T.C.
SAKARYA UNIiVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTITUSU

CARACAL CARACAL “IN (KARAKULAK) MiTOKONDRIYAL DNA
KONTROL BOLGESININ BELIRLENMESI
VE DiGER KEDIiLERLE FILOGENETIK ILiSKILERININ iINCELENMESIi

YUKSEK LISANS TEZI
Betiil KOCAMAN

Enstitii Anabilim Dah : BIYOLOJI

Tez Damismani :  Dr. Ogr. Uyesi. Kenan TUNC

Ekim 2018



Tl
SAKARYA UNIVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTITUSU

CARACAL CARACAL ‘IN (KARAKULAK) MITOKONDRIYAL DNA
N KONTROL BOLGESININ BELIRLENMESI
VE DIGER KEDILERLE FILOGENETIK ILISKILERININ INCELENMESI

YUKSEK LISANS TEZI

Betiil KOCAMAN

Enustitii Anabilim Dah : BIYOLOJI

Bu tez 22/10/2018 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan oybirligi / oycoklugu ile
kabul edilmistir.

Dog.
Ihsan Ha;l_(k,i
,"Uj(’e

/




BEYAN

Tez i¢indeki tiim verilerin akademik kurallar ¢ercevesinde tarafimdan elde edildigini,
gorsel ve yazili tiim bilgi ve sonuglarin akademik ve etik kurallara uygun sekilde
sunuldugunu, kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapilmadigini, baskalarinin
eserlerinden yararlanilmasi durumunda bilimsel normlara uygun olarak atifta
bulunuldugunu, tezde yer alan verilerin bu iiniversite veya bagka bir iiniversitede

herhangi bir tez ¢alismasinda kullanilmadigini beyan ederim.

Betiil KOCAMAN
22.10.2018



TESEKKUR
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sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum. Lisans egitimim ve yiiksek lisans tez yazim
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(BAPK) tarafindan (Proje no: 2015-50-01-12) desteklenmistir. Desteginden 6tiirii
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OZET

Anahtar Kelimeler: Karakulak, Caracal Caracal , mitokondriyal DNA, kontrol
bolgesi, sitokrom-b , molekiiler genetik

Karakulak (Caracal caracal) kedigiller ailesi i¢inde yer alan orta boyda yabani bir
kedidir. Karakulak, Afrika kdkenli olup, diinya genelinde Orta Dogu’da, lilkemizde ise
Akdeniz bélgesinde yayilis gostermektedir. Ulkemizde son dénemlerde karakulak ile
ilgili cogunlukla ekolojik ¢alisma yapilmaktadir. Ancak bu kedi tiirii ile ilgili sinirh
genetik bilgi bulunmaktadir. Giiniimiizde Avrupa’da kedigiller familyasinin
filogenetik iligkilerinin anlasilabilmesi i¢in bir ¢ok genetik calisma yapilmaktadir.
Mitokondriyal DNA (mt-DNA) iizerindeki bazi genler filogenetik calismalarda
belirteg olarak siklikla kullanilirlar. Karakulak mitokondriyal DNA ‘s1 iizerinde sadece
NADH dehidrogenaz 5 (NDS5) geninin dizisi belirlenmistir. Karakulak ND5 geni ve
diger kedilerin ND5 gen dizisi kullanilarak filogenetik olarak karsilastirma yapilmistir.

Bu ¢alisma i¢in Darica Faruk Yal¢gin Hayvanat Bahgesin’ndeki karakulaklardan kil ve

diski 6rnekleri alinmistir. Bu ¢alisma ile karakulak mitokondriyal DNA kontrol bolgesi
dizisinin belirlenmesi ve ayrica sitokrom-b geninin daha Onceki ¢aligmalarda
bulunmayan kisimlarinin agiga ¢ikarilmasi hedeflenmektedir. Calisma, karakulak mt-
DNA kontrol bdlgesinin agiga ¢ikartilmasi bakimindan diinyada yapilan ilk ¢alisma
ozelligindedir. Ayrica Tiirkiye’de karakulaga dair yapilan ilk genetik c¢alismadir.
Calisma sonunda karakulak mtDNA’sina ait 613 bg¢ bulunmustur.
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DETERMINATION OF CARACAL (CARACAL CARACAL)
MITOCHONDRIAL DNA CONTROL REGION AND
INVESTIGATION OF PHYLOGENETIC RELATIONSHIPS WITH
OTHER CATS

SUMMARY

Keywords: Caracal,Caracal caracal, mitochondrial DNA, control region,
cytochrome-b,molecular genetics

Caracal (Caracal caracal) is a medium-sized wild cat which is in the family of felidae.
Caracal is of African origin and spreads throughout the world in the Middle East and
in our country in the Mediterranean region. Recently, it is more related to ecological
studies carried out in our country, but there is limited genetic information about the
Caracal cat species. Nowadays, many genetic studies have been carried out in Europe
to understand the phylogenetic relationships of the felidae family. Some genes on
mitochondrial DNA (mt-DNA) are frequently used as markers in phylogenetic studies.
Only the sequence of the NADH dehydrogenase 5 (ND5) gene was identified on the
caracal mitochondrial DNA, compared to the others using only this region in the
caracal cat system.

For this study, hair and stool specimens were taken from the Darica Faruk Yalgin Zoo

Garden. With this study, it is aimed to determine the sequence of the caracal
mitochondrial DNA control region and also to reveal the parts of the cytochrome-b
gene that are not present in previous studies. This is the first study of the world about
the caracal mt-DNA control region. It is also the first genetic studies of caracal in
Turkey. The phylogenetic trees will be drawn with the data obtained at the end of the
study, which will allow a clear understanding of the location of the cat's family of
felidae. 613 bases of mtDNA were found at the end of the study.
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BOLUM 1. GIRIS

1.1. Karakulagin Genel Ozellikleri

Karakulak (Caracal caracal) Afrika altin kedisi (Caracal aurata) ve serval
(Leptailurus serval) kedilerinin i¢inde bulundugu Caracal soyuna ait et¢il , yirtict bir
kedidir (Janczewski ve ark 1995). Diinyada ¢o6l vasagi, Afrika vasagi iilkemizde
karakulak , step vasagi olarak adlandirilan Caracal caracal fiziksel olarak ince, uzun
bacakli ve orta boya sahiptir (Ilemin ve Giirkan 2010). Kediler arasinda karakulak arka
bacaklarin uzunlugunu kullanarak 2-3 metreye kadar ziplayabilme yetenegi ile
bilinirler. Karakulak yasam alan1 olarak, biiylik etoburlarin fazla sayida bulunmadigi
genellikle kiiciik ve orta biiyliklikkte memelilerin bulundugu habitatlar1 yasam alan
olarak secerler. Iklimsel olarak kurak ve kuru cografi alanlarda siklikla yasadig

bilinmektedir (Plessis ve ark 2014).

Tablo 1.1. Karakulagin bilimsel siniflandirmast

Caracal caracal (Karakulak) Bilimsel simiflandirma
Alem: Hayvanlar
Sube: Kordalilar
Simif: Memeliler
Takim: Etgiller
Familya: Kedigiller
Cins: Caracal
Caracal caracal (Schreber ,
Tiir:
1776)




1.2. Genetik Cesitlilik ve Mitokondriyal DNA

Bir tiirtin genetik cesitliligini korumak i¢in mevcut genetik durumunu ve genetik
cesitliligin farkli popiilasyonlar boyunca nasil dagildigint bulmak c¢ok Onemlidir
(Avise ve ark 2000). Niifusun genetik durumu hakkinda bilgi veren Onemli
parametreler; akrabalilik diizeyi, etkin populasyon biyiikligli ve radyo -etkili
populasyon biiyiikliigii sayimina gore belirlenmektedir (Beamont ve Bruford 1999).
Tiirler arasindaki iliskiyi degerlendiren kesigsimsel filogenetik caligmalarin aksine,
intraspesifik filojenler, belirli bir tiir veya tir kompleksi dagilimmin farkl
kisimlarindaki popiilasyonlarla ilgilidir. Son yirmi y1l i¢inde filogenetik ¢aligmalarda,
molekiiler belirteg olarak mitokondrial DNA (mtDNA)’nin kullanilmasi oldukga
poptiler hale gelmistir. mtDNA, giiniimiiz genetik varyasyonlarmin tahminlerini
saglarken, ayni zamanda popiilasyonun daraldigi bdlgeleri, melezlesme, iireme
davranisi, sosyal yap1 ve daginiklik gibi demografik olaylar da dahil olmak iizere yakin
gecmisteki niifus bilgileri hakkinda dogru bilgi saglar. Son yillarda yapilmis olan
ekolojik caligmalarin evrimsel sorularini cevaplamak, ¢oklu popiilasyonlarin genetik
parametrelerini tahmin etmek ig¢in etkili, gliclii ve esnek olmasi nedeni ile bu
calismalar icin mtDNA kullanilir hale gelmistir (Selkoe ve Toonen 2006). Molekiiler
belirtegler kalitsal olan karakterleri, evrimsel zaman boyunca gergeklesen

mutasyonlar1 yansitmaktadir (Avise 1994).

Bu tez calismasinda kediler arasindaki akrabalik derecesini anlayabilmek icin
molekiiler belirteg olarak mtDNA kullanilmistir. Kedi mtDNA ‘s1 dairesel olup
yaklagik 17000 b¢ uzunlugundadir ve insan mtDAN’sindan 440 b¢ daha uzundur
(Alberts ve ark, 2002). Bunun nedeninin tekrar bdlgelerinin fazlaligindan kedi
MtDNA’sinin daha siki ve korunmus olmasindan kaynaklandig: diistintilmektedir
(Lopez ve ark 1996). Bu sebeple kedigiller ile ilgili yapilan filogenetik caligmalarda
MIDNA’nin 6nemi olduk¢a 6nemlidir. Diinyada bu ¢alismalar1 desteleyen karakulak

ile ilgili ND5 geni disinda genetik bilgi bulunmamaktadir.

Karakulaga yakin bir soy olan Lynx soyunda bulunan iilkemizde yayilis gosteren

vasaklarinda filogenetik iliskilerini belirlemek i¢in 6nemli bir belirte¢ olan



mitokondriyal DNA (mtDNA) kullanilmistir. Birbirinden izole olan Orta Avrupa
vasaklart ve Kuzey Avrupa vasaklarinin mtDNA kontrol bolgeleri kullanilarak
filogenetik olarak kiyaslanmistir ve farkli haplotipler bulunmustur (Cémert ve ark.,
2018). Comert ve arkadaglarinin yapmis oldugu ¢alisma referans alinarak karakulagin

kontrol bolgesinin bulunmasi ve diger kediler ile kiyaslanmasi hedeflenmistir.

IUCN (International Union for Conservation of Nature and Natural Resources)’e
2018 verilerine gore diinya genelinde karakulak neslinin tiikenme durumu diisiik risk
(LC) kategorisi igerisinde bulunan hayvanlar arasinda oldugu bildirilmistir. Her
nekadar disiik risk grubunda olmus olsada genetik 6zellik, av-aver iligki, insanlarla
olan baglanti, popiilasyon yogunlugu gibi bilgeler tam anlamiyla bilinmesi
gerekmektedir. Bu durumda var olan veya olabilecek tehlikelere karst onlemler

alinabilir.

1.3. Calismanin Amaci

Bu tez calismasinda, Darica Faruk Yal¢gin Hayvanat Bahgesi ve Botanik Parki’nda
bulunan karakulaklardan etik standartlara uygun ve non-invazif olarak elde edilen kil
ornekleri analiz edilmistir. Calismada genellikle yakin akraba tiir ve popiilasyonlarin
filogenetik iliskilerini belirlemek i¢in 6nemli bir belirteg¢ olan mitokondriyal DNA (
MtDNA) kullanilmastir.

Bu caligma karakulak mtDNA kontrol bolgesi ile yapilmis olan ilk calismadir.
Karakulak ile bugiine kadar yapilmis olan ¢aligmalar daha ¢ok karakulagin ekolojisi
ile ilgilidir. Bu ¢aligma ile karakulak mitokondriyal DNA kontrol bdlgesi dizisinin
belirlenmesi ve ayrica sitokrom-b geninin daha onceki calismalarda bulunmayan
kisimlarinin bulunmasi hedeflenmistir. Calisma, karakulak mt-DNA kontrol bolgesine
dair diinyada ilk ¢aligma 6zelligi tasimaktadir. Karakulagin kedigiller familyasindaki

yerini daha net bir sekilde anlasilmasina olanak saglayacaktir.



BOLUM 2. KAYNAK VE ARASTIRMASI

2.1. Karakulagin Biyolojisi
2.1.1. Boyut

Karakulagin biiyiikligli veya boyutu yasam alanlari, cinsiyetlerine gore farklilik
gosterebilir. Afrika’nin kurak bolgelerinde bulunan karakulaklar Asya’da bulunanlara
oranla daha biiyiiktiir. Disi karakulaklar erkek karakulaklara kiyasla daha kiigtiktiir
(Stuart ve Trever, 1982). Yasadiklar1 cografi alana gore viicut agirliklari
degigsmektedir. Giiney Afrika’da ki erkek karakulaklarin agirlign 7.2 kg — 19 kg
(yaklasik 12.9 kg) , disi karakulaklarn agirligi 7 kg — 15.9 kg (ortalama 10 kg)’dur.
Israil’de yasayan erkek karakulaklarin ortalama agirligi 9.8 kg ve disilerin ortalama

agirlig1 6.2 kg’dir (Nowell ve Jackson 1996).

2.1.2. Morfoloji

Karakulak, 6n bacaklarina oranla uzun arka bacaklar1 olan kedi tiiriidiir. Uzun arka
bacaklara sahip olmasi1 karakulagin muhtesem sigrayiglar yapmasina olanak
saglamaktadir. Karakulak ag¢ik kahverengi, gri veya kirmizimsi kiirk rengine sahiptir.
Gogiisiinden bacaklarina kadar uzanan bdlge beyazdir. Bu beyazliklar icerisinde
bireyler arasinda degisiklik gosteren soluk kirmizimsi lekeler bulunmaktadir (
Sapozhenkov, 1960). Yumusak zeminlerde kurak arazilerde rahat bir sekilde hareket
edebilmesi i¢in pengelerinin alt kisimlarinda ve sert killar bulunmaktadir. Bu sert killar
karakulagin yasadigi cografyaya hizli bir sekilde adapte olmasina olanak

saglamaktadir.



Karakulak genis bir ylize sahiptir ve kafasinda uzun ii¢cgen kulaklar1 vardir.
Kulaklarinin ucunda siyah piiskiiller bulunmaktadir. Yash bireylerde bu siyah
puskiiller asag1 dogru sarkarken geng bireylerde piiskiiller dik bir sekilde kulaklarinin
ucunda bulunmaktadir. Alninin merkezinden burun deliklerine kadar uzanan koyu

karakteristik ¢izgiye sahiptir (Sunquist ve Sunquist, 2002).

Sekil 2.1. (URL 1). Yetiskin bir karakulak goriintiisii

2.1.3. Ureme

Karakulak yilin her doneminde iireme yetenegine sahiptir. Disi karakulakta ciflesme
oncesinde hormonal olarak viicudunu dollenmeye hazirladigi Ostrus dénemi 1-3 giin
stirmektedir bu siire zarfinda ¢iflesme gergeklesmezse Gstrus dongiisii 3 — 6 giin daha
devam etmektedir (Bernard, 1987). Verimli bir dollenme gergeklestigi zaman disi 78
— 81 giin igerisinde hamileligini tamamlar ve hamilelik sonunda 1 - 3 (ortalama 2) tane

yavruyu diinyaya getirir (Nowell ve Jackson 1996).



Yavrular 9 — 10 aylik oldugu zaman bagimsizlik yasina ulasmis olur ve aileden
ayrilirlar. Disi bireyler 14 — 16 aylikken hamile kalabilirler , erkek bireyler ise 12.5 —

15 aylik iken cinsel olgunluga ulagirlar.

2.1.4. Aktif saatleri

Karakulak glin batimindan safak vaktine yani giin dogana kadar aktiftir. Giindiiz
saatlerinde yogun bitki ortiilerinin oldugu arazilerde, kaya yariklarinda dinlenirler

veya korunakli bir alanda gozlem yaparlar (Singh ve ark 2014).

2.1.5. Habitat1

Habitat tercihleri genellikle savana, ovalar, yart kuru ormanlik alanlar, kayalik alanlar
ve kuru ovalardir. Bu alanlar disinda yesil ormanlik alanlarda 2500 metre
yiiksekliklerde de yasadiklar1 bilinmektedir (Avgan ve ark 2016). Karakulaklar
genellikle ¢aliliklarin bol oldugu bolgelerde yasamay tercih ettikleri gozlenmistir. Bir
bolgede  bulunan  karakulak  yogunlugu o bodlgedeki avin  boyutu,
tiirl,yogunlugu,habitatin karakteristik 6zellikleri ve insanlar tarafindan yapilan zulim
derecesi gibi g¢evresel degiskenlere bagli olarak yasam alanlari1 arasinda belirgin

farklilik gosterebilir (Avenant, 1998).

2.1.6. Beslenme ahskanhg

Genellikle kemirgenler, yabani tavsanlar, kuslar, siirtingenler, bocekler, omurgasizlar
gibi agirlig1 5 kg’dan az olan canlilar ile beslenirler. Baz1 zamanlarda yabani kegi ve
yabani koyun gibi biiyiik memelilerde beslenme aligkanliginin bir parcasidir (Stuart ve
Trever 1982). Bunlarin diginda yapilan digki analiz ¢alismalarinda karakulakigin giin
icerisinde az miktarda bitki yedigide kanitlanmistir (Avenant 1998).



2.2. Biyocografyasi

2.2.1. Karakulagin diinya ve Tiirkiye’deki dagilim

Karakulak Afrika’nin bir¢cok bolgesinde dagilim gostermektedir. Sahra ve Namibi’'n
collerinde, Orta Afrika’da, Kongo ve Ekvator ormanlarinda, Asya kitasinda ki
Tirkiye’nin bat1 kisimlarimda, Arap Yarimadasi’nda, Orta Asya’da ise Tiirkiyenin
kuzey ucunda bulunan Tiirkmenistan’a kadar dagilim gostermektedir (Avgan ve ark
2014). Genel olarak karakulagin diinya tizerinde ki dagilimi incelendigi zaman ¢itanin
(Acinonyx jubatus) diinya fizerindeki dagilimi ile benzerlik gosterdigi ortaya
¢ikmaktadir (Sunquist ve Sunquist, 2002).

Yerli olarak yasadigi iilkeler; Afganistan, Cezayir, Angola, Benin, Botsvana, Burkina,
Faso, Kamerun, Cad, Kongo Cumbhuriyeti, Misir, Etiyopya, Gambiya, Gana, Gine,
Hindistan, Iran, Irak, Urdiin, Kazakistan, Kenya, Kuveyt, Liibnan, Libya, Morokko,
Namibya, Nijer, Nijerya, Umman, Pakistan, Sudi Arabistan, Senegal, Somali, Gliney
Afrika, Gliney Sudan, Sudan, Suriye, Tacikistan, Tanzanya, Togo Cumbhuriyeti,
Tunus, Tiirkiye, Tiirkmenistan, Uganda, Arap Emirlikleri, Ozbekistan, Bat1 Sahra,
Yemen, Zambiya’dir ( Melville ve ark , 2004).

Sekil 2.2. Karakulagin diinya izerindeki yayilisi



Yapilan galismalar dogrultusunda Tiirkiyede ki dagimi Izmir,Aydin,Denizli,Mugla,

Burdur, Antalya, Mersin illeri ile sinirl kalmis durumdadir (Hepcan ve ark 2008).

Sekil 2.3. Tiirkiye’de ki karakulak populasyonlari

2.2.2. Tarihgesi

Kedilerin ilk go¢ dalgasi yaklasik 10 milyon yil 6nce (myd) baslamigtir. Caracal soyu
10 — 8 myd Asya’dan Afrika’ya dogru yayilmaya baslamistir. Caracal soyu Asya’dan
Afrikaya goc ettigi sirada deniz seviyesinin suanki deniz seviyesinden yaklasik 60
metre diisiik olmas1 Kizil Deniz boyunca Arap yarimadasi ve Afrika arasinda kara
kopriisii olusturmustur. Bu karakopriisiiniin olusmasi ile serval ve afrika altin kedisi
tirleri olusmustur. Bu iki tiir hizli bir sekilde Afrika’da cografi olarak genislemeye
baslamistir (O’Brien ve Johnson 2007). Ge¢ Pliyosen donemde deniz seviyesi
tekrardan diismistiir ve sularin geri ¢ekilmesi ile yeni kara kopriileri ortaya ¢ikmustir.
Afrika altin kedisi bu donemde meydana gelen kara kopriileri ile Afrika kitasinda
kalirken karakulakta Asya kitasina dogru yayilmaya baslamistir (Johnson ve ark
2006). Bu baglantilarin olugmast ile kedigiller igerisindeki ilk kitalar aras1 go¢ 8.5 myo
Asya’dan Afrika’ya gergeklesmis ve Caracal soyu olusmustur (O’Brien ve Johnson
2007).
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Sekil 2.4. Kedi tiirleri arasindaki filogenetik iligkiyi gosteren soy agaci (Johnson ve ark. 2006)

2.3. Taksonomisi

Karakulagin gilinlimiize kadar bulunmus 9 tane alttiirii bulunmaktadir. Bu alttiirler;
Kuzey Afrika’da yasayan alttiir Caracal caracal algira (Wagner,1841), Giiney
Afrika’da ki alttiir Caracal caracal aracal (Schreber, 1776), Namibya’da yayilis
gosteren alttiir Caracal caracal damarensis (Robert , 1926), Botsvana’da ki alttiir
Caracal caracal limpopoensis (Robert, 1926), Gabon’da yayilis gosteren alttiir
Caracal caracal lucani (Rochebrune , 1885), Tiirkmenistan’da bulunan alttiir Caracal
caracal michaelis (Heptner, 1945), Etiyopya ve Sudan’ da bulunan alttiir Caracal
caracal nubica (Fischer,1829), Bat1 Afrikada’ki alttiir Caracal caracal poecilotis
(Thomas ve Hinton, 1921), Israil, Bat1 Asya, Iran, Arabistan Yarimadas1,Pakistan ve
Hindistan’da yayilis gosteren alttiir ise Caracal caracal schmitzi (Matschie, 1921)’dir

(Yasaman Hassan., 2015).
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Sekil 2.5. Karakulagin 9 alttiiriiniin diinya tizerindeki dagilimi

2.4. Tiirkiye’deki Karakulak Goriintiileri

Sekil 2.6. (URL 2 ) 16.04.2008 tarihinde Yasin {lemin tarafindan fotokapan ile cekilen karakulak fotografi
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Sekil 2.8. (URL 4).04.10.2007 tarihinde Rasim Cetiner tarafindan Denizli Acipayam Bozdag’da g¢ekilen yavru
karakulak fotografi

Sekil 2.9. (URL 5). 14.03.2010 tarihinde Antalya’da Batur Avgan tarafindan fotokapan ile ¢ekilen karakulak
fotografi



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kil ve diski ornekleri

Bu ¢alismada, Darica Faruk Yalgin Hayvanat Bahgesi ve Botanik Parki’nda bulunan
karakulaklardan etik standartlara uygun ve non-invazif olarak elde edilen kil ve diski
ornekleri analiz edilmistir. Kil 6rnekleri 50 ml Falcon® tiiplerde laboratuvara
getirilmistir ve Falcon tiipler i¢erinde saklamistir. Digk1 6rnekleri silika jel eklenerek

Falcon tiiplerinde saklanmustir.

PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) deneyleri i¢in kullanilacak pozitif ve negatif
kontrolii 6rnekleri Darica Faruk Yalgin Hayvanat Bahgesi ve Botanik Parki’nda
bulunan vasak,pumalardan etik standartlara uygun ve non-invazif olarak elde edilen
diski ornekleri kullanilmistir. Puma ve vasak digkilart 50 ml Falcon tiipler ile
getirilmistir. Falcon tiiplerin icerisinde bulunan digkilarin iizeri tamamen kaplanacak
sekilde %70’lik etil alkol eklenmistir. 24 saat etil alkol ile oda sicakliginda bekletilen
diskilarin bulundugu Falcon tiipiindeki alkol bosaltilmistir ve digkilarin kuramasi i¢in
tiiplere paketlenmis silika jel ekmistir. Falcon igerisinde bulunan digkilar tamamen

kuruyana kadar paketlenmis silika jeller yenileri ile degistirilmistir.

3.1.2. Calismada kullanilan laboratuvar ekipmanlar

Bu tez galismasinda kullanilan laboratuvar ekipmanlar1 Tablo 3.1.’de gosterilmistir.



Tablo 3.1. Caligmada kullanilan laboratuvar ekipmanlari

Ekipmanin Adi Marka-Model
Su banyosu: Witeg-WSB30
Kuru banyo inkiibator Major Science- MD02N
pH metre Hanna-HI2211
Manyetik 1sitict ve karistirict Wisesitir-MSH-20A
Mini tarti Kern -EMB 1200-1
Masa tipi santrifiij Kubota-3300
Etiiv Niive- EN 300
PCR Bioneer-Mygenie96
Gii¢ kaynagi Thermo Scientific-EC300XL2

Yatay mini jel elektroforez sistemi ve gii¢ kaynagi

VWR-Mini Gel Il

UV transilliiminator

Major Science-MUV26-312

Jel goriintiileme sistemi

DNR-MiniLumi

Buz makinasi

Scotsman-F80A

13

Buzdolab1 Vestel-BZP-S2101 W
Derin Dondurucu Indesit/ GSF-1350
Mikropipet takimi Ecopipette (3 adet)
Bilgisayar Dell

3.1.3. Kitler

Calismada kullanilan karakulak killindan elde edilen DNA’larin izolasyonu i¢in kit

kullanilmamigtir. Kildan DNA izolasyonunun basamaklar1 3.2 Yontemler
boliimiinde anlatilacaktir. PCR reaksiyonu pozitif ve negatif kontrolii hayvanat
bahgesinde getirilen vasak ve puma diskilarindan DNA saflastirmasi i¢cin QIAamp®
DNA Stool Mini Kit kullanilmistir.(QIAGEN, referans no:145020436, 2010,

Almanya).

PCR iiriinlerinin saflagtiritlmasi igin Roche® High Pure PCR Cleanup Micro Kit ve
(Roche, referans no: 04 983 955 001, 2013, Almanya) High Pure PCR Product
Purification Kit/ Roche® (Uriin kodu: 11732668001, Almanya, 2013) kullanilmistir.

3.1.4. Enzimler ve soliisyonlar

Soliisyonlarin hazirlanisi ve kullanim ile ilgili bilgiler icin Sambrook ve ark. (1989)

kaynagi referans alinmistir ve kullanilmistir.
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Tag DNA polimeraz enzimi: Thermo Scientific, konsantrasyon 5 u/pul

Taq polimeraz tamponu: Thermo Scientific, 10X Taqg tamponu +KCI -MgCl,
Etidyum bromiir (EtBr): Jel boyama soliisyonu (10 mg/ml)

Proteinaz K enzimi (20 mg/ml)

dNTP karisimi: Thermo Scientific, dATP, dCTP, dGTP, dTTP’nin her
birinden 10mM igerir. Fermentas, # RO192, Lot 00166700

TAE elektroforez tamponu (50X)

MgCl2: Thermo Scientific, 25 mM MgCl;

EDTA: 0.5 litre 0.5 M EDTA pH: 8.0

o r w0 N E

© ® N o

Bromofenol mavisi: %0.25 bromofenol mavisi ve %30 gliserol tn karisim ile

elde edilmistir. PCR reaksiyonu sonunda elde edilen DNA o6rneklerini agaroz
jele yiiklemek igin kullanilmastir.

10. Etidyum bromir (EtBr) : Jel boyama soliisyonu (10 mg/ml).

11. Kildan DNA saflastirma soliisyonu

3.1.5. DNA molekiiler agirhik belirteci

Calisma boyunca PCR reaksiyonu sonunda elde edilen DNA fragmentlerinin
biiylikliigiinii agaroz jel elektroforezinde 6lgebilmek i¢cin ®X174 DNA/BsuRI Hae
[11 kesimi molekiiler agirlik belirteci kullanilmistir ve molekiil agirlig: belirteci Sekil

3.1.’de gosterilmistir.
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bp ng/0.5 ng %

1253 1256 251
1078 10041 20.0
872 810 162
6503 56.0 11.2
310 28.8 5.8
281 26.1 52
271 252 5.0
234 21.7 4.3
194 18.0 26
118 11.0 22
72 6.7 1.3

Sekil 3.1. (URL 6) : DNA molekiil agirligt belirteci

3.1.6. Calisma boyunca kullanilan bilgisayar programlar:

1. Natioanl Center for Biotechnolgy Information (NCBI) (Altschul ve ark.,
1990). (www.ncbi.nlm.nih.gov)

2. Clustal W (Higgins ve ark., 1994). (www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2)

3. Chromas 2.4.3 programi (Technelysium Pty Ltd, Conor McCarthy, 2004,
Avustralya)

3.1.7. Calismada kullamilan primer ciftleri

Calismada kullanilmak tizere primer se¢imi vasak Ornekleri referans alinarak
yapilmistir. Calismada karakulak mtDNA kontrol bolgesi ve sitokrom-b geni
bulunmasi hedeflenmistir ve bu bolgeler daha dnceki caligmalarda bulunmadig i¢in
karakulaga evrim agacinda yakin olan bir tiir olan vagak mtDNA kontrol bolgesi ve
sitokrom-b geni dizileri referens alinmistir. Gugolz ve arkadaslarinin 2008 yilinda
yapmis oldugu calisma incelenmistir ve bu ¢alisma sonunda kullanilacak primerler

olusturulmustur. Calismada 3 ters ve 3 diiz primer olmak tizere toplam 6 adet primer


http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2)%2525252520
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kullanilmis. Bu 3 primer ¢ifti de kedigillere 6zgii primerlerdir. CR3F - CR3R ve
CR4F - CR4R primerleri ile kontrol bolgesinden DNA dizileri bulunmasi
hedeflenirken F3Malg — R2Malg primerleri ile sitokrom-b geni dizilerinin bulunmasi

hedeflenmistir

Tablo 3.2. Calismada kullanilan primerler

Primer adi 5°-3” yoniinde primer dizisi

R2Malg- ters primer 5’- TGG ATC GGA GAATTG CGT ATG CGA -3’

CR3R- diiz primer 5°- CAG TGG TTG GTAGGT TAATTT T-3’

CR4-R- diiz primer 5’- CAG ATG CCAGGT ATAGTTCC -3’

Kullanilan primerlerin uzunlugu, mtDNA {izerinde hangi bolgeleri amplifiye ettigi,

amplifiye edilen bolgenin uzunlugu ve primerin dzelligi Tablo 3.3.’te gosterilmistir.

Tablo 3.3. Caligmada kullanilan primerlerin 6zellikleri

Kedigillere 6zgii

Sitokrom-b geni

20-22 Kedigillere 6zgii | Kontrol bolgesi | 199 bg

19-20 Kedigillere 6zgii | Kontrol bolgesi | 182 bg

Calisma boyunca kurulan PCR reaksiyonlarinin herbirinde pozitif ve negatif
kontrollerde kurulmustur. Kurulan bu pozitif ve negatif kontrollerede Tablo 3.2.’de
gosterilen primerler eklemistir. Primerler kedi 6zgii primer oldugu oldugu i¢in bazi
deneylerde negatif kontrol olarak giivercin DNA’st kullanilmistir. Kedi 6zgii
primerlerin sadece kedi DNA’smmi1 amplifiye etmesi beklenmektedir. Bu deney

grubuda yani gilivercinin negatif kontrol olarak kullanilan deneylerde giivercinin
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bulundugu agaroz jel kuyularinda DNA amplifiye band1 beklenmemistir. Bu sekilde

deneyler boyunca kullanilan primerlerin giivenilirligi test edilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Polimeraz zincir reaksiyonu ( PCR)

Molekiiler biyolojide siklikla kullanilan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) uygun in

vitro sartlar altinda niikleik asitlerin klonmasini saglayan yontemdir (Birben 2006).

PCR reaksiyonu esasinda yiiksek sicaklik altinda DNA’nin birbirinden ayrilmasina
(denatiirasyon) ayrilan DNA  fragmentine uygun sicaklikta  sentetik
oligoniikleotidlerin baglanmasina ( hidridizasyon) ve zincirin DNA polimeraz: ile

uzamasina (polimerizasyon) dayanmaktadir (Sambrook ve ark., 1989).

Bu ii¢ asil basamak yaklasik 35 - 40 siklus olacak sekilde tekrarlanarak hedef
DNA’nin klonlanmasi saglanmaktadir. Cift zincirli hedef DNA 95 °C’de hidrojen
baglarmin kopmasi ile denatiirasyona ugramaktadir. Denatlirasyon islemi
tamamlandiktan sonra sicaklik 37 — 65 °C’ye dusiiriiliir (Erol ve ark, 1990).
Hidridizasyon basamaginin ka¢ °C olacagi hedef DNA’nin ¢ogaltilmak istenilen
bolgesine uygun tasarlanan primerin yapisina ve uzunluguna bagli olarak

degismektedir (Aldemir ve Ucan, 2001).

Hedef DNA zincirine baglanan primerin uzamasi 72 °C’de DNA polimeraz
tarafindan gergeklesir. Bu asamada Taq DNA polimeraz 5° den 3° yoniinde
aktivasyon gosterir ve ortamdaki niikleotidler1 kullanarak hedef DNA’nin
tamamlanmasini saglar. PCR’in temelini olusturan bu 3 basamak yaklasik 10 dk.
stirmektedir. En az 35 tekrardan sonra hedef DNA yaklasik olarak 33.6 milyon adet
cogaltilmis olur (Aydin ve ark. 2010).

Calisma boyunca kurulan kurulan PCR reaksiyonlarinin igerigi; 2.5 mM MgCl

soliisyonundan 5 pl, 10X Taq polimeraz tamponundan 5 puL, 25 uM primerden 1 puL
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diiz primer (forward primer), 1 pL ters primer (25 uM) (reverse primer) olmak iizere
2 pL primer (25 uM), 10 mM dNTP mix solisyonundan 2 plL, Tag DNA
polimerazdan (5 unit/uL) 0.5 uL ve 1 uL kalip DNA 6rnegi kullanilarak reaksiyon
saf suyla 50 puL’ye tamamlanmistir. Reaksiyon yiiksek sicakliklarda gerceklestigi
icin sicaklik nedeni ile buharlagma ile birlikte DNA miktarinda kayip yasanmamasi

icin reaksiyon tizerine bir damla mineral yag eklenmistir.

Tablo 3.4. Calisma boyunca kurulan PCR reaksiyonlarinin bilesenleri

PCR REAKSIYONU BILESENLERI SON KONSANTRASYON MIKTAR

TAQ TAMPONU 1X 5uL
DUZ PRIMER (FORWARD) 0.5uM 1uL
TERS PRIMER (REVERSE) 0.5uM 1uL
MgCl. 2.5mM 5uL
dNTP KARISIMI 0.4mM 2uL

STERIL SU - 34.5uL

TAQ DNA POLIMERAZ - 0.5uL
KALIP DNA - 1pL

TOPLAM 50 uL

Calismada kurulan PCR reaksiyon sikluslari i¢in sicaklik degisimleri Sadece
hidridizasyon basamagi i¢in degistirilmistir. mtDNA sitokrom-b geninin klonlanmasi
yapilan PCR dongiilerinde kullanilan F3Malg ve R2Malg primerlerinin hedef
DNA’ya yapisma sicakligr igin 55 °C’dir ve malgorzata bolgesi deneylerinde bu
optimum sicaklik kullanilmigtir. mtDNA kontrol bolgesi geni CR3 bdlgesinin
klonlanmasi i¢in kullanilan CR3F ve CR3R primerlerinin yapisma sicakli optimum
olarak 50 °C olarak hesaplandigi i¢in CR3 bélgesi ¢alismalrinda bu sicaklik
kullanilmigtir. MtDNA kontrol bolgesi geni CR4 bolgesinin Klonlanmas: igin
kullanilan CR4F ve CR4R primerlerinin yapisma sicakli optimum olarak 48 °C
olarak hesaplandigi i¢cin CR4 bdolgesi ¢alismalrinda bu sicaklik kullanilmistir. Her iig
bolge i¢in kurulan PCR reaksiyonlarinin denatiirasyon sicakligi 94 °C, uzama sicakli
ise 72 °C olarak ayarlanmistir ve tiim deneyler bu sicakliklarda yapilmistir. Calisma
boyunca kullanilan PCR dongii sicakliklar1 ve siireleri Tablo 3.5.’te ayrintili bir

sekilde gosterilmistir.
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Tablo 3.5. PCR reaksiyonlarinin sicakliklar

PCR mtDNA .
, . SICAKLIK | SURE

BASAMAKLARI PRIMERLERI
DENATURASYON 94 °C 8 dakika
DENATURASYON 94°C 30 saniye

F3Malg- R2Malg | 55 °C 45 saniye
BAGLANMA CR3F- CR3R 50 °C 45 saniye 35 dongii

CR4F- CR4R 48°C 45 saniye
UZAMA 72°C 45 saniye
SONLANMA 72°C 15 dakika

3.2.2. Kildan DNA saflastirma protokolii

Darica Faruk Yalgin Hayvanat Bahgesi ve Botanik Parki’'nda bulunan
karakulaklardan etik standartlara uygun ve non-invazif olarak elde edilen kil
ornekleri stereo mikroskop altinda inlenmistir ve kil kapsiillerine yakin bir sekilde
kesilmigtir. Kesilen kil karakulak killar1 30 — 40 ar adet tiiplere konulmustur.

1. Hayvanat bahgesinden gelen killarin bir kism1 petri kaplarina alinmistir. Killar
sirast ile %100’lik , % 90°lik , % 80’lik , % 70’lik etil alkol serilerinden
gecirilmis ve en son olarak da distile (otoklavlanmis) su kullanilarak yikama
islemi yapilmustir.

2. Killar, yikama islemi bittikten sonra kurumasi i¢in yuvarlak sekilde kesilen
kurutma kagitlarinin arasina konulmustur ve oda sicakliginda gece boyu
bekletilmistir.

3. Kuruyan killar ertesi giin stereo mikroskop altinda incelenmistir. incelenen
killar, kil kokiine yakin bir sekilde kesilmistir. Kesilen killar yaklasik 1 cm
uzunlugundadir. Kesim islemi sonunda elde edilen killar 2.0 mP’lik
Eppendorf® tiipiine aktarilmisgtir.

4. Eppendorf® tiipiin iizerine asagidaki konsantrasyonda hazirlanan soliisyondan

0.7 ml eklenmistir;
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50 mM Tris HCI pH: 8.0
100 mM EDTA pH:8.0
%2’lik SDS

5. Tiipe, yukaridaki soliisyon eklendikten sonra son olarak 35ul ( 10 mg / ml)
proteinaz K ilavesi yapilmistir ve 55°C sicaklikligindaki hafif ¢calkalamali su
banyosuna gece boyu birakilmustir.

6. Ertesi giin su banyosundan ¢ikartilan tiipe 0.7 ml fenol-kloroform eklenmistir.
Fazlarin tam olarak birbirine karismasi i¢in 3 dakika hizli bir sekilde el
yordami ve vorteX ile ¢calkalanmistir. Fazlarin tam olarak birbirine karismadigi
gozlenirse siire uzatilabilir.

7. Calkalama iglemi bittikten sonra tiip igerisindeki fazlarin birbirinden ayrilmasi
i¢in 6rnek 15.000 rpm’de (~20.620xg) 3 dk. santrifiij yapilmustir.

8. Santrifiij isleminden sonra st kisimda bulunan aquos faz temiz Eppendorf®
tipe aktarilmistir. Bu basamakta aquos fazin alt kisminda kalan fenol-
kloroformun alinmamasina dikkat edilmesi gerekmektedir.

9. Temiz tiip igerisinde bulunan aquos faz iizerine tekrardan 0.7 ml fenol-
kloroform eklenmistir. 3 dakika el ile ¢alkalama yapilmistir. Daha sonra
15.000 rpm’de (~20.620xg) 2 dk. santrifiij yapilmustir.

10. Santrifiij cihazindan ¢ikan 6rnegin iist kisminda bulunan aquos faz temiz 1.5
ml’lik Eppendorf tiipe aktarilmigtir. Aquos fazin altinda bulunan fenol:
kloroformun alinmamisina dikkat edilmesi gerekmektedir.

11. Temiz tiip igerisinde bulunan 6rnegin {izerine 70 ul 3M sodyum asetat pH:6
¢ozeltisinden ve 1.4 ml %100’liik etanol (ice cold) eklenmistir. Ornek -
20°C’de 1 saat bekletilmistir.

12. DNA ¢6kme islemi igin 6rnek 15.000 rpm’de (~20.620xg) 10 dk. santrifiij
yapilmistir.

13. Tiip igerisinde bulunan st kisim atilmistir. Tiipe 1 ml %70°lik etil alkol (ice
cold) eklenmistir ve -20°C’de 1 saat bekletilmistir.

14. 1 saat sonunda 6rnek 15.000 rpm’de (~20.620xg) 10 dk. santrifiij yapilmustir.

15. Ust kisim tekrardan atilmistir tiipiin altinda kalan yani DNA oldugunu

diistindiigiimiiz kisim tizerine 1 ml %70’lik etil alkol (ice cold) eklenmistir ve
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-20°C ‘de 1 saat bekletildikten sonra 6rnek 15.000 rpm’de (~20.620xg) 10 dk.
santrifiij yapilmistir.

16. 10 dakikalik santrifiij sonunda tiip icerisinde bulunan alkol tamamen
uzaklastirilmigtir ve tiip kurutma kagidi tizerine kapak kisimlari kurutma
kagidina temas edecek sekilde ters ¢evrilerek birakilmistir.

17. Yaklasik 1 dakika bu sekilde bekletildikten sonra tiip kapagi agik bir sekilde
15.000 rpm’de (~20.620xg) 2 dk. santrifiij yapilmustir.

18. Santriftij sonunda tiipe 0.1 ml distile ve otoklavlanmis steril su ilave

edilmistir. Yaklasik 3—4 saat oda sicakliginda bekletilerek siispanse edilmistir.

3.2.3. Diskida DNA saflastirma protokolii ve qgiaamp DNA stool mini kit icerigi

Karakulak DNA’s1 kurulan PCR reaksiyonlart i¢in kullanilan vasak ve puma
DNA’lart QIAamp DNA Stool Mini Kit/ Qiagen kit ile elde edilmistir. Hayvanat
bahgesinden gelen vasak ve puma diski orneklerinden DNA elde edilmistir ve bu
DNA’lar ¢alisma boyunca pozitif ornek olarak kullanilmistir. Digkidan DNA
izolasyonunun basamaklari ve kit igerigi su sekildedir; QLTAamp DNA Stool Mini Kit;
InhibitEX tablet, tampon AW2 (yikama soliisyonu), tampon AW1 (yikama
sollisyonu), tampon AE (eliisyon tamponu), tampon ASL (pargalama soliisyonu),
proteinaz K, tampon AL (baglama soliisyonu), dondiiriicii filtre (spin filtre) ve
toplatict tiip igcermektedir ve bu kit ile diskidan DNA izolasyonu igin

kullanilmaktadir.

Diskidan DNA saflastirma protokolii

Diskilarin yiizey kismindan kazimnt1 ile elde edilen 180-220 mg agirligindaki numune
2 mI’lik Eppendorf tiipiine aktarilir.

1. Eppendorf tiip igerisinde bulunan diski numunesinin tizerine 1.6 ml tampon
ASL eklenir ve karisim homojen bir hal alana kadar vorteks ile 1 dk. karistirilir.

2. Digk1 6rnekleri 15.000 rpm’de (~20.620xg) 1 dk. santrifiijlenerek, ¢okelti ve
stipernatant kisminin ayrilmasi saglanir.

3. Stipernatant kisimdan1.4 ml alinarak, 2.0 mI’lik Eppendorf tiipe aktarilir.
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4. Stipernatant kismin bulundugu tiip igerisine InhibitEX tablet eklenir.

5.Tabletin 6rnek igerisinde tam olarak ¢oziinmesi igin vortekslenir ve
inkiibasyon igin tiipler 1 dk. oda sicakliginda bekletilir.

6.1 dk. oda sicakliginda bekletilen 6rnekler 15.000 rpm’de (~20.62xg) 3 dk.
santrifiij edilir.

7. Elde edilen stipernatant 1.5 mI’lik yeni bir Eppendorf tiipe aktarilarak 15.000
rpm’de (~20.62xg) 3 dk. ikinci santrifiiji yapilir .

8. Santrifiijden sonra elde edilen siipernatanttan 600 pL siipernatant Eppendorf
tiipe aktarilir tizerine 25 uL proteinaz K ilave edilir. Proteinaz K’l1 karisimin
tizerine 600 uL. tampon AL eklenir ve karisim 15 saniye vorteks yardimi ile
karigtirilir.

9. Eppendorf tiipiin kapagi iyice kapatilir ve proteinaz K’nin aktif hale
gelebilmesi igin tiip su banyosunda 70 °C’de 10 dk. inkiibe edilir.

10. Su banyosunda 10 dk bekleyen tiipiin igerisine 600 uL etanol (%96-100)
eklenerek vorteks ile karistirilir.

11. Elde edilen lizat dikkatli bir sekilde spin kolona aktarilarak 15.000 rpm’de
(~20.620xg) 1 dk. santrifiij yapulir.

12. Lizattan kalan kisim bitene kadar lizat kolona ilave edilerek 15.000 rpm’de
(~20.620xg) 1 dk. santrifiij islemi tekrarlanir.

13.Santrifiijler sonunda spin kolon iizerine 500 pL tampon AW2 eklenerek
15.000 rpm’de (~20.620xg) 3 dk. santrifiij yapilir.

14. Spin kolon 15.000 rpm’de (~20.620xg) 1 dk. ikinci bir santrifiijden gegcirilir.
15. Spin kolon, etiketlenmis 1.5 mI’lik Eppendorf tiipe transfer edilir. Kolonun
tizerine 200 pL tampon AE aktarilir ve 1 dk. oda sicakliginda inkiibe edilir.
16. Eppendorf tiip 15.000 rpm’de (~20.620xg) 1 dk. santrifiijii yapilarak kolonda

yapisik olarak kalan DNA larin tiip igerisine ge¢gmesi saglanir.

17. Santrifiijden sonra elde edilen DNA -20 °C’de saklanir.
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3.2.4. Agaroz jel elektroforezi

Molekiiler biyolojide siklikla kullanilan agaroz jel elektroforezinin ana maddesi olan
agaroz denizlerde yasayan kirmizi alg tiirtinden elde edilen bir polisakKkarittir
(Normand ve ark., 2000).

Kullanilan bu yontemde DNA fragmentleri kat1 agaroz bloklarina yerlestirilir ve
molekiillerin elektriksel alanda hareket etmesi saglanir. Bu hareket sonunda DNA
fragmentleri agaroz jel icerisinde biiylikliiklerine gore ayrilir (Topal,1999). Agaroz
jelde yiiklii bulunan DNA fragmentlerinin hareketi katottan anota dogru gergeklesir
(Cetinkaya ve Ayhan., 2012).

Jelin yogunlugu, igerigi, jelin hazirlanmasinda ve elektriksel akimi saglayan tampon
cozelti, sicaklik, voltaj farki gibi faktorler DNA’nin jeldeki hareketine etki
etmektedir (Birren ve Eric., 1993).

Calisma boyunca elde edilen DNA fragmenleri kiiciik boyutta oldugu i¢in agaroz jel
elektroforezinde kullanilan jelin yogunlugunun yiiksek olmasi gerekmektedir. Bunun
icin ¢alisma boyunca %]1.7 yogunlugunda jeller hazirlanmis ve kullanilmistir.
Prensip olarak jelin hazirlanmasinda ve elektrik akimin saglandigi haznede
kullanilan tampon ¢0ziiltinin ayni olmasi gerekmektedir. Calisma boyunca TAE
tampon ¢ozeltisi kullanilmistir. PCR sonrasinda elde edilen DNA fragmentleri jele
yiiklendikten sonra jelin bulundugu hazneye 80 volt 200 amper akim uygulanmistir.
Jelde bulunan kuyulara DNA fragmentlerinin yani sira bir kuyucuga da DNA
fragmentlerin boyutunu 6lgebilmek i¢in DNA molekiil agirligi belirteci yiiklenmistir.
Calisma boyunca DNA molekiil agirligi belirteci olarak ®X 174 DNA/BsuRI
(Haeelll kesimi) kullanilmistir. Bu belirteg ile 1353 bg ile 72 bg arasinda ki DNA

fragmentlerinin dl¢limii yapabilmektedir.

Agaroz je elektroforezi tamamlandiktan sonra jel yaklasik 5 dk. boyunca etidyum

bromiir (EtBr) ile boyanmistir ve UV-transilliiminator altinda incelenmistir.
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3.2.5. PCR iiriiniin saflastirma basamaginda kullanilan kitin (High Pure PCR
Cleanup Micro Kit/ Roche) icerigi ve kullanimi

Icerisinde baglayici soliisyon, baglanmay1 artirict soliisyon (binding enhancer),
yikama soliisyonu, eliisyon tamponu, micro filtre ve toplayict tiip iceren kit ile PCR
reaksiyonlar: sonuncunda elde edilen DNA’nin diger PCR maddelerinden ayrilmasi
saglanmistir ve iselem sonunda istenilen boyuttaki DNA fragmenleri saf halde

tiiplere toplanmustir.

PCR iiriint saflastirma protokolii

1. PCR reaksiyonu sonunda elde edilen iiriin steril su ile 100 pL‘ye tamamlanir.

2. Uzerine 200 uL baglayict soliisyonu ve 200 uL baglanmayi artirici soliisyon
eklenerek karisim pipet yardimi ile karigtirtlir.

3. High Pure filtre, toplayici tiipe yerlestirilir ve karisim bu filtreli tiiplere
aktarilir.

4.PCR iiriinliniin filtreden gecebilmesi i¢in tiip 9.000 rpm’de (~7.245 xg) 1 dk.
santrifiij yapilir.

5. Santrifiij sonunda tiipte elde edilen iiriin atik tiriindiir ve tiipiin alt kisminda
kalan siv1 atilir.

6.Filtreli tiipiin tzerine 400 pL yikama soliisyonu eklenerek 9.000 rpm’de
(~7.245 xg) 1 dk. santrifiij yapilir.

7. Santrifiij sonunda tiipiin alt kisminda bulunan sivi dokiiliir ve filtreye 300 puL
yikama soliisyonu eklenir ve 9.000 rpm’de (~7.245 xg) 1 dk. santrifiij islemi
gerceklestirilir.

8.Yine tipin alt kisminda bulunan sivi dokiiliir bos tiip ile 15.000 rpm’de
(~20.620xg) 1 dk. santrifiij islemi tekrarlanir.

9. Ust kisimda kalan filtre 1.5 ml’lik temiz Eppendorf tiipiine yerlestirilir.

10. Filtrenin tam ortasina gelecek sekilde olmak iizere 20 pL eliisyon tamponu
eklenerek 9.000 rpm’de (~7.245 xg) 1 dk. santrifiij edilir.

11. Santrifiij sonunda elde edilen tiipiin alt kisminda bulunan sivi saf DNA’y1

olusturdugu i¢in elde edilen eliisyonlar -20 °C’de saklanir.
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3.2.6. PCR iiriiniin saflastirma basamaginda kullanilan kitin (High Pure PCR

Product Purification Kit/ Roche) icerigi ve kullanim

Icerisinde baglayic1 tampon, yikama soliisyonu, eliisyon tamponu, mikro filtre ve
toplayict tiip igeren kit PCR reaksiyonlar1 sonucunda elde edilen DNA’y1 PCR

elemanlarinda ayrigtirmak i¢in kullanilan diger saflastirma kitidir.

PCR iiriint saflastirma protokolii

1. 100 pL tamamlanan PCR reaksiyonu sonunda elde edilen iiriiniin {izerine 500
uL baglayici soliisyon eklenir. PCR iiriinii ve baglayici soliisyon pipet yardimi
ile karistirilir.

2. Elde edilen karigim filtreli tiipe aktarilir ve iiriin15.000 rpm’de (~20.620xg) 1
dk. santrifiij yapilir. Santrifiij sonunda elde edilen tiipiin alt kisminda bulunan
stvi atik maddedir ve bu sivi dokiiliir.

3. Filtrenin {izerine 500 pL yikama soliisyonu eklenir ve 15.000 rpm’de
(~20.620xg) 1 dk. santrifiij yapilir. Santrifiij sonunda elde edilen siv1 tekrardan
dokiiliir.

4. Filtreye 200 uL yikama soliisyonu eklenir ve 15.000 rpm’de (~20.620xg) 1
dk. santrifiij yapilir.

5. Filtre temiz 1.5 mI’lik Eppendorf tiipiine takilir ve tizerine 50 pL eliisyon
tamponu eklenir.

6. Eliisyon tamponlu filtre 5 dk. oda sicakliginda inkiibe edilir.

7. Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra filtreli tiip 15.000 rpm’de
(~20.620xqg) 1 dK. santrifiij yapilir.

8. Santrifiij sonunda elde edilen eliisyon saf DNA’dir ve eliisyon -20 °C’de
sekansa hazir bir sekilde bekletilir.

3.2.7. DNA dizi analizi

PCR reaksiyonlar1 sonunda elde edilen DNA fragmentleri agaroz jel elektrofori ile

incelendikten sonra pozitif sonug¢ alinan karakulak DNA ornekleri saflastirildiktan



26

sonra lontek firmasina goénderilmistir. {ontek firmast DNA dizi analizini yaptiktan
sonra sonuglar Chromas 2.4 programindan incelenmistir. Elde edilen karakulak DNA
dizileri NCBI programindan bulunan diger kedi tiirleri DNA dizileri ile EBI-Clustal
W  programi kullanilarak ¢oklu hizalamasi  yapilmistir ve sonuglar

degerlendirilmistir.



BOLUM 4. ARASTIRMA VE BULGULARI

Bu tez calismasinda, Darica Faruk Yalg¢in Hayvanat Bahgesi ve Botanik Parki’nda
bulunan karakulaklardan etik standartlara uygun ve non-invazif olarak elde edilen kil
Ornegi analiz edilmistir. Hayvanat bahgesinden elde edilen karakulak killar1 kildan
DNA saflagtirma protokolii kullanilarak karakulak DNA’s1 elde edilmistir. Calisma
sonunda karakulaga ait bugiine kadar yapilmis olan c¢alismalarda bulunamayan
mtDNA kontrol bolgesi genlerinin bulunmasi ve sitokrom-b geninin bir kisminin
bulunmas1 hedeflenmistir. Bu boélgelerin  bulunumabilmesi i¢in PCR ydntemi
kullanilmistir.  PCR  reaksiyonlarinin kurulabilmesi i¢cin NCBI programindan
faydalinarak kedigillere 6zgii primerler tasarlanmistir. Bu primer ¢iftleri kullanilarak
amplifiye edilen bolgeler karakulak mtDNA ve sitokram-b dizilerine ilk defa
ulasilmistir. Elde edilen mtDNA dizileri laboratuvarda bu calisma ile es zamanlh
deneyleri siirdiiriilen vasak DNA’lar1 ve NCBI da elde edilen diger kedi soy hatlarina
ait bireyler ile ¢oklu dizi hizalama yontemi kullanilarak kiyaslanmigtir.
Karsilastirmalar ile hem bulunan karakulak DNA larinin kontamine olmadiginin kaniti
hem de diger kedi soylarina ait kediler ile karakulagin hangi bolgelerde farkliliklarinin

oldugu bulunmustur.

Bu calisma gibi filogenetik ¢aligsmalarda genetik materyal olarak niikleer DNA’ya ek
olarak hiicrenin organeli olan mitokonrinin igerisinde bulunan mtDNA’da son
zamanlarda mokeliiler biyolojide molekiiler belirte¢ olarak siklikla kullanilmaktadir

(Asicioglu ve ark. 2003).

Filogenetik olarak kimliklendirme ¢aligsmalarinda DNA dizi analizi o tiiriin kimliginin
ve tarihinin hangi asamalardan gegtigini gosteren en giivenilir yontemdir (Gill ve ark
1994). mtDNA’y1 niikleer DNA’dan ayiran bazi 6zellikler vardir ve bu 6zellikler su
sekildedir; mtDNA niikleer DNA ya oranla daha yiiksek kopya sayisina sahipttir.
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MtDNA’da mayotik rekombinasyon ozelligi yoktur ve mtDNA maternal kalitim
gostermektedir (Butler ve Levin 1998). Maternal kalitim gdstermesinin nedeni tam
olarak bilinmemekle birlikte yaklasik 100.000 — 1.000.000 oosit mitokonrisinin i¢ine
giren 100 — 1000 arasinda mitokondri sayisinda degisim gosteren spermin
mitokondrilerinin azligindan kaynaklandig: diistilmektedir. Déllenmeden sonra sperm
basi igerisinde kalan mitokondriler de ovum hiicreleri tarafindan yok edilmesi oldugu
diisiilmektedir. Kisacas1 dollenme tamamlandiktan sonra olusan yeni hiicre i¢erisinde
sadece anneden gelen mitokondriler ve bu mitokondriler igerisinde bulunan

MtDNA’lar bulunmaktadir (Chinnery ve ark 2000).

Calisma boyunca mtDNA’nin en polimorfik bolgesi olan D-loop bolgesi yani kontrol
bolgesinin bir kisminin bulunmasi hedeflenmistir. mtDNA’nin mutasyon hizi niikleer
DNA’nin mutasyon hizindan ¢ok yiiksektir. Bunun nedeni mtDNA niikleer DNA’ya
oranla daha az korumaya sahiptir ve kontrol mekanizmasi az gelismistir. mtDNA’nin
bu 6zelliginden dolay1 filogenetik ¢alismalarda siklikla kullanilmaktadir. mtDNA da
meydana gelen mutasyonlar bireyler ve tiirler arasinda gergeklesen farkliliklarin
takibini kolaylastirmaktadir. Bu Ozelliklerden faydalanilmak ig¢in ¢alisma boyunca
genetik materyal olarak mtDNA kullanilmistir. Karakulak mtDNA’s1 ve diger
kedilerin  mtDNA’s1 kiyaslanarak kediler arasindaki farkliliklarin  bulunmasi

hedeflenmistir.

4.1. Karakulak mtDNA sitokrom-b geni Malgorzata bolgesi amplifiyesi

Karakulak kilindan elde edilen DNA ile PCR reaksiyonlart boliim 3.2.1 de ki sartlar
altinda kurulmustur. PCR reaksiyonu kurulurken bu bolgenin tespiti i¢in F3Malg ve
R2Malg primerleri kullanilmistir. Bu primerler ile malgorzata bdlgesinden toplamda
286 baz ciftinin bulunmasi hedeflenmistir ve deney sonunda beklenilen biiyiikliikte
DNA bolgesi amplifiye edilmistir. PCR reaksiyonu esnasinda negatif kontrol olarak
kalip DNA kullanilmamistir. Negatif kontrole kalip DNA eklenmedigi i¢in ¢evresel
bir kontaminasyonun var olup olmadig test edilmistir. Pozitif kontrol olarak hayvanat
bahgesi vasak ve puma DNA lar1 kullanilmistir. PCR reaksiyonu esnasinda primerin

kalip DNA ya baglanma sicakligi 51 °C olarak yapilan bircok denemeden sonra
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optimum baglanma sicaklig1 oldugu tespit edilmistir. Sicaklik tespiti optimum olarak
bulunduktan sonra deney 4 kez tekrar edilmistir ve 4 tekrarda da ayni sonuglar
alimmustir. Pozitif olarak sonuglanan karakulak PCR reaksiyonlar1 High Pure PCR
Cleanup Micro Kit/ Roche kiti ile PCR iirlinlerinden saflagtirilmistir. Kitin igerigi ve
kullanim talimatlar1 boliim 3.2.4.’te ayrintili bir sekilde verilmistir. Eliiatlar agaroz jele
yiikklenerek sekansa gitmeden Once varliklart tekrardan incelenmistir. PCR
tirtinlerinden saflastirilan karakulak mtDNA sitokrom-b geni malgorzata bolgesi DNA
parcalarmin sekansinin yapilmasi igin lontek firmasina gonderilmistir. Sekans islemi
fontek firmast tarafindan yapildiktan sonra sonuglar Chromas 2.4 programiyla analiz
edilmigtir. mtDNA sitokrom-b geni malgorzata bolgesine ait karakulak DNA
fragmentleri 2 kez lontek firmasina génderilip sekans1 yapilmistir. Yapilan sekanslar
sonucunda sonuclarin ayni oldugu gozlenmistir. Analiz sonunda elde edilen DNA
dizileri yapilan ¢oklu dizi hizalama yontemi ile diger kedilerden ayrildigi tespit

edilmistir.

Sekil 4.1. Hayvanat bahgesi karakulak 6rneginin F3Malg ve R2Malg primeri sitokrom-b geni Malgorzata bolgesi
PCR amplifikasyonu, agaroz jel elektroforezi sonuglari (Kuyu 1: Negatif kontrol (Kalip DNA yok), Kuyu 2:
Pozitif kontrol hayvanat bahgesi vasak 6rnegi, Kuyu 3: Hayvanat bahgesi disi karakulak 6rnegi, Kuyu 4: Hayvanat
bahgesi erkek karakulak ornegi Kuyu 5:DNA molekiil agirhg belirteci ( $X 174 DNA/BsuRI kesimi), Kuyu 6: Pozitif
kontrol hayvanat bahgesi Puma 6rnegi, Kuyu 7: Hayvanat bahgesi disi karakulak 6rnegi, Kuyu 8: Hayvanat bahgesi
erkek karakulak 6rnegi).
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Sekil 4.1.’de de gosterildigi gibi PCR reaksiyonu sonucunda elde edilen DNA
fragmentleri agaroz jele yiiklenmistir ve DNA fragmentleri istenilen biiyiikliikte
gozlenmistir. Elde edilen bantlarin tamami molekiil agirlig: belirtecinin 310 bg ve 271
b¢ bantlarinin arasindadir. Deney sonunda 286 bg biiyiikliigiinde DNA fragmentlerinin
elde edilmesi beklenmistir. Elde edilen DNA fragmentlerinin bu aralikta ¢ikmasi
kullanilan primerlerin giivenilirliginin tekrardan test edilmesine olanak saglamistir.
Sekil 4.1. Kuyu 1°de ki 6rnek negatif kontrol oldugu i¢in kalip DNA kullanilmamaistir.
Kalip DNA kullanilmadig1 i¢in deney sonunda bu kuyuda bant gozlenmemesi
gerekmektedir ve deney sonunda 1. kuyu da bant gozlenmemistir. Bu kuyuda bant
gozlenmemesi deneyde c¢evresel kontaminasyon yasanmadigini ifade etmektedir.
Deneyin steril ortam kosullarda gergeklestirilip sonug alindigi gozlenmis olunmustur.
Malgorzata primerleri ile yapilan bu deney ayni ortam kosullarinda 4 kez tekrar
edilmistir. Tiim tekrarlarda beklenilen biiyiikliikte DNA fragmentleri elde edilmistir.
Sekans iglemi oncesinde PCR reaksiyonlart sonunda elde edilen DNA’larin PCR
trlinlerinden saflastirma isleminden 6nce 4 kez tekrar edilen karakulak DNA
fragmentlerinin bulundugu PCR tiiplerindeki igerik birlestirilmistir. Bu basamagin
amaci sekans islemine fazla miktarda DNA 6rnegi gonderilmesidir. Fazla miktarda
DNA o6rnegi gonderildigi zaman sekans sonucu daha giivenilir hale gelmektedir.
Bunun i¢in saflastirma isleminden sonra yaklasik 70 pL karakulak malgorzata
bolgesine ait DNA fragmentleri sekans islemi icin lontek firmasina gonderilmistir.
fontek firmasindan gelen DNA dizileri Chromas 2.4 programiyla analiz edilmistir.
Analiz sonunda karakulaga ait 286 bg’lik malgorzata bolgesi DNA dizileri ilk defa bu

calisma ile bulunmustur.

fontek firmas1 karakulaga ait DNA’larin ilk énce diiz okumasini yapmustir. Bu okuma

sonunda elde edilen sekans goriintiileri Sekil 4.2.”de gosterilmistir.
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Sekil 4.2. Karakulak sitokrom-b geni malgorzata bolgesi diiz okumasi

Sekil 4.2.”de gosterilmis olan sekans ile karakulak mtDNA sitokrom-b geni malgorzata
bolgesi dizisinin son kismi bulunmustur. Ters okuma ile malgorzata bolgesi dizisinin
bas kismi bulunacaktir. Diiz sekans isleminden sonra karakulaga ait malgorzata

bolgesinin dizileri Tablo 4.1.”de ayrintili bir sekilde gostelrilmistir.
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Tablo 4.1. mtDNA sifokrom-b geni malgorzata bdlgesi diiz okuma sonunda elde edilen karakulak malgorzata

bolgesi dizileri

CCCCTCAGGAATTATATCTAATTICAGATAAAATTCCATTCCACCCATACTACACAATCAAGGAC
ATCTTAGGTCTCCTAGTATTAATTIT TAACACTCATACTACTTGTCCTATTT TCACCAGATCTATTA
GEAGACCCAGACAACTACACCCCCGCCAATCCTCTAAATACCCCTCOCCACATCAAGCCCGAAT
GATATTTCCTATTCGCATACGCAATICTCCGATCCARIVALE primeri)

Karakulaga ait DNA’nin diiz okumasi tamamlandiktan sonra dizinin tamamlanmasi
icin ayn1 DNA dizisinden ters okuma yapilmistir ve yapilan okuma sonunda karakulak
mtDNA sitokrom-b geni malgorzata bolgesi tamamlanmistir. Ters okuma ait sekans

goriintiileri Sekil 4.3.’te ayrintili bir sekilde gosterilmistir.
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Sekil 4.3. Karakulak sitokrom-b geni malgorzata bolgesi ters okuma sekans goriintiileri

Yapilan ters okuma sekansi ile birlikte karakulak sitokrom- b geni malgorzata bolgesi
286 b¢’nin tamami bulunmustur ve bu bdlgeye ait DNA dizilerin tam hali Tablo
4.2.”de gosterilmistir.
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Tablo 4.2. Karakulak mtDNA sitokrom-b geni malgorzata bolgesi DNA dizilerinin tamami

CTCCTGTTTCTTCACGAAACAGGATCTAACAACCCCTCAGGAATTATATCT
AATTCAGATAAAATTCCATTCCACCCATACTACACAATCAAGGACATC
TTAGGTCTCCTAGTATTAATTTTAACACTCATACTACTTIGTCCTATTITTC
ACCAGATCTATTAGGAGACCCAGACAACTACACCCCCGCCAATCCTCT
AAATACCCCTCCCCACATCAAGCCCGAATGATATTTCCTAT

4.2. Karakulak mtDNA Kontrol Bolgesi Geni CR4 Bolgesi Amplifiyesi

Karakulak kilindan elde edilen DNA ile PCR reaksiyonlari boliim 3.2.1°de ki sartlar
altinda kurulmustur. mtDNA kontrol bolgesi amplifiyesi i¢in PCR reaksiyonlari
kurulurken CR4R ve CRA4F primerleri kullanilmistir. Bu primerler ile 182 bg’lik
bolgenin amplifiye olmasi beklenmektedir. Deneyde kullanilan primerler kedi 6zgii
primerler oldugu i¢in PCR reaksiyonlar1 esnasinda negatif kontrol tiiplerinin igerisine
giivercin  digkisindan  saflagtirilan  DNA  eklenmistir. Bu sekilde primerlerin
giivenilirligi bir kez daha kontrol edilmistir. Negatif kontrol olarak gilivercin
DNA’sinin PCR reaksiyonu sonunda CR4F ve CR4R primerleri ile amplifiye
olmamasi gerekmektedir. Pozitif kontrol olarak hayvanat bahgesinden getirilen vasak
ve puma digkilarindan elde edilen DNA kullanilmistir. PCR reaksiyonunda kullanilan
primer, kedi 6zgl primer oldugu i¢in vasak ve puma tiiplerinde amplifiye olmasi
beklenmistir ve PCR sonunda yapilan agaroz jelde vasak ve puma kuyularinda bant
gozlenmistir. PCR sonunda yapilan agaroz jel elektroforezi goriintiisiinde hayvanat
bahgesi karakulak 6rneginden pozitif sonug alinmistir. Bu deney ile ilk kez karakulak
mtDNA kontrol bolgesi CR4 geni bulunmustur. Sekil 4.4.te CR4F ve CR4R
primerleri ile elde edilen karakulak DNA amlifiyesinin agaroz jel goriintiisiidiir. Sekil

4.4 ’te negatif, pozitif kontroller ayrintili bir sekilde gosterilmistir.
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Sekil 4.4. Disi ve erkek karakulak DNA 6rneginin CR4 primeri kontrol bolgesi PCR amplifikasyonu,agoroz jel
elektroforezi sonuglar1 (Kuyu 1: DNA molekiil agirligi belirteci ( X 174 DNA/BsuRI kesimi), (Kuyu 2:
Negatif kontrol (Kalip DNA giivercin DNA’s1),Kuyu 3: Negatif kontrol (Kalip DNA yok), Kuyu 4:
Negatif kontrol (Kalip DNA yok), Kuyu 5: Pozitif kontrol hayvanat bahgesi puma 6rnegi, Kuyu 6:
Hayvanat bahgesi disi karakulak Kuyu 7: Hayvanat bahgesi erkek karakulak 6rnegi, Kuyu 8: bos kuyu,
Kuyu 9: Hayvanat bahgesi disi karakulak ornegi).

Sekil 4.4.’te ki agaroz jel goriintiisiinde de gozlendigi gibi deney esnasinda herhangibir
kontaminasyon yasanmadi i¢in negatif kontrollerde bant gozlenmemistir. PCR
kurulum esnasinda kullanilan CR4F ve CR4R primerleri kedigillere 6zgli primer
oldugu i¢in Sekil 4.4.’te 2 kuyu da bulunan giivercin DNA’sin da bant gézlenmemistir.
Bu sonug ile de PCR reaksiyonlarinda kullanilan primerin giivenilirligi bir kez daha
kanitlanmis olmustur. Sekil 4.4.‘te ki 6. 7. ve 8. kuyulara karakulak DNA’s1
yiiklenmistir ve agaroz jelde de gozlendigi gibi bant elde edilmistir. Sekil 4.4.’te de
gbzlenen bu karakulak bantlari, karakulak mtDNA kontrol bolgesi CR4 geninin
gozlendigi ilk agaroz jel goriintiisiidiir. CR4 primerleri ile yapilan bu deney ayni ortam
kosullar1 altinda 3 kez daha tekrarlanmistir ve 3 tekrarda da ayni sonuglar alinmistir.
Agaroz jel goriintiilemesi sonunda karakulak DNA’sinin amplifiye oldugu tiipler PCR
iiriinlerinden saflastirilmistir ve saflastirilan DNA’lar sekans islemi i¢in Iontek
firmasina gonderilmistir. Sekans sonrasinda gelen sonuglar Chromas 2.4 programu ile
incelenmistir. CR4 bolgesinin once diiz okumasi yapilmistir ve Sekil 4.5.’de sekans

sonunda elde edilen diiz okuma sekans tikleri gosterilmistir.
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Sekil 4.5. Karakulak mtDNA kontrol bdlgesi CR4 geni diiz sekans okuma goriintiisii

Sekans okumasi sonunda Tablo 4.3.’de gosterilen karakulaga ait ilk CR4 dizileri elde

edilmistir.

Tablo 4.3. mtDNA kontrol bdlgesi CR4 geni diiz okuma sonunda elde edilen karakulak dizileri

GGACCTCACTGTCCGAAAGAGCTTAATCACCTGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGC
TCGAACGTGTACCTCTTCTCGCTCCGGGCCCATCTCAACGTGGGGGTTTCTATGACGGA

ACTATACCTGGCATCTG(CR4R PRIMERI)

Diiz okuma tamamlandiktan sonra fontek firmasina génderilen karakulak DNA 6rnegi
lizerinden ters okuma yapilmasi istenmistir ve ters okuma ile dizinin tamaminin

bulunmasi hedeflenmistir. Sekil 4.6.’da karakulak CR4 geni diiz okuma sekans

goriintiileri ayrintili bir sekilde gosterilmistir.
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Sekil 4.6 . Karakulak mtDNA kontrol bolgesi CR4 geni ters sekans okuma goriintiisii

Tablo 4.4.”de sekans okumasi sonunda tamalanan CR4 dizisinin tamami gésterilmistir.
CR4 ters okumasi ile dizi tamamlanmistir ve hedeflendigi gibi CR4 bdlgesinin tamami

yani 182 baz ¢ift bulunmustur. Bulunan bu baz ¢iftleri karakulagin kontrol bolgesine
ait diinyada ki ilk gen dizileridir.

Tablo 4.4. Karakulak mtDNA kontrol bolgesi CR4 geni DNA dizilerinin tamami

ACACTTTACTCAATGGCAATCCTCCATGGACCTCACTGTCCGAAAGAGCTTAATCAC
CTGGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGCTCGAACGTGTACCTCTTCTCGCTCCGGG
CCCATCTCAACGTGGGGGTTTCTATGAC

CR4 bolgesinin sekans okumasi tamamlandiktan sonra 286 b¢ malgorzata bolgesinin

tamami 182 b¢ CR4 bolgesinin tamami bulunmutur. Karakulak mtDNA’siin 468 bazi

kesfedilmis olmustur.
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4.3. Karakulak mtDNA Kontrol Bolgesi Geni CR3 Bolgesi Amplifiyesi

Karakulak kontrol bolgesi CR3 genin bulunmasi i¢in boliim 4.1 ve 4.2°de ki ortam
kosullar1 altinda PCR reaksiyonlar1 kurulmustur. Boliim 4.1.’de F3Malg ve R2Malg
primerleri, boliim 4.2°de CR4F ve CR4R primerleri kullanilmistir. Boliim 4.3.°de
gosterilen deneyde de CR3F ve CR3R primerleri kullanilarak PCR reaksiyonlari
kurulmustur. Kurulan PCR reaksiyonlari agaroz jel elektrofezinde goriintiilenmesi igin
amplifiye edilen DNA fragmentleri agaroz jele yiikklenmistir ve agaroz jel goriintiisii
Sekil 4.7.°de gosterilmistir. Bu deney sonunda 199 bg¢’lik bolgenin bulunmasi
hedeflenmistir. Deney sonunda elde edilen karakulak DNA’s1 CR3 fragmentlerinin
oldugu PCR tiiplerindeki 6rnekler saflagtirma kitleri ile saflagtirilmistir.

Sekil 4.7. Erkek karakulak DNA o&rneginin CR3 primeri kontrol bolgesi PCR amplifikasyonu,agoroz jel
elektroforezi sonuglart (Kuyu 1: Negatif kontrol (Kalip DNA giivercin DNA’s1), Kuyu 2: Pozitif
kontrol kalip DNA hayvanat bahgesi puma 6rnegi Kuyu 3: DNA molekiil agirlig1 belirteci ( ¢X 174
DNA/BsuRI kesimi), Kuyu 4: Hayvanat bahgesi karakulak 6rnegi).

Ornekler sekans okumasi yapilmasi i¢in fontek firmasina gonderilmistir. Ornegin dnce
diiz okumasi yapilarak CR3 bolgesinin son kisimlarinin bulunmasi hedeflenmistir.
Hedeflendigi gbi okuma sonunda CR3 bolgesinin son kisimlari bulunmustur. Sekil

4.8.’de CR3 bolgesinin diiz okumasin sekans goriintiisii gosterilmistir.



38

0 o [ 50 0 &0 a a0 11
R N e N W N NS RN NN m e —— e e i e N =

AN oL A m/\ P\ gy

oy i A Yy | in |
vayaw;ﬂww Aol e A VAV

Sekil 4.8. Karakulak mtDNA kontrol bolgesi CR3 geni diiz sekans okuma goriintiisii

Diiz sekans okumasi tamalandiktan sonra Tablo 4.5.’de ki yer alan CR3 dizileri dizileri

bulunmustur.

Tablo 4.5. Karakulak mtDNA kontrol bolgesi CR3 geni DNA dizisine ait kesfedilen 145 bg

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCCCCACAACTTTCACAAT
TCATATATTGCACATACTCGTACTGTGCTTGCCCAGTATGTCTITACCCCCCATAA
AATAAACTAAGTAAAAMACCCCCTATCACCATGACCCTAAACATACAATGCAAAS
TTAACCTACCAACCACTG (CR3R primeri)

Diiz okuma bittikten sonra dizinin tamamlanmasi i¢in ters okuma yapilmak istenmistir
fakat ters okuma istenilen sekilde olmamistir. Okunakli bir sekans iglemi olmadig1 igin
CR3 bolgesinin bag kisminda bulunan 54 baz yapilan tekrarlar sonunda da
bulunamamistir. Yapilan tekrar deneylerinde CR3 bolgesine ait toplam 145 bg

bulunmustur.

Tim deneyler sonunda karakulak mtDNA sitokrom-b genine ait 286 bg, CR4
bolgesinin tamami 182 b¢ ve CR3 bolgesinin bir kism1 199 b¢’nden 145 bg karakulak
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MtDNA genomu igin kesfedilmistir. Bu ¢alisma ile karakulak mtDNA genlerinden 613
be’ti ilk defa bulunmustur.



BOLUM 5. TARTISMA VE SONUCLARI

PCR reaksiyonlar1 sonucunda elde edile DNA fragmentleri Roche High Pure PCR
Product Prufication Kit ve Roche High Pure PCR Cleanup Micro Kit kullanilarak PCR
tiriinleri saflastirilmistir. Saflastirilan iiriinler DNA dizi analizine gonderilmistir ve
calismanin hedefinde oldugu gibi karakulak mtDNA kontrol bolgesi dzileri ve

sitokrom-b malgorzata bolgesi dizileri elde edilmistir.

Felis soy hattindan ev kedisi(Felis catus), Puma soy hattindan pumanin (Puma
concolor) ve ¢itanin (Acinonyx jubatus) , Lynx soy hattindan vasagin (Lynx lynx)
Ocelot soy hattindan sili orman kedisinin (Leopardus guigna ) Bay cat soy hattindan
Asya altin kedisinin (Catopuma temminckii) Panthera soy hattindan Jaguarin
(Panthera onca) ve aslanin (Panthera leo) mtDNA kontrol bolgesi geninin CR4
boliimii dizileri ve sitokrom-b geni malgorzata bolgesi dizileri NCBI veri tabanindan
elde edilmistir ve Caracal soy hattindan olan karakulak (Caracal caracal) ile ¢oklu

dizi hizalama yapilarak incelenmistir.

MtDNA kontrol bolgesi geni CR4 boliimii karsilastirmasma gore karakulak CR4
dizileri Johnson ve arkadaglarinin (2006) yapilan ¢aligmalar sonrasinda olusturmus
olduklar kedi filogenetigi soy agacina gore karakulaga yakin olan Bay cat soy hatti ile
yine karakulaga yakin olan Panthera soy hatt1 ile bir¢ok yerde ayni bazlarin oldugu
tesbit edilmistir. Ayn1 sekilde Lynx soy hattinda bulunan H1 vasagi (Avrasya vasagi,
Hellborg) ile de bir¢ok bazda benzerliklerinin oldugu tesbit edilmistir. Bu benzer olan
bazlarin bazilar1 Tablo 5.2.°de gosterilmistir. mtDNA kontrol bdlgesi geninin CR4
(182 bg) DNA dizileri Tiirkiye’de ve Diinya’da ilk defa bu ¢alisma ile kesfedilmistir.
CR4 bolgesi ile yapilan ¢alisma laboratuvar ortaminda ayni PCR reaksiyonu sartlari

altinda 2 kez tekrar edilmistir ve 2 tekrarda da ayni sonuglar elde edilmistir.
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CR4 Dbolgesinin ¢oklu dizi hizalamasinda uygulanilan yontem Sitokrom-b geninin
malgorzata bolgesi iginde uygulanmistir. Karakulak malgorzata DNA dizisi kedi
filogenetigi soy agacinda bulunan 8 ayr1 kedi soyunu olusturan kedilerin malgorzata
bolgeleri kiyaslanmistir. Karakulagin Tablo 5.1.’de de gortldiigi gibi karsilastirma
sonunda CR4 bolgesi dizilerinin diger kedi soylart ile birgok yerde ayrildig:

gbzlenmistir. Birgok dizide de benzerliklerinin oldugu tesbit edilmistir.

Karakulak CR4 dizileri ile diger kedi soylarina ait CR4 dizileri ¢oklu dizi hizalama
yontemi ile kiyaslanmistir. Bu karsilastirma Tablo 5.1.°de ayrintili bir sekilde

gosterilmigtir.

Tablo 5.1. Karakulak ve diger kedi soylarindaki kedilerin CR4 bolgesi karsilastirmalari. Tabloda kullanilan kedi
isimlerinin kisaltmalari ; po: Panthera onca, asl: Panthera leo, h1: Lynx lynx, ct: Catopuma temminckii,

par: Leopardus guigna, aj: Acinonyx jubatus, pc: Puma concolor, fc: Felis catus, kara: Caracal caracal

par
FC
PO TETCCEAA
ASL2 i*“
kara AR
CT
AJ ATAACTTGTTACGGGACAATTCTCTATGGACCTCA
H1 ATACCTTGCTCTAGAACAGTCCTTCATGGACCTCA
PC TCCATACTTTCTAGGACAATTCTCTATGGACCTCA
* ok k ok k ok kkkk * * kkkkkkx
par TEGCCTCGAGAAACC CAACCCTTGCTCG—A.GTGTACCTCTTCTCGCTCCGGGCCCAT
FC TE@GCCTCGAGAAACC CAA.CCTTGCTCGAACGTGTACCTCTTCTCGCTCCGGGCCCAT

PO TEGCCTCGAGAAACCAGCAACCCTTGCTHGAGCGTGTACCTCTTCTCGCTCCGGGCCCAT
ASL2 TEGCCTCGAGAAACC. CAA.CCTTGCC GAGCGTGTACCTCTTCTCGCTCCGGGCCCAT
kara TEGCCTCGAGAAACCABCAACCCTTGCTCGAACGTGTACCTCTTCTCGCTCCGGGCCCAT

CT THGCCTCGAGAAACCABCAATCCTTGCT GAACGTGTACCTCTICTCGCTCCGGGCCCAT
AJ THGCHTCGAGAAACCABCAATCCTTGCCHGAACGTGTACCTCTTCTCGCTCCGGGCCCAT
H1 TEGMCTCGAGAAACCARC. CCTTGCTCGAACGTGTACCTCTTCTCGCTCCGGGCCCAT
PC TEGHECTCGAGAAACCARC CCTTGCTCGAACGTGTACCTCTTCTCGCTCCGGGCCCAT
* ok kkkkkkkkkkk kkk kkkkkk Kk khkkhkkkkkkk khkkkkkkkkkkkkkkk

par TTCAACGTGGGGGGITNNNNNNN

FC TTCAACGTGGGGGTTTCTATAAC

PO TTCAACGTGGGGGTGTCTATAAT

ASL2  TTTAATGTGGGGGTGTCTATGGT
kara [@TCAACGTGGGGGTTTCTATGAC

CT TTCAACGTGGGGGTTTCTATCAT
AJ TTCAACGTGGGGGTTTCTATAAC
H1 ITCAACGTGGGGGTTTCTATAAC
PC TTCAACGTGGGGGTTTCTATGGT

*k kkkkkk Kk K
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Tablo 5.2 . Karakulak mtDNA kontrol bélgesi geni CR4 DNA dizsinin diger kedi soylarina ait CR4 DNA dizileri
ile karsilastirmasi. Karsilagtirma sonucunda elde edilen niikleotid benzerlikleri — farkliliklar1 ve baz

sirasi

1.BAZ | 2BAZ | 5BAZ 36 BAZ | 42BAZ | 121 BAZ
OCELOT
SOYU A C T A C T
FELIS
SOYU C A T A T T
PANTHERA
SOYU A T A A C T
PANTHERA
SOYU A C A A C T
CARACAL
SOYU A C T C C C
BAY CAT
SOYU C C T A C T
PUMA
SOYU A T C A C T
LYNX
SOYU A T C A C C
PUMA
SOYU T C T A C T

Malgorzata primerleri ile yapilan PCR reaksiyonu amplifikasyonun gosterildigi Sekil
4.1.°de ki agaroz jel elektroforezi goriintiisiinde amplifiye edilen karakulak dizisi DNA
molekiil agirligr belirtecinin ( X 174 DNA/BsuRI kesimi) 310 bg ile 271 bg arasinda
gozlenmistir. Malgorzata primerleri ile 286 b¢’lik dizinin amplifeye olmasi beklendigi
icin agaroz jel elektroforezinde DNA bandinin bu aralikta olmasi gerekmektedir.
Malgorzata primerleri ile elde edilen bu gen dizisi karakulagin sitokrom-b geninin

malgorzata bolgesine ait ilk gen dizilerinin goriintiisiidiir.

Karakulak mtDNA sitokrom-b geni malgorzata bolgesi ile diger kedilere ait
malgorzata bolgeleri ¢coklu dizi hizalama yontemi ile kiyaslanmistir. Bu karsilastirma
Tablo 5.3.’de gosterilmistir. Tablo 5.3.’nin olusturulmasinda kullanilan karakulak

malgorzata dizilerine F3Malg ve R2Malg primerleri dahil edilmemistir. Primerler
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dahil edilmedigi i¢in karakulak malgorzata bolgesi i¢in 238 baz ile diger kedilerin

malgorzata bolgeleri kiyaslanmistir.

Tablo 5.3 . Karakulak ve diger kedi soylarinda ki kedilerin malgorzata bolgesi karsilastirmalari. Tabloda kullanilan
kedi isimlerinin kisaltmalar1 ; po: Panthera onca, asl: Panthera leo, hl: Lynx lynx, ct: Catopuma
temminckii, par: Leopardus guigna, aj: Acinonyx jubatus, pc: Puma concolor, fc: Felis catus,

kara:Caracal caracal

po TTCCATTCATCATCTCAGCCCTAGCAGCAGTCCATCTCCTATTCCTTCATGAGACAGGAT 15671

asl TTCCATTTATCATCTCAGCCCTAGCAGCAGTCCACCTCCTATTCCTCCATGAAACAGGAT 15620
hl TCCCATTCATCATCTCAGCCCTAGCAGCAGTACACCTCCTATTCCTCCACGAAACAGGAT 15668

ct TCCCATTCATTATCTCAGCCTTAGCAGCAGTACACCTCCTATTCCTTCACGAAACAGGAT 15687

par TCCCGTTCATCATCTCAGCCCTGGCAGCAGTACACCTTCTATTTCTCCATGAAACAGGAT 15595
aj TTCCATTCATCATCTCAGCCCTAGCAGCAGTACACCTCTTATTTCTCCACGAGACAGGAT 15673

pc TCCCATTCATCATCTCAGCTCTAGCAGCAGTACACCTTCTATTTCTCCACGAAACAGGAT 15638

fc TTCCATTCATTATCTCAGCCTTAGCAGGAGTACACCTCTTATTCCTTCATGAAACAGGAT 15650

kara - CTCCTGTTTCTTCACGAAACAGGAT 25

KXk kK kk kk kk kk KAk kkkkk

po CCAATAACCCCTCAGGAGTGGTATCCAACTCAGACAAAATCCCATTTCACCCATACTACA 15731

asl CTAATAACCCCTCAGGAATGGTATCTGACTCAGATAAAATTCCATTCCATCCATACTATA 15680
hl CTAACAACCCCTCAGGAATCACATCTGACTCAGACAAAGTCCCCTTCCACCCATACTATA 15728

ct CTAACAACCCCTCAGGAATTACATCCGACTCAGACAAAATCCCATTCCACCCGTACTACA 15747

par CTAATAACCCATCCGGAATCTCATCCAACTCAGACAAAATCCCATTCCACCCATACTATA 15655
aj CCAATAACCCCTCAGGAATCACATCCGACTCAGACAAAATTCCATTCCACCCATACTACA 15733

pc CTAACAACCCCTCAGGAATCACATCTGATTCAGACAAAATCCCATTCCATCCATACTACA 15698

fc CTAACAACCCCTCAGGAATTACATCCGATTCAGACAAAATCCCATTCCACCCATACTATA 15710

kara CTAACAACCCCTCAGGAATTATATCTAATTCAGATAAAATTCCATTCCACCCATACTACA 85

* kk kkkkk kk kkk Kk *hkk ok kkkkk kkk k kk kk kK kk Kkkkk X

po CAATCAAAGATATCCTGGGCCTCCTAGTACTAATCCTAATACTCATGCTACTCGTCCTAT 15791

asl CAATCAAAGATATCCTAGGCCTTCTAGTACTATCC---ACACTCACACTACTCGTCCTAT 15737
hl CAATCAAGGACATCTTAGGCCTCCTAGTACTAATTCTTACACTCATACTGCTCGTCCTAT 15788

ct CAATCAAAGACATCCTAGGTCTCCTAGTATTAATTCTAACACTTATATTGCTCGTTCTAT 15807

par CAATTAAGGATATCTTAGGCCTCTTAGTGCTAGTTTTAACACTCATACTACTCGTTCTAT 15715
aj TAATCAAGGACATTCTAGGTCTCCTAATACTAATTTTAATACTCACACTACTCGTCCTCT 15793

pc CAACCAAAGACATCTTGGGTCTCCTAGCATTAATCTTAACACTCATGCTACTCGTCCTAT 15758

fc CAATCAAAGACATCCTAGGTCTTCTAGTACTAGTTTTAACACTCATACTACTCGTCCTAT 15770

kara CAATCAAGGACATCTTAGGTCTCCTAGTATTAATTTTAACACTCATACTACTTGTCCTAT 145

Kk kk kk Kk K KKk Kk Kk KK Kk okkk kK KKk KKk KKk Kk

po TCTCACCAGACCTACTAGGAGACCCCGATAACTATACCCCCGCCAACCCTCTAAACACCC 15851

asl TCTCACCAGACCTATTAGGAGATCCCGATAACTATACCCCCGCCAATCCTCTAAGCACCC 15797
hl TCTCACCAGACCTGTTAGGAGACCCGGACAATTATATCCCCGCTAACCCCCTAAGTACTC 15848

ct TTTCACCAGACCTGCTAGGAGACCCAGACAATTACATTCCTGCCAACCCTCTAAATACCC 15867

par TCTCACCAGACCTGCTAGGAGACCCAGACAACTACATCCCCGCCAACCCTCTAAATACCC 15775
aj TCTCACCAGACCTGTTAGGAGATCCAGACAACTACATCCCCGCCAACCCCCTAAACACTC 15853

pc TCTTACCAGATATATTAGGAGACCCAGACAACTACATCCCTGCCAACCCTCTAAATACTC 15818

fc TTTCACCAGACCTGCTAGGAGACCCAGACAACTACATCCCAGCCAACCCTTTAAATACCC 15830

kara TTTCACCAGATCTATTAGGAGACCCAGACAACTACACCCCCGCCAATCCTCTAAATACCC 205

* ok kkkkhkk k kkkkhkkk kk kk kk kk Kk Kkk Kkk Kkk K*k Kkk KKk X

po CTCCCCACATCAAGCCCGAATGATATTTCCTATTTGCATACGCAATCCTCCGATCTATTC 15911

asl CTCCCCATATCAAACCTGAATGGTACTTCCTATTTGCATATGCAATCCTCCGATCTATTC 15857
hl CTCCCCATATTAAGCCCGAATGGTACTTCTTATTCGCGTATGCAATTCTCCGATCCATTC 15908

ct CTCCCCATATTAAACCTGAGTGGTACTTCTTATTTGCGTACGCAATCCTCCGATCCATCC 15927

par CTCCCCATATTAAACCCGAATGATACTTCCTATTCGCATACGCAATTCTCCGATCCATCC 15835
aj CTCCCCATATTAAACCCGAATGATATTTTTTATTCGCATACGCAATCCTCCGATCCATCC 15913

pc CCCCTCATATCAAACCCGAATGATACTTCCTGTTCGCATATGCAATCCTCCGATCCATCC 15878

fc CTCCCCATATTAAACCTGAATGATACTTCCTATTCGCATACGCAATTCTCCGATCCATCC 15890

kara CTCCCCACATCAAGCCCGAATGATATTTCCTAT————=—————————————————————— 238

Kk Kk Kk kk Kk KKk kk Kk Kk Kk Kk K
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Bu calismada bulunan karakulak malgorzata bolgesi genleri ile diger kedilere ait
genler incelendigi zaman bir¢ok noktada dizilerin farklilastigi gozlenmektedir.
Karakulak dizilerindeki bazi bazlarin da sadece karakulakta oldugu Tablo 5.3.’de
ayrintili bir sekilde gosterilmistir. Tablo 5.3.’de yer alan bilgiler kullanilarak Tablo
5.4. olusturulmustur. Tablo 5.4.”te ki bilgiler Tablo 5.3.”de yer alan bilgilerden rastgele

secilmistir. Tablo 5.4. incelenirken kedi filogenetigi soy agaci dikkate alinmalidir.

Tablo 5.4. Karakulak mtDNA sitokrom-b geni Malgorzata bolgesi gen dizisinin diger kedi soylarina ait Malgorzata
bolgesi DNA dizileri ile karsilastirmasi. Karsilagtirma sonucunda elde edilen niikleotid benzerlikleri —

farkliliklar1 ve baz sirasi.

PUMA
soYu

MtDNA kontrol bdlgesi geni ve sitokrom-b geninden elde edilen karakulak DNA
dizileri Tablo 5.1. ve Tablo 5.3.’de oldugu gibi diger kedi soylar1 ile kiyaslanmistir.
Bu karsilastirmalar sonucunda soy agacinda Caracal soy hattina yakin olan soy
hattinda ki kediler ile baz olarak benzerlikleri mevcuttur. Tablo 5.2. ve Tablo 5.4.
incelendigi zaman bazi kedi soylarinda iki ayr1 kedinin 6rnegi goriilmektedir. Tablo

5.2.’de panthera soy hattindaki kediler (Panthera onca, Panthera leo) incelendigi
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zaman rastgele gosterilen 6 tane bazda benzerliklerinin oldugu gézlenmektedir. Yine
Tablo 5.4.’de puma soy hattindan iki kedinin (Puma concolor, Acinonyx jubatus )
sitokrom-b dizilerine bakildig1 zaman bir¢ok yerde bu soy hattinda baz agisindan

benzerliklerin oldugu gozlenmektedir.

Johnson ve arkadaslarinin 2006 yilinda yayinlamis oldugu calismadaki kedi tiirleri
arasindaki filogenetik iliskinin gosterildigi soy agacinda puma soyu evrimini
tamamladiktan sonra lynx soyunun evrimini tamamladigi gériilmektedir. Dolayisiyla
bu evrim agacinda puma ve lynx soylarin yeri agagta pespese gelmektedir. Tablo
5.2.’de ki CR4 dizileri bu pespese gelen soy hatlar i¢in incelendigi zaman puma ve
lynx soyunda bulunan bireylerin CR4 bolgelerinde de birgok bazda benzerliklerinin

oldugu gozlenmistir.

Yine evrim agaci incelendigi zaman lynx soy hatti ve ocelot soy hatt1 agacta altalta
oldugu gorilmektedir. Lynx ve ocelot soy hattinda bulunan bireylerin CR4
dizilerindeki bazlar Tablo 5.2.’de incelendigi zaman yine bu iki soy hattinda bulunan

kedi tiirlerinde de benzerliklerin oldugu gozlenmektedir.

Evrim agacma gore Caracal soy hattina yakin olan kedi soylari; Ocelot , Bay cat ,
Panthera ve lynx soylaridir. Hem sitokrom-b dizilerinin bulundugu Tablo 5.4. hem de
CR4 dizilerinin bulundugu Tablo 5.2. incelendigi zaman karakulagin bu ¢aligmada
bulunan sitokrom-b dizileri ve CR4 dizileri bu 4 soy hattinda ki kediler ile birgok yerde

benzedigi gozlenmistir.

Bu tez c¢alismasi ile bulunan karakulak malgorzata gen dizileri laboratuvarda es
zamanli yapilan vasak calismasi ile bulunan vasak mtDNA sitokrom- b geni
malgorzata bolgesi genleri ile kiyaslanmistir. Bu kiyaslanmanin amaci kediler arasinda

herhangi bir kontaminasyonun yaganip yasanmadigini kontrol etmektir.
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Tablo 5.5. Karakulak malgorzata bolgesi ve laboratuvarda galismasi yapilan vasaklarin malgorzata bolgelerinin

karsilagtirmasi k.kulak: karakulak malgorzata bolgesi, kars: Kars vasak caligmast malgorzata bolgesi,

antalya: Antalya vasak caligmasi malgorzata bolgesi kisaltmalari kullanilmustir.

k. kulak
kars
artalya

k kLl ak
kars
armtalya

k kUl ak
kars
artalya

k. kulak
kars
artalya

k kUl ak
kars
artalya

e e e e e e e = = CTCCTET
----------------------------------------- QCAGGEAGTACACTTCCTAT
------ TCTCAGCCTTAGCAGRAGTACATATCTCAGCCTTAGCAGRAGTACACCTCCTAT

FEEE F

TTCT TCACGAAACAGEAT CTAACAACCCCT CAGOAAT TATAT CTAAT TCAGATAAAATTC
TCCT CCAAGAAACAGRAT CTAACAA CCCCT CAGRAAT CACATAT GACTCARACAAAGT CC
TCCT CCAAGAAACAGEAT CTAACAACCCCT CAGRAAT CACAT CTRACTCAGACAAAGT CC

F %¥ k¥ FdFEkF ki dkddk ki ik cdkkdkk ¥ k¥ ok F o kkddkdk kEkEkE k¥

CATTCCACCCATACTACACAATCAAGRACATCT TAGOTCTCCTAGTATTAATTT TAACAC

CCT------TATACTATACAATCAAGGACATCT TAGGCCTCCTAGTACTAATTCTTATALC
CCTTCCACCCATACTATACAATCAAGGACATCT TAGGCCT CCTAGTACTAAT TCTTACAC
£ FkEkhE FEEFEEEEskEEded bEEE FEREERREEd kEEE: ¥ ok k¥

TCATACTACTTGTCCTATTTTCACCAGATCTAT TAGEAGACCCAGACAACTACACCCCCG
TCATACTGCTCATCCTAT TCTCACCAGACCTGT TAGLAGACCCORACAATTATATCCCCG
TCATACTGCTCATCCTAT TCTCACCAGACCTAT TAGOAGACCOOGACAATTATATCOCCG

FEFFEEFEE k¥ ki d ok dkkdkkd Fd FkkkkEFEddd kEEEE ko ¥k kEEEE

AR TCCTCTAAA TACCCCT COCCACAT CAARCCCQAATOATATTTCCTAT - -~ -~ -~ - -
CTAACCCCCTAAGTACTCCTCCCCATAT TAAGCCCQAATARTACTTCTTAT - -~ - - - - - -
CTAA O TAAG TACTCCTCCCCATAT TAAGCCCQAATARTACTTCTTAT - - - - - - - - -

% sk dedk dkdd ek kkdckdedchkdk k¥ ki ckddkd k% Sk ddkd

Tablo 5.5. ayrintili bir sekilde incelendigi zaman laboratuvarda es zamanli yapilan

vasak calismasi ile karakulak calismasinda elde edilen verilerin kontaminasyonu

goriilmemektedir. Karakulagin bir¢ok bazda vasaklardan ayrildigi goriilmektedir. Bu

calisma ile bulunan karakulak malgorzata bolgesine ait genlerin sadece karakulaga ait

oldugu Tablo 5.5.’de yer alan karsilastirma ile tekrardan ispat edilmistir.

Karsilagtirmalar sonucunda Johnson ve arkadaglarinin 2006 yilinda yayinlamis oldugu

caligmadaki kedi tiirleri arasindaki filogenetik iliskinin gosterildigi soy agacinda

karakulaga yakin olan Ocelot, Panthera, Lynx ve Bay cat soylarina ait kediler ile baz

benzerliklerinin oldugu tespit edilmistir.
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Calismadan elde edilen sonuglar dikkate alindigi zaman karakulak ile karakulaga
evrim acaginda en yakin olan Ocelot soy hattina ait birey ile Bay cat soy hattina ait
birey arasinda benzerliklerin olmasi beklenmistir ve c¢alisma sonucunda bu

benzerlikler bulunmustur.

Bu calisma ile Tiirkiye’de ve Diinya’da karakulaga ait mtDNA sitokrom-b genine ait
286 bg, kontrol bolgesi genlerine ait CR4 bolgesinin tamami1 182 bg, CR3 bolgesine
ait 145 b¢ bulunmustur. Calisma sonunda karakulagin mtDNA genomuna 613 bg¢’lik

bolgenin bulunmastyla genom bilgisine destek olunmustur.

Evrim agaci ile kediler arasindaki iligskinin tam olarak incelenebilmesi i¢in bu
caligmada bulunan bilgilerin genisletilip daha uzun mtDNA dizilerinin belirlenmesi ve

diger kediler ile kiyaslanmasi gerekmektedir.

Bu calisma Sakarya Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii
(BAPK) tarafindan (Proje no: 2015-50-01-12) desteklenmistir. Desteginden otiirii

Sakarya Universitesi BAPK ’ya tesekkiirlerimi sunarim.



KAYNAKLAR

Alberts, B., Johnson, A., Lewis, J., Raff, M., Roberts, K., Walter, P., Hiicrenin
Molekiiler Biyolojisi, 4. Baski, Buyru, N., Alay, N., Ozgﬁg, M., Oztiirk, M.,
Sakizli, M. 2002-2008. Garland Science-Ankara Tiiba, 809-813, New York-
Ankara.

Aldemir, O. S., Ugan, U. S., 2001. Polimeraz zincir reaksiyonu, temel prensipler.
Hayvancilik Arastirma Dergisi., 11 (1): 53-59.

Avenant, N, L., John, R., Martins, Q., Drouilly, M., Thorn, M., Neils, A., Power, R,
J.2017. A conservation assessment of caracal caracal, The Red List Of
Mammals Of South Africa.

Avenant, N. L., Nel, J. A. J. 1998. Home — range use, activity and density of caracal
relation to prey density. African Journal of Ecology., 36: 274 — 59.

Avgan, B., Raza, H., Barzani, M., Breitenmoser, U. 2016. Do recent leopard Panthera
pardus records from northern Irag and south - eastern Turkey reveal an
unknown population nucleus in the region?. Journal Zoology in the Middle
East , 62:13-20. Tiirkiye.

Avgan, B., Zimmermann, F., Guntert, M., Arikan, F., Breitenmoser, U. 2014. The first
density estimation of an isolated Eurasian lynx population in soutwest asia,
Wildlife Biology (Do1: 10.2981/W1b.00025).

Avise, J. C. 1994. Molecular markers, natural history & evolution. London:
Chapman&Hall.

Avise, J. C. 2000. Phylogeography: the History and Formation of Species. Cambridge,
MA: Harvard University Press.

Beaumont, M. A., Bruford, M. W. 1999. Microsatellites in conservation genetics. In
microsatellites evolution and applications , 165 — 182 . New York : Oxford
University Press.

Bernard, R. T. F. 1987. Reproduction of the caracal felis caracal from the cape
province of south Africa.

Birren, B., Eric, L. 1993. Pulsed Field Gel Electrophoresis: A Practical Guide,
Academic Press Inc. San Diego, California.

Cetinkaya, E., Ayhan, K. 2012. Mikrobiyolojide kullanilan baz1 molekiiler teknikler.


https://www.tandfonline.com/author/Barzani%2C+Muhammadsaddik
https://www.tandfonline.com/author/Breitenmoser%2C+Urs
https://www.tandfonline.com/toc/tzme20/current
https://www.tandfonline.com/toc/tzme20/current

49

Comert, N., Carli, O., Dingtiirk, H, B. 2018. The missing lynx of eurasia at its southern
edge: a connection to the critically endangered balkan lynx, Mitochondrial
DNA Part A, Doi : 10.1080/24701394.

Demirsoy, A., Yasamin Temel Kurallari, Omurgalilar/ Amniyota (Siiriingenler, Kuslar
ve Memeliler, Cilt 3, Kisim 2, Besinci Baski, Meteksan A.S. Baski, 768,
Ankara, 2003.

Eggert, L, S., Maldonado, J, E., Fleischer, R, C. 2005. Nucleic acid isolation from
ecological samples-animal scat and other associated materials, Methods
Enzymol 395: 73-87.

Gugolz, D., Bernasconi, V, M., Breitenmoser-Wiirsten, C., Wandeler. 2008. Historical
DNA reveals the phylogenetic position of the extinct alpine lynx, Journal Of
Zoology (D0i:10.1111/J.1469-7998.2008.00428.X)., 275(2):201-208.

Hassan, Y. 2015. Conservation Biology of the Caracal (Caracal caracal) in Iran:
action plan and conservation genetics. Lisbon Universitesi , Fen Bilimleri
Fakiiltesi , Hayvan Bilimleri Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans Tezi.

Hepcan, S., Hepcan, C. C., Bouwma, I. M., Jongman, R. H. G., Ozkan, M. B. 2018
Ecological networks as a new approach for nature conservation in Turkey: a
case study of Izmir province, Landscape And Urban Planning, 12 : 3- 6,
[zmir.

Hepcan, S., Hepcan, C. C., Bouwma, I. M., Jongman, R. H. G., Ozkan, M. B. 2008.
Ecological networks as a new approach for nature conservation in Turkey: A
case study of Izmir province. Landscape and Urban Planning. 25: 30- 42,

flemin, Y., Giirkan, B. 2010. Status and activity patterns of the caracal, Caracal
caracal (schreber, 1776), in Dat¢a and Bozburun peninsula, Southwestern
Turkey, Zoology In The Middle East , 50: 3 - 10, Ankara .

Janczewski, D. N., William, S. M. J., Claiborne, S., O’Brien, S. J. 1995. Molecular
evolution of mitochondrial 12S RNA and cytochrome b sequences in the
pantherine lineage of felidae. Molecular Biology and Evolution. 12(4):690 —
707.

Johnson, E. W., Eizirik, E., Pecon-Slattery, J., Murphy, J. W., Antunes A., Teeling, E.,
O’brien, J. S. 2006. The late miocene radiation of modern felidae : A Genetic
Assessment, Science, 311(5757): 73-77.

Karaelmas Fen Ve Miihendislik Dergisi , Karaelmas Science And Engineering
Journal., 2 (1), 53-62.

Lopez, J, V., Cevario, S., O’brien, S, J. 1996. Complete nucleotid sequences of the
domestic cat ( felis catus) mitochondrial genome and a transposed mtDNA
tandemrepeat in thenuclear genome, Genomics, 33: 229-246.

Melville, H, 1., Michael, G., L., M. Bothma, J. 2004 . Prey selection by caracal in the
Kgalagadi Transfrontier Park, African Journal of Wildlife Research,
34(1):67-75.


https://www.researchgate.net/profile/Haemish_Melville
https://www.researchgate.net/scientific-contributions/2093816084_JduP_Bothma
https://www.researchgate.net/journal/0379-4369_African_Journal_of_Wildlife_Research

50

Natonek-wisniewska, M. 2009. Species identification of Felinae DNA based on
analysis of cytochrome-b, Ann. Anim. Sci., 9(4): 379-383.

Nowell, K., Jackson, P.1996. Wild Cats: Status Survey And Conservation Action Plan,
Gland Switzerland : IUCN.

O’brien, J. S., Johnson, E. W. 2007. The Evolution Of Cats, Scientific American
(D0i:10.1038/Scientificamerican0707-68), 296: 68-75.

O’brien, S, J., Johnson, W, E. 2005. Big Cat Genomic, 6:407 — 429.

Osmanagaoglu, A., Kiran, F., Oral, B. 2010. Laktik asit bakterilerinin 16S rDNA
sekans analizi ile tanimlanmasi, Bilimsel Arastirma Projesi Kesin Raporu,
Ankara Universitesi, Ankara, 28 s.

Panasci, M., Ballard, B. W., Breck, S., Rodriguez, D., Densmore, D. L., Wester, B.D.,
Baker, J. R. 2011. Evaluation of fecal DNA preservation techniques and
effects of sample age and diet on genotyping success, Journal Of Wildlife
Management 75(7):1616-1624.

Plessis, J., 2014. Rooijakkals-en rooikat- bestuur en die rol van predatore in
ekosisteem.Culna 69: 11-13.Sambrook, J., Fritsch, F.E., Maniatis, T.
1989.molecular cloning: a laboratory manual, second edition, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, 14.19, New York.

Sapozhenkov, Y. F. 1960. Caracal around repetek. Priroda, 2: 107 — 108.

Selkoe, K. A., Toonen, R. J. 2006. Microsatellites for ecologist : a practical guide to
using and evaluating microsatellite markers. Ecology Letters., 9: 615 — 629.

Singh, R., Qureshi, Q., Sankar, K., Krauman, P, R., Goyal, S, P. 2014. Population And
Habitat Characteristics Of Caracla In Semi-Aid Landscape, Western India,
Journal Of Arid Environments, 103: 92-95.

Stuart, A., Trever, C. 1982. Aspect of the Biology of the Caracala ( Felis caracal,
Schreber, 1776) in the Cape Province, South Africa. M.S. Thesis. University
of Natal. 12: 345-357.

Sunquist, M., Sunquist, F. 2002.Wild Cats Of The World, Chicago: The University Of
Chicago Press, Pp: 452.

Topal, A. 1999.Molekiiler Biyolojide Kullanilan Yontemler/ DNA’nin Analizi,
Nobel Tip Kitapevleri, 33-39, Istanbul.

URL 1: https://tr.pinterest.com/acara72/caracal, Erisim Tarihi: 12.05.2016.

URL 2:http://www.tramem.org/memeliler/?fsx=2fsd115@d&idx=418#.
WznWQrkUPY Erisim Tarihi : 27.05.2018.

URL 3:http://www.tramem.org/memeliler/?fsx=2fsd|15@ d&idx=3988%.
WznW6rkUIPY Erisim Tarihi: 17.07.2015.

URL 4 http://www.tramem.org/memeliler/?fsx=2fsd115@ d&idx=575#.
WznXNrkUIPY Erisim Tarihi : 24.03.2017.


https://tr.pinterest.com/acara72/caracal
http://www.tramem.org/memeliler/?fsx=2fsdl15@d&idx=418#. WznWQrkUPY
http://www.tramem.org/memeliler/?fsx=2fsdl15@d&idx=418#. WznWQrkUPY
http://www.tramem.org/memeliler/?fsx=2fsdl15@%20d&idx=3988#. WznW6rkUlPY
http://www.tramem.org/memeliler/?fsx=2fsdl15@%20d&idx=3988#. WznW6rkUlPY
http://www.tramem.org/memeliler/?fsx=2fsdl15@d&idx=575#. WznXNrkUlPY
http://www.tramem.org/memeliler/?fsx=2fsdl15@d&idx=575#. WznXNrkUlPY

51

URL 5 http://yurdanurduman.blogspot.com/2010/10/antalyann-karakulag-ve-yaban
hayat.html Erisim Tarihi: 17.06.2016.


http://yurdanurduman.blogspot.com/2010/10/antalyann-karakulag-ve-yaban%20hayat.html
http://yurdanurduman.blogspot.com/2010/10/antalyann-karakulag-ve-yaban%20hayat.html

OZGECMIS

Betiil Kocaman, 14.04.1991°de Mersin’de dogdu. ilk, orta ve lise egitimini
Kocaeli’nde tamamladi. 2009 yilinda Korfez Atatiirk Anadolu Lisesi’nden mezun
oldu. 2009 yilinda Sakarya Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’nde
basladig1 lisans egitimini 2013 yilinda tamamladi. Eyliil 2013 tarthinde Sakarya
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dali’'nda yiiksek lisans

Ogrenimine basladi.



