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OZET Aragtirma Makalesi
Bu calismada geleneksel 6ldiirme yontemleri ile elde edilmis ve farkl ) )
kogullarda muhafaza edilen Tephritidae familyasina ait Fuaresta Makale Tarihgesi

bullans (Wiedemann, 1830) orneklerinden DNA izole edilerek  Gelis Tarihi = :24.05.2019
muhafaza kosullar: ve muhafaza sturelerine bagh olarak DNA kalitesi Kabul Tarihi :23.08.2019
ve PZR basarilar: arastirilmistir. Bu anlamda standart barkod geni

olan mitokondriyal sitokrom oksidaz I (COI) gen bélgesi Anahtar Kelimeler

kullamilmistir. 15 yillik érneklerden kuru ortamda (miize materyali) Isntll{)lNA kosull
muhafaza edilenlerin yag1 ile PZR basaris1 arasinda tam bir iligki CaOI ama xosuliari
gozlemlenmemistir. Ancak alkolde (%95’lik etil alkol) saklanan r bull
orneklerde ise DNA kalitesi ve PZR basarisi yuksek bulunmustur. uares t'a uilans
Tephritidae

The Effects of Different Storage Conditions and Storage Time on The Quality of The Mitochondrial DNA
on Insects: Sample Study is A Fruit Fly (Diptera: Tephiritidae)

ABSTRACT Research Article

In this study, DNA was isolated from the samples of Fuaresta bullans

(Wiedemann, 1830) belonging to the Tephritidae family which was Article History

obtained by traditional killing methods and kept under different Received ©24.05.2019
conditions. In this sense, the standard barcode gene mitochondrial Accepted ©23.08.2019
cytochrome oxidase I gene (COI) was used. The lack of relationship

observed between the age of samples that were kept in dry conditions Ke%v;ﬁ:ds
(museum material) for 15 years and PCR success. However, the DNA rSnt diti
quality and PCR success of the samples stored in alcohol (95% ethyl Ctgi'age eI IALETS
lcohol found to be high.
alcohol) were found to be hig Fuaresta bullans
Tephritidae

To Cite : Akpinar A, Junaid F, Gormez V, Kitiik M, Can C 2019. Boceklerde farkl mubafaza kosullar: ve zamanin mitokondrial
DNA kalitesi iizerine etkisi: Bir Diptera (Tephiritidae) 6rnegi calismasi. KSU Tarim ve Doga Derg 22(Ek Say1 2): 361-
364. DOI: 10.18016/ ksutarimdoga.vi.569813.

GIRIS bazi problemlerin ortaya ¢gikmasina neden olmaktadir.
Meyve sinekleri (Diptera: Tephritidae), diinyada genig ~ Bu nedenle dinyada son yillarda molekiiler
bir yayilis gosterip, zirai acidan olduk¢a 6nemli tiirler caligmalarla bu problemlerin guzume

icermektedir. Diinyada 481 cinse ait 4352 tiir, kavusturulmasina c¢alisilmaktadir. 20001i yillarda
paleoarktik bélgede ise 137 cinse ait 882 tiirtin varhg Hebert ve ark. (2003) hayvanlarda DNA barkod geni

bilinmektedir (Korneyev, 1999; Norrbom, 1999). uzerine yaptiklari arastirmalarda mitokondriyal
Ulkemizde meyve sineklerine ait bugiine kadar 165 DNAmin 655-658 bp lik COI bolgesinin ‘standart
tiirdt bulunmasina karsin bunlardan daha ¢ok tarimi barkod geni’ olarak kullanilabilecegini belirtmistir.
yapilan meyvelerde zararli olanlar1 bilinmektedir Giintimiizde ¢ogu hayvan grubunun tammlamalarinda
(Yaran ve ark., 2018a; Caliskan Kece ve ark., 2019). bu bélge kullanilmaktadir. Béylece morfolojileri zarar

gormis olan  orneklerin  DNA’lari  tzerinden

Birgok bocek grubunun siniflandirilmasi ¢ogunlukla tamimlama yapmak miimkiin olabilmektedir.

geleneksel yontemler ile morfolojik karakterlere

dayanarak yapilmaktadir. Bu mnedenle bocekler, Bu ¢ahsmada, 2003-2018 yillar1 arasinda Tiirkiye'nin
taksonomistler tarafindan morfolojik karakterlerin Qeﬁlﬂl bélgelerinden toplanan Tephrltldae. (Dlptgra)
koruyacak sekilde muhafaza edilmektedir. Ancak familyasindan  Fuaresta  bullansa  ait  miize
zamanla  morfolojik  karakterlerde meydana kogullarinda kuru érnek olarak saklanan bireyler ile

gelebilecek zararlar, taksonlarin tanimlanmasinda %96k etanol  ortaminda  muhafaza  edilen
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bireylerinden kaliteli DNA izole edilmesi ve
mitokondriyal sitokrom oksidaz I (COI) gen bélgesi
kullanilarak farkli saklama kosullarindaki PZR basgar:
oranlarinin degerlendirilmesi amacglanmaktadar.

MATERYAL ve METOD
Orneklerin toplanmasi ve saklanma kogullar

Calismada kullanilan FEuaresta bullans tirine ait
ergin oOrnekler konukc¢u bitkiler tzerinden atrap
sallanarak toplanmig ve etil asetatli &ldirme
sigelerine alinarak Gaziantep Universitesi Zooloji
mizesine getirilmigtir. Preparasyonu yapilan érnekler
daha sonra naftalinli saklama dolaplarinda muhafaza
edilmistir. Orneklere ait lokalite bilgileri ve saklanma
kosullar: yillara ve muhafaza sekillerine gore Cizelge

1’de verilmistir. Orneklerin tamami Gaziantep

Universitesi Biyoloji Bolimii Entomoloji

Laboratuvarinda  oda sicakliginda  muhafaza

edilmektedir.

Cizelge 1. FEuaresta bullans tirinin toplandig:
lokaliteler ve saklanma kogullar:

R . n Saklama
Tarih Il ve lge (Ornek sayis))  Kosullar
2003 Samsun 5 Kuru 6rnek
2005 Kayseri 10 Kuru 6rnek
2009 Kahramanmaras 2 Kuru 6rnek
2010 Kahramanmaras 15 Kuru 6rnek
2017 Amasya 13 Kuru 6rnek
2017 Samsun 15 Kuru 6rnek
2017 Sinop 13 Kuru 6rnek
2017 Yozgat 11 Kuru 6rnek
2018 Yozgat 5 Kuru 6rnek
2018 Corum 15 %96 Alkol
DNA izolasyonu

DNA izolasyonu, Fuaresta bullans tiriune ait toplam
104 ergin birey Uzerinde gerceklestirilmistir. DNA
izolasyonu, 6rneklerin kanat kisimlar: hari¢ tiim viicut
kullanilarak DNA izolasyon kiti ile (Qiagen, DNeasy
Blood&Tissue Kit ) yapilmistir. Elde edilen
DNAGrneklerinin spektrofotometrik analiz ile kalite
ve konsantrasyonlar: 6l¢iilmiistir (Orneklerden 1,5 ul
alinarak Nano Drop spektrofotometre ile 6l¢iilmiistiir).

PZR Caligmalar1
Izole edilen DNA’lar kullamlarak COI (655bp) gen
bolgesi ¢ogaltilarak jel goriintileri elde edilmigtir. Bu

asamada kullanilan primerler; LCO1490 Forward (5'-
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3) (Folmer ve

ark., 1994) ve HCO2198 Reverse (5
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3) (Barrett
and  Hebert, 2005) seklindedir. Calismada

gerceklestirilen PZR dongi sayilari ve kogullar
Cizelge 2 ve Cizelge 3’te verilmigtir.
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Cizelge 2. PZR donguleri

Islem ads Islem sicakh@ Siire
Denatiirasyon 96 °C 1dk

Baglanma 94°C/55°C/172°C 1 dk/1 dk/1.5 dk
Sonlanma 72° 7 dk

Dongii sayisi 35/30

Cizelge 3. DNA’larin cogaltilmasi i¢in hazirlanan
reaksiyon igerigi

Reaksiyon igerigi Miktar
ddH20 11.88 pl
10X Taq Buffer (KC1) 2.5 ul
dNTP mix 0.5ul
2,5mM MgCl2 2 ul

10 umol Ileri Primer 1ul

10 pmol Geri Primer 1pl
Taq Polimeraz 0.12 ul
Genomik DNA 6 nl
Toplam Hacim 25 ul

Ayrica PZR sonucunda elde edilen drinlerin
gozlemlenebilmesi igin, 6rneklere %1,2 lik agaroz jelde
1X TBE tamponu igerisinde elektroforez islemi
uygulanmigtir. Her bir kuyucuga 6 pl PZR trint, 3 pl
yukleme tamponu olmak tizere 9 pl tiriin konularak 80
voltta 45 dk yuriutilmus ve UV 1g1k altinda DNA
fragmentleri gézlenmigtir.

BULGULAR ve TARTISMA

Bu ¢alismada, Tirkiye'nin cesitli illerinden 2003 ve
2018 yillar arasinda toplanan ve farkli ortamlarda
muhafaza edilen Fuaresta bullans érneklerinin DNA
kaliteleri ve PZR Dbasarilar1 degerlendirilmigtir
(Cizelge 4).

Oldiirme yontemleri ve saklama siiresi, DNA verimini,
¢gikarilan DNA'nmin fragman boyutunu ve / veya PZR
basarisini etkilemektedir (Dean ve Ballard, 2001).
Arastirmacilar gesitli ¢alismalarda, saklanmis bocek
bacag1 orneklerinden elde edilen genetik materyal
kullanilarak ~ mitokondriyal (mt) DNA  dizi
varyasyonunu karakterize etmistir (Goldstein ve
DeSalle, 2003; Lodge ve Freeland, 2003). Tipik olarak
calismalarda artan numune yasi ile birlikte PZR
basarisinda (basarih PZR sayis1 veya cogaltilabilecek
fragmanin uzunlugu ile tanimlanir) genel bir diisiis
gozlenir. Bununla yaninda, 6rnegin yasiyla birlikte
DNA ve / veya PZR basari orani verimindeki
degisiklikle ilgili hala hicbir nicel veri yoktur (Watts
ve ark., 2007). Yapilan bu ¢alismada da érneklerin yas:
ile DNA kalitesi ve PZR basaris1 arasinda bir iligki
gorilmemistir  (Cizelge 4). Béceklerin alkolde
igerisinde muhafaza edilmesi sirasinda, derigimi %
95'lik etanolden daha diisiik ortamlarda saklanmasi
genellikle onerilmez, ¢iinkii bécek viicudundaki su
etanoli seyreltecegi i¢in, bu durum DNAmin
parcalanmasina neden olabilir. Bazi arastiricilar
bécek 6rneklerini %100 etanol icerisinde oldiirdikten
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sonra +5 °C’de muhafaza etmis ve bunun sonucunda
iyl kalitede DNA elde etmislerdir (Catzeflis, 1991).
Yapilan bu arastirma kapsaminda da Corum ilinden
2018 yilinda toplanmis %99 etil alkolde oda
sicakliginda (6 ay) muhafaza edilmis 15 6rnegin DNA
kalitesi ve PZR basaris1 (%100) yiiksek ¢cikmigtir (Sekil
1.B). Ancak uzun siire alkolde saklanacak érneklerin -

20 °C saklanmasi DNA kalitesi acgisindan daha
uygundur. Kuru ortamda muhafaza edilen 6rneklerde
DNA kalitesi ve basarisin1 etkileyen en Onemli
faktorlerden biri de ortam sicakligidir. DNA
konsantrasyon degerleri 40 °C ve uzeri sicakliklarda
diismektedir (Vink ve ark, 2005). Bu durumda PZR
bagar1 oranlarini distirmektedir.

Cizelge 4. Elde edilen DNA konsantrasyonlari ve PZR basarisi

Tarih Il ve Ilge n DNA konsantrasyonu A260\A280  PZR basarist
(Ornek say1s1) ng/pl %

2003 Samsun 5 57.712 1.43 100 %

2005  Kayseri 10 59.189 1.66 60 %

2009 Kahramanmaras 2 41.08 1.29 100 %

2010 Kahramanmaras 15 38.58 1.66 93 %

2017  Amasya, Samsun, 52 49. 45 1.64 67 %

Sinop, Yozgat
2018  Yozgat 5 15.28 1.63 40 %
2018  Corum 15 47.91 1.65 100 %

Sekil 1. Euraesta bullansin PZR iiriinlerine ait elektroforez goriintiisii; A) Alkol icinde muhafaza edilen 6rnekler;

B) kuru otamda muhafaza edilen 6rnekler

Artan molekiiler temelli ¢alismalarda kaliteli DNA
elde etmek temel amactir. Bu anlamda o6rneklerin
dogru saklanmasi, sonraki asamalar (PZR, dizi
analizi) icin o6nemlidir. Yapilan bu calismada
boceklerin yag1 ile DNA kalitesi acisindan birebir
paralel bir iliski bulunmamistir. Boceklerin kuru
ortamlarda miuzelerde muhafaza edilirken oda
sicakliginin tizerinde olmamasi ve UV 1g1ga maruz
birakilmamasi DNA kalitesi agisindan énemlidir. Bu
calisma, miizelerde uzun yillarca muhafaza edilen
bécek materyallerine ait DNA barkotlarmin (DNA
barkod kiitiiphaneleri) hazirlanmasinda 6rnek tegkil
edebilecek bir arastirmadir.

TESEKKUR
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numarali proje ile vermis olduklar1 destekten dolayi
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