arduus ornekleri
arasinda genetik uzaklik 0’dir, tiir i¢i polimorfizm bulunmamaktadir (Susuz F.,
2002).

Bu ¢alismada Tabanus autumnalis, Tabanus unifasciatus tiirleri arasindaki
genetik uzakliklar tespit edilmistir. Calismanin devami olarak farkli Tabanus
tiurleri ile calismaya devam edilerek Tabanus’un Eskisehir profili ortaya
konulabilir.

Sekil 3.1, 3.2 ve 3.3, Merkez Yarimca Koylinden toplanan Tabanus
autumnalis tiirinlin A07, A02 ve B07 primerleriyle amplifikasyon sonuglaridir.
Sekil 3.4, 3.5 ve 3.6 da Eskisehir- Saricakaya yolu Soforlergesmesi bolgesinden
toplanan Tabanus unifasciatus tiriinin  A07, A02 ve BO07 primerleriyle
amplifikasyon sonuglart bulunmaktadir. Her iki tiirlin amplifikasyon sonuglari
genetik uzaklik programiyla degerlendirilerek, calisilan iki Tabanus tiiriiniin

genetik uzakliklar1 (Cizelge 3.1) elde edilmistir.
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