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Zygaenidae (Lepidoptera) familyasinda DNA izolasyonu ve PCR optimizasyonu iizerine arastirmalar

Basak ULASLI'" Feza CAN!?

OZET: Son yillarda pek gok bocek grubuyla birlikte Lepidoptera takiminda da tiirlerin teshis edilmesinde molekiiler
¢aligmalar artarak énem kazanmig ve karsilastirmali morfolojik siniflandirmanin tamamlayicisi olmustur. Tiim diinyaya
yayilmis ve kendi i¢inde bes alt familyaya boliinmiis Zygaenidae familyasinin iilkemizde 54 tiirii bulunmaktadir. Bu
¢alismada Dogu Akdeniz Bolgesi’ndeki 31 lokasyondan toplanan 13 Zygaenidae tiirii kullanilarak DNA izolasyonu ve PCR
analizlerinde optimizasyon calismalart yapilmistir. DNA izolasyonu asamasinda “Qiagen DNeasy DNA izolasyon kiti”
(QDNA) ve “Macherey Nagel Nucleospin DNA Insect kiti” (MN) kullanilmistir. Zygaenidae familyasi ile ilgili yapilacak
caligmalarda MN kitinin, QDNA kitinden daha etkili ve basarilt sonug¢ verdigi belirlenmistir. Ayrica ¢alismada nanodrop
Olciim sonuglarinin yol gosterici olmadig goriilmiistiir. Gelecekte yapilacak caligmalarda ise daha farkli DNA &lgiim
tekniklerinin denenmesinin faydali olacag: diisiiniilmektedir. PCR analizlerinde ise iki farkli karisim, DreamTaq PCR
karisimi ile primer ve laboratuvar kosullarina gére modifiye edilmis PCR karisimi, denenmistir. Ticari karigimin ¢ok daha
hizl1 ve etkin sonug verdigi ancak olanaklar dogrultusunda ihtiya¢ duyulmasi halinde ise laboratuvarda olusturulan karigimla
da basarili sonuglar elde edilebilecegi goriilmiistiir. Calismada kullanilan LCO1490/HCO2198 primer ¢iftinin Zygaenidae
tiirlerinin tanilanmasi i¢in uygun oldugu saptanmis ve analizlerde tiir tanilamasinda %92.7 oraninda basari elde edilmistir

Anahtar Kelimeler: Lepidoptera, zygaenidae, DNA izolasyonu, PCR, optimizasyon, COI

Investigations on DNA isolation and PCR optimization in Zygaenidae (Lepidoptera) family

ABSTRACT: In recent years, molecular studies have gained increasing importance in the identification of species in
Lepidoptera as well as in many insect groups and have become complementary to the comparative morphological
classification. There are 54 species of the Zygaenidae family, which is spread all over the world and divided into five
subfamilies, in our country In this study, optimization studies were carried out in DNA isolation and PCR analyzes using 13
Zygaenidae species collected from 31 locations in the Eastern Mediterranean Region. for DNA isolation, Qiagen DNeasy
DNA isolation kit (QDNA) and Macherey Nagel Nucleospin DNA insect kit were used. It has been determined that the MN
kit gives more effective and successful results than those of QDNA isolation kit in the studies on the Zygaenidae family. In
addition, it was observed that the nanodrop measurement results were not instructive in the study. It is thought that it would
be beneficial to try different DNA measurement techniques in future studies In PCR analysis, two different mixtures,
DreamTaq PCR mixture and a modified PCR mixture according to primer and laboratory conditions, were tested. It has been
seen that the commercial mixture gives much faster and more effective results, but if needed in line with the feasibilities,
successful results will be obtained with the mixture created in the laboratory. In the study, the LCO1490/HC02198 primer
pair was used and it was found to be suitable for the identification of Zygaenidae species, and a success rate of 92.7% was
obtained in the analysis.
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GIRIS

Zygaenidae familyasi Lepidoptera takiminin Zygaenoidea iist familyasina bagli 12 familyasindan
birisidir. Toplamda 170 cins, 1.200 tiir igeren familyanin iilkemizde 54 tiirii bulunmaktadir. Bir¢ok
diinya {ilkesi bocek faunalarini 19. yiizyilin baslarinda belirlemis olmalarma ragmen, 21. yilizyilin
baslarina geldigimiz halde Tiirkiye bocek faunasi ve buna bagl olarak Zygaenidae faunasi heniiz tam
anlamiyla ortaya ¢ikarilamamistir (Tarmann, 2005; Efetov ve ark., 2019; Ulasli, 2020).

Ulkemizde gece kelebegi tiirlerinin belirlenmesi amaciyla yapilan ¢alismalar oldukga smirl
sayidadir. Bu caligmalara bakildiginda iilkemizin lepidopter tiirlerinin belirlenmesi igin, sadece
morfolojik karakterlerin kullanildig1 goriilmektedir. Oysa birgok gece kelebegi tiirii morfolojik olarak
birbirine ¢cok benzerlik gosterebilmekle birlikte, bazen benzer kanat desenlerine sahip tiirler, farkl: tiirler
olarak karsimiza ¢ikabilmektedir. Ayrica mevsimsel ve eseysel dimorfizm, ayni tiire ait poptilasyonlarda
goriilen renk ve desen varyasyonlari da morfolojik olarak teshislerini zorlastirmaktadir (Hausmann,
2001; Doganlar, 2003; Mironov, 2003; Sihvonen ve Nupponen, 2005; Can, 2009; Garrevoet ve ark.,
2013; Spalding ve ark., 2013, Hofmann ve Tremewan, 2017). Giiniimiizde molekiiler teknikler,
neredeyse tiim canlilarin teshisinde ve filogenetik 6zelliklerinin ortaya ¢ikarilmasinda kullanilmaktadir.
Ancak iilkemizde Lepidoptera takiminda bu calismalarin yok denecek kadar az sayida oldugu
bilinmektedir. Zygaenidae familyasinin evrimi, molekiiler 6zellikleri, morfolojik 6zellikleri veya her
ikisinin kombinasyonu kullanilarak yapilan ¢alismalar son on yilda gergeklestirilmis ve lizerine bazi
aragtirmalar eklenmistir. Ancak tiir i¢ci ve tiirler arasi diizeylerdeki genetik c¢aligmalar genellikle
ekonomik 6neme sahip tiirlerle sinirh kalmistir (Efetov ve ark., 2019). Yurtdisinda yapilan ¢alismalarda
80 familyanin &6zellikle Procridinae alt familyasina giren bazi cinslerinin (Fuscartona, Chrysartona,
Illiberis, Hedina, Goe, Adscita, Jordanita) birbirlerine yiiksek oranda benzedigi belirtilmistir (Efetov ve
ark., 2019). Bu cinslerin teshisleri sadece genital yapilar, birinci larva donemindeki ketotaksi, karyotip
ya da sadece DNA analizleri ile yapilabilmektedir. Baz: tiirler sadece tip 6rneginden ya da elde edilmis
tek eseyden teshis edilmektedir. Dolayisiyla teshis asamasinda diger eseyin de molekiiler teknikler
kullanilarak dogrulanmasia ihtiya¢ duyuldugu bildirilmistir (Efetov ve ark., 2014). Diinyadaki
molekiiler calismalar incelendiginde familyanin Chalcosiinae alt familyasinda eseysel dimorfizim,
polimorfizim ve kompleks mimetrik kanat desenlenmesinin goriilmesinden dolay1 tiir teshisinde
yanlishiklarin oldugu belirtilmistir (Yen, 2003; 2004). Ulkemizde ise Zygaenidae familyasinin molekiiler
sistematigi ilk kez Ulagli ve Can (2021) tarafindan Dogu Akdeniz Bolgesi’ndeki tiirlerin incelenmesiyle
ele alinmig, tiirlerin hem morfolojik hem de molekiiler tanimlamalar1 yapilmis ve soyagaglar
olusturulmustur. Calisma sonucunda molekiiler ve morfolojik tanilama verilerinin birbirleriyle birebir
uyustugu bildirilmistir. Ancak bu ¢aligmalar sirasinda yontemin gerceklestirilmesi ve saglikli sonuglarin
elde edilmesinde DNA izolasyonu ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) asamalarinda bazi sorunlarla
karsilagilmistir.

Molekiiler biyoloji ¢aligmalar: yiiksek kalitede DNA gerektirmekte ve DNA izolasyonu molekiiler
calismalarin temelini olusturmaktadir. Boylesi ¢alismalar i¢in kullanilacak olan DNA’nin kisa siirede ve
saf olarak eldesi son derece énemlidir. Bu amagla DNA elde edilmesi i¢in birgok izolasyon yontemi
gelistirilmistir (Doyle ve Doyle, 1991; Chen ve ark., 2008; Ammazzalorso ve ark., 2015; Palma ve ark.,
2016) ve iyi bir DNA izolasyonu basariyr dnemli 6lgiide etkilemektedir (Simsek ve ark., 2008). Sonraki
adim olan PCR asamasi ise, DNA molekiilleri toplulugunda, 6zgiil hedef DNA dizilerinin dogrudan
cogaltilmasina dayanir ve bu yontemin uygulanabilmesi i¢cin, DNA’nin miktar1 ve 6zellikle safligi
amplifikasyon agisindan daha da 6nem kazanmaktadir (Ergiil, 2000; Giiz ve Kilinger, 2012).
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Bu nedenle ¢alismada Zygaenidae tiirlerinin belirlenmesinde morfolojik tanilamayi dogrulayan ve
destekleyen molekiiler tanilama ydntemlerinin kullanilmasinda ilk ve en temel adim olan DNA
izolasyonu ve PCR asamalarinda baz1 optimizasyonlar yapilmas1 amaglanmistir. Boylelikle gelecekte
ozellikle bu grupta yapilacak molekiiler tekniklere dayali analizler i¢in Oncii bir calisma olmasi
hedeflenmistir.

MATERYAL VE METOT

Bu c¢alismanin ana materyalini Dogu Akdeniz Bolgesi’ndeki (Adana, Mersin, Hatay,
Kahramanmaras ve Osmaniye) 31 farkli lokasyondan toplanan Zygaenidae familyasina bagl tiirler
olusturmaktadir. Analize dahil edilen 6rneklerin se¢iminde iklim kosullari, denize yakinlik, yiikseklik
farkliliklari, konukgu bitki ¢esitliligi gibi farkli habitat 6zellikleri dikkate alinmistir.

DNA izolasyonun yapilmasi ve DNA miktarmin belirlenmesi

Bu calismada DNA izolasyonu yapmak i¢in kelebeklerin kanatlari gerilip kuruduktan sonra, yani
ornekler taze iken her 6rnegin bir bacag: steril pens yardimiyla koparilip ayr1 ayn tiiplere konularak
kodlanmis ve %96’lik etil alkolde -20°C’de muhafaza edilmistir. Alkolden ¢ikarilan 6rnekler DNA
izolasyonu 6ncesinde bir siire steril kurutma kagitlari izerinde kurumaya birakilmistir (Sekil 1).

Molekiiler tanilama c¢aligmalarinda temel hedef kaliteli DNA eldesi oldugu i¢in oncelikle
optimizasyon yapmak amaglanmistir ve en yaygin kullanilan ticari kitlerle optimizasyon asamasina
baslanmistir. Calisma kapsaminda yapilan DNA izolasyonlarinda “Qiagen DNeasy DNA izolasyon Kiti”
(QDNA) ve “Macherey Nagel Nucleospin DNA insect kiti” (MN) kullanilmistir. Tiim 6rnekler en az iki
tekerriirlii olarak caligilmistir.

DNA izolasyonu i¢in ayni tiiriin farkl: illerdeki farkli popiilasyonlarina ait kelebek 6rnekleri, farkl
yiikselti, iklim kosullar1, bitki ortiisiine sahip olmalari dikkate alinarak bulunduklari bolgeleri temsilen
secilmistir. DNA izolasyonundan sonra 6rneklerin DNA konsantrasyonunu ve Kkalitesini 6l¢gmek
amactyla nanodrop spektrofotometre (Thermo 2000c¢) cihazi kullanilmistir.

Sekil 1. a) DNA izolasyonunda kullanilan bacagin steril pens yardimiyla koparilmasi, b) izolasyon
Oncesi kurumaya birakilmasi.
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) kosullarinin belirlenmesi ve optimizasyonu

Calismada DreamTaq Thermo Scientific PCR Master Mix (hazir ticari kit)karigimi ve laboratuvar
kosullarina goére modifiye edilmis bir karisim olmak tizere iki farkli karistm denenmistir. PCR
reaksiyonu ticari kit igin toplam hacim 25 pl; 12,5 pl PCR master mix (DreamTaq PCR Master Mix),
her bir primer i¢in 1 ul, 5 ul DNA ve 5,5 ul ddH20 olacak sekilde hazirlanmistir. Modifiye edilen
alternatif PCR karisimi ise 2 ul DNA, 2,5 ul tampon ¢ozelti, 2 ul 15 mM MgClz, 0,5 ul 10 mM dNTP,
0,2 pl Taq polimeraz enzimi, her bir primerden 1ul ve 16,8 ul ddH20 toplam hacim 25 pl olacak sekilde
hazirlanmistir. PCR reaksiyonu her iki karigim i¢in de Sensoquest Labcycler cihazi kullanilarak 1 dongii
95°C’de 7 dk 6n denatiirasyondan sonra, 95°C’de 30 sn denatiirasyon, 50°C’de 30 sn baglanma, 72°C’de
1 dk sentez asamasi 40 dongii yapilmis ve 72°C’de 10 dk uzama asamasi ile son asama olacak sekilde
ayni dongiiler kullanilarak gergeklestirilmistir. PCR rekasiyonlarinda mitokondriyal “Cytochrome
Oxidase subunit 1 (Con” gen bolgesine ait HCO2198 (5°-
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3”) ve LCO1490 (5-
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3’) tniversal primer ¢ifti kullanilmistir (Folmer ve ark.,
1994). PCR reaksiyonu sonucu elde edilen iiriinleri gériintiilemek i¢in %1°lik agaroz jel hazirlanmis ve
Redsafe (Intron) ile boyanmustir. Elde edilen bantlar jel goriintiileme cihazi (Ebox vx2, 20mx)
kullanilarak goriintiilenmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

DNA izolasyon Metodlarimin Karsilastirilmasi

Calisma kapsaminda QDNA ve MN Kitleri kullanilarak 13 farkl: tiire [Theresimima ampellophaga
(Bayle-Barelle, 1808), Adscita (Adscita) obscura (Zeller, 1847), Jordanita (Tremewania) notata (Zeller,
1847), J. (Praviela) anatolica (Naufock, 1929), J. (Solaniterna) subsolana (Staudinger, 1862)
(Procridinae); Zygaena (Mesembrynus) diaphana Staudinger, 1887, Z. (M.) graslini Lederer, 1855, Z.
(M.) punctum Ochsenheimer, 1808, Z. (Agrumenia) olivieri Boisduval, 1828, Z. (A.) carniolica (Scopoli,
1763), Z. (A.) viciae ([Denis & Schiffermiiller], 1775), Z. (A.) loti ([Denis & Schiffermiiller], 1775), Z.
(Zygaena) filipendulae (Linnaeus, 1758) (Zygaeninae)] ait toplam 69 boécekten DNA izolasyonu
yapilmustir. izole edilen DNA’larin kalitesini belirlemek amaciyla nanodrop spektrofotometre lgiimleri
yapilmis olup bu érneklerin bazilarinin nanodrop degerleri Sekil (2)’de verilmistir. Olgiimler sonucunda
DNA’larin niikleik asit, A260, A280, 260/280, 260/230 degerlerinde farkliliklar goriilmiistiir (Sekil 2).
Ayrica verilerin pik gorsellerinin PCR sonuglarini nasil etkiledigi analiz edilmeye ¢aligilmigtir. QDNA
yontemiyle izole edilen 6rneklerin DNA’larinin kalitesi ve miktart yeterli bulunmadigi igin ayni 6rnekler
ikinci bir ticari kit olan MN kiti kullanilarak yeniden izole edilmistir.

Yapilan nanodrop spektrofotometre Olgiimleri sonucunda her iki metodla da izole edilen
DNA’larda beklenen optimum pikler goriilmemistir (Sekil 2). Ustelik zygaenid &rneklerinin analiz
sonuglart incelendiginde genellikle degisken degerler elde edilmistir. Molekiiler ¢calismalarda niikleik
asit konsatrasyonunun ve/veya 260/280 degerlerinin eksi degerlerde olmasi karsilagilan genel bir
sorundur. Ancak bu degerler ¢alisma boyunca hi¢bir zaman optimum seviyelerde olmamistir. Buna ek
olarak modifikasyon yapilmis nanodrop Sl¢iim sonuglarinda optimum araliga yakin olan orneklerin
cogaltilmasinda da zorluklar yasanmustir. Ornegin QDNA ile izole edilen 270 nolu &rnegin niikleik asit
konsantrasyonu 0.8 bulunurken, bu deger MN ile 1.7 bulunmustur. Ayn1 6rnegin QDNA ile izole edilen
DNA’nin 260/280 degeri 12.94 bulurken, MN ile 1.92 bulunmustur (Sekil 2). Iki kit ile elde edilen
nanodrop degerleri arasinda bliyiik farkliliklarin oldugu goriilmiistiir. Kitlerdeki DNA’nin kaliteleri
kiyaslandiginda QDNA kitindeki DNA’nin daha kaliteli oldugu goriilmektedir. Ancak asil geliski bu
DNA’larla yapilan PCR sonucunun agaroz jel goriintiisiinde ortaya ¢ikmaktadir. QDNA ile izole edilen
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DNA PCR analizinde ¢ogalmamis, MN ile ¢alisilan DNA ise istenen diizeyde ¢ogalip beklenen seviyede
bant vermistir (Sekil 3). Calisma boyunca bu durum siklikla karsilasilan bir sorun olmustur. Boylece
nanodrop verileri ve agaroz jel sonuglari karsilastirildiginda Zygaenidae familyasinin molekiiler tanisini
yapmak amaciyla DNA’nin kalitesinin Ol¢iilmesi i¢in kullanilan nanodrop spektrofotometre 6lgiim
sonuglarinin yeterince aydinlatici ve yol gosterici olmadigi kanisina varilmistir. Gliniimiizde DNA’nin
miktarinin 6l¢lilmesi ile ilgili pek ¢ok metod kullanilmaktadir. Bunlar bazen DNA izolasyonundan 6nce
(Samie ve ark., 2019) bazen de sonrasinda yapilan 6l¢iimler olmaktadir (Kyle ve ark., 2003). Boylesi
celigkilerin yasanmasi durumunda olanaklar 6l¢iisiinde farkli DNA 6l¢iim metodlarinin da kullanilmasi
daha yol gosterici olacaktir.

Report Configuration Print

= Sample ID User name Date and Time Nuclexc Acid Conc Unt A260 A280 260280 2607230 Sampie Type

2ras 251020191441 03 gl 0,006 0,004 142 058 DNA
93 zrast 25102019 1442 21 nghd 0,041 0008 484 0,04 DNA
102 2irast 251020191443 04 ngiyd 0,008 0,002 424 0,02 DNA
197 Zras 251020191444 15 ngyd 0030 0,010 29 007 DNA
270 2raxt 251020191445 78 ngyd 0,158 0,115 1,38 007 DNA
308 Zirast 251020191448 24 ngd 0048 0.028 169 0.18 DNA
< >
I
|
|
|
|
{
|
|
|
|
|
|
{
|
|
|
' d
................................................... ——
ez «
Repot Configuration Print
Samgple D User name Date and Time Nuchexc Acid Conc Unit A260 A280 260280 260230 Sampile Type
1 2ras 181120190951 00 o 0,001 0,001 138 007 DNA
2 20 2raat 20190953 10 g 0020 0010 203 0,18 DNA
3 197 Zwast 120190054 08 nopd 0011 0,005 219 003 DNA
) 270 Zrast 181120190955 08 o 0017 0,001 1294 003 DNA

‘yrelerg® (re. "

Sekil 2. a) Qiagen DNA izolasyon kiti, b) Macherey Nagel Nucleospin DNA insect Kiti sonuglari

Calismada kullanilacak en uygun izolasyon yontemini belirlemek amaciyla tesadiifi secilen 8
ornek, her iki DNA izolasyon yontemiyle de izole edilmis ve bu DNA’lar mtCOI gen bdlgesinden
HCO2198/LCO1490 primer ¢ifti kullanilarak PCR yontemiyle analiz edilmistir. QDNA Kitiyle izole
edilen sekiz ornekten sadece iki tanesi pozitif bulunurken, MN ile izole edilen ayni sekiz 6rnegin
tamamindan beklenen diizeyde bant elde edilmistir (Sekil 3). Bant elde edilen tiim 6rnekler dizi analizine
gonderilmis ve gonderilen sekiz 6rnekten de anlamli diziler elde edilmistir. Dolayisiyla ¢aligmada DNA
izolasyonuna MN kiti ile devam edilmeye karar verilmistir.
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Sekil 3. iki farkli DNA izolasyon kiti ile elde edilen DNA 6rneklerinin jel elektroforez gériintiileri a)

Qiagen DNeasy Tissue ve Blood kit, b) Macherey Nagel NucleoSpin Insect kit. M: Marker Fermentas

SMO321; Z. loti: 20, 93; Z. graslini: 102; J. anatolica: 270, 473, 517, 580, 604 tiirleri; W: su kontrol;
+C: pozitif kontrol; M: SM321 (Z. loti)’i temsil etmektedir.

DNA’nin optimizasyonu amaciyla yapilan pek cok calismada da hem ticari kitler hem de
laboratuvarda modifiye edilen kitler karsilastirilmistir. Cogunlukla da ticari kitler hem zamanin
degerlendirilmesi hem de etkili olmasi agisindan tercih edilmistir (Asghar ve ark., 2005; Palma ve ark.,
2016; Marin ve ark., 2021). Ancak tercih edilecek izolasyon yonteminde hem ¢alisilan materyal hem de
1sin mali boyutu olduk¢a 6nemlidir (Asghar ve ark., 2005). Lepidoptera takiminda, tiirlerin teshis
edilmesinde kullanilan genital yapilarin zarar gdrmemesi amaciyla diinya DNA barkod projesi de dahil
olmak tizere ¢ogunlukla tek bir bacaktan izolasyon yapilmasi tercih edilmektedir (Hebert ve ark., 2003;
Niehuis ve ark., 2006). Ayrica lepidopterlerdeki ekonomik zararl tiirlerde eger biyotip belirlemek gibi
detaylar ¢alisilmiyorsa ve tiir teshisinde herhangi bir kaygi yasanmiyorsa, bas, thoraks ya da abdomende
izolasyon materyali olarak kullanilabilmektedir (Marin ve ark., 2021). Kranzfelder ve ark., (2006)
tarafindan yapilan ¢alismada da ti¢ farkli DNA izolasyon kitinin etkinligi ¢alisilmis ve aralarinda en
etkin olaninin MN izolasyon kiti olarak belirlemislerdir.

PCR kosullariin optimizasyonu

Calismada DreamTaq Thermo Scientific PCR Master Mix PCR karisimi, firmanin onerdigi
kosullarda karisimdan 12.5 pl, her bir primerden 1 pl, ddH20 5.5 pl ve DNA 5 pl toplam hacim 25 pl
olacak sekilde hazirlanmistir. Yapilan modifikasyonlara ragmen c¢ogaltilamamis oOrnekler olmasi
durumunda ise alternatif bir PCR karisimi denenmistir. Bu karigimin igerigi 2 pul DNA, 2.5 pl tampon
cozelti, 2 pl 15 mM MgClz, 0,5 ul 10 mM dNTP, 0.2 pl Taq polimeraz enzimi, her bir primerden 1ul ve
16.8 ul ddH20 toplam hacim 25 ul olacak sekilde hazirlanmistir. Toplamda 69 farkli 6rnek tizerinde PCR
analizleri yapilmistir (Sekil 4).
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M 4 30 194 394 453 143 411 386 93 97 148 20 389 313 166 388 27 W +C

247 66 206 18 22 75 16 326 473 299 308 275 270 266 457 418 94 398 102 198 7 W +C

5. 531 523 691 622 580 481 604 W +C

M 616 692 507 504 711 480 678 681 695 561 491 474 682 508 570 503 658 666 W +C

Sekil 4. Zygaenidae familyasina ait boceklerin agaroz jel elektroforez goriintiileri

PCR analizleri sonrasinda ¢ogaltilamayan 6rnekler i¢in PCR karisiminda DNA miktarinda arttirma
ve/veya DNA sulandirmasi denenerek bazi modifikasyonlar yapilmistir. Sekil 5’de goriildigii gibi
DNA’nin 1/10 oraninda steril su ile sulandirilmasi ile yapilan PCR analizlerinde daha 6nce herhangi bir
¢ogalma goriilmeyen 6rneklerden 102, 388, 326, 473, 481 ve 661 kodlu 6rneklerde hafif bantlanma, 394
ve 491 kodlu 6rneklerde ise parlak bantlanma goriilmiistiir. Bu jel goriintiisii sonrasinda dizi analizine
gonderilen 394 ve 491 kodlu 6rneklerden anlamli diziler elde edilmistir.

M 9397 270 308(388 326 J91 394 453('473 481 )491 503 504 576 580 595 604 6278 (3:38

—
——

M 683 688 692 693 698 709 709 711 711 W +C

—
.

Sekil 5. PCR analizindeki DNA miktarinin 1/10 sulandirilmast sonucu elde edilen jel goriintiisii.
Jeldeki M: Marker Fermentas SMO321; A. obscura: 683, 693, 709; J. subsolana: 692; J. anatolica:
326, 473, 308, 270, 698, 661, 688, 622, 580, 481, 604; Z. loti: 93, 391, 595, 576, 503; Z. filipendulae:
388; Z. graslini: 102, 197, 678, 681, 491; Z. carniolica: 453; Z. olivieri: 394; Z: diaphana: 504, 511
tirleri; W: su kontrol; +C: pozitif kontrol; (Z. loti)’yi temsil etmektedir.
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Bir diger modifikasyon ¢alismasi olan DNA miktarinin arttirilmasinda ise DreamTaq PCR Master
Mix karisiminda onerilen DNA miktarmin 1.5 katinin (7.5 pl) kullanilmasi sonucunda DNA’nin 1/10
oraninda sulandirilmasi ile yapilan PCR analizlerinde hafif bantlanma goriilen 102, 388, 326, 473, 481,
661 kodlu 6rneklerin hepsinde parlak ve belirgin bantlar goriilmiistiir (Sekil 6). Sonug olarak Zygaenidae
orneklerinin ¢ogaltilamamasi1 durumunda, bu modifikasyon ¢alismalarinin mevcut sorunlarin ¢éziimiine
alternatif olacagi belirlenmistir. Calismada 308, 504, 711, 681, 692 kodlu 6rneklerin DNA’s1 yapilan
tiim optimizasyon ve modifikasyon ¢alismalar1 sonucunda her iki primerle de istenen baz seviyesinde
cogaltilamamistir. Basarili sonuclar elde edilebilmesi i¢in farkli karisimlarin denenmesi gerektigi
diistiniilmektedir. Boylesi ¢alismalarda gerek PCR dongiilerinde gerekse de kimyasallarin miktarlarinda
degisiklikler yapilarak PCR’daki basarilarin arttig1 goriilmiistiir (Innis ve Gelfand, 1999; Kranzfelder ve
ark., 2006). Bu ¢alisma sonucunda da ayni diisiince savunulmaktadir.

M 93 197 270 308 388 326 391 394 453 491 503 5S04 576

M 580 595 604 622 78 681 683 688 692 693 698 709 711 w +C

Sekil 6. PCR analizindeki DNA miktarinin 1,5 kat arttirilmasi sonucu elde edilen jel goriintiisii.
Jeldeki M: Marker Fermentas SMO321; A. obscura: 683, 693, 709; J. subsolana: 692; J. anatolica:
326, 473, 308, 270, 698, 661, 688, 622, 580, 481, 604; Z. loti: 93, 391, 595, 576, 503; Z. filipendulae:
388; Z: graslini: 102, 197, 678, 681, 491; Z. carniolica: 453; Z. olivieri: 394; Z: diaphana: 504, 511
tirleri; W: su kontrol; +C: pozitif kontrol; M: SM321 (Z. loti)’yi temsil etmektedir.

SONUC

Birgok bocek takiminda oldugu gibi Lepidoptera takiminda da son yillarda tiirlerin teshis
edilmesinde DNA sekans analizleri gibi molekiiler ¢calismalar artarak 6nem kazanmis ve karsilastirmali
morfolojik siiflandirmanin tamamlayicist olmustur.

Diinyada Lepidoptera takim1 basta olmak iizere pek ¢ok canli grubunun DNA barkodlanmasinda,
biyocesitliliginin incelenmesinde, biyocografik yapilarinin belirlenmesinde, tiirlerin tanilanmasinda,
taksonomik ve sistematik gelismelerinin takip edilmesinde mtCOI gen bolgesi tercih edilmektedir. Bu
caligmada kullanilan mtCOI gen bdlgesindeki HCO2198/LCO1490 kodlu hedef primer ¢ifti tiniversal
primerler olarak adlandirilmakta ve Lepidoptera takiminda dolayisiyla Zygaenidae familyasinda da tiir
diizeyinde taniya olanak saglamaktadir.

Calisma kapsaminda Dogu Akdeniz Bolgesi illerindeki farkli lokasyonlardan toplanan 13
Zygaenidae tiirlinden DNA izolasyonu, PCR analizleri ve optimizasyon ¢aligmalar1 yapilmistir. DNA
izolasyonu asamasinda iki ticari kit, QDNA izolasyon kiti ve MN izolasyon kiti kullanilmig, ve

1052



Basak ULASLI ve Feza CAN 12(2): 1045-1054, 2022

Zygaenidae (Lepidoptera) familyasinda DNA izolasyonu ve PCR optimizasyonu iizerine arastirmalar

bunlardan MN kiti daha etkili ve basarili bulunmustur. Dolayisiyla Zygaenidae familyas: ile ilgili
yapilacak ¢aligmalarda MN Kitinin kullanilmas1 basar1 sansini arttiracaktir. Bu ¢alismada oldugu gibi
Nanodrop degerlerinde geliskili sonug¢larin elde edilmesi durumunda, miimkiinse farkli DNA 6l¢tiim
metodlarinin da kullanilmasinin faydali olacag: diistiniilmektedir.

PCR analizlerinde de iki farkli karisim denenmistir. DNA’nin ¢ogaltilmasina ticari bir kit olan
DreamTaq Thermo Scientific PCR Master Mix PCR karisimu ile primer ve laboratuvar kosullarina gére
modifiye edilmis PCR karisimi kullanilmistir. Sonuglar zaman tasarrufu, arastiricinin ergonomisi ve
verimlilik agisindan degerlendirildiginde ticari kitlerin, laboratuvarda hazirlanan PCR karisimina gore
daha etkili oldugu saptanmistir. Yapilan optimizasyonlardan sonra, analize dahil edilen 6rneklerden 308
(Jordanita anatolica), 692 (Jordanita subsolana), 504 (Zygaena diaphana), 711 (Z. diaphana) ve 681
(Z. graslini) kodlu ornekler disinda diger tiim Orneklerin uygun gen bdlgesi cogaltilmis ve
HCO02198/LC0O1490 kodlu primer ¢ifti ile tiir tan1llanmasinda %92.7 oraninda basar1 elde edilmistir.

TESEKKUR

Bu calisma Hatay Mustafa Kemal Universitesi, Bilimsel Arastirmalar Koordinatérliigii 16782 ve
TUBITAK-1002 Hizli Destek Programi 2180174 kodlu projeler ile desteklenmistir.

Cikar Catismasi
Makale yazarlari aralarinda herhangi bir ¢ikar catismasi bulunmamaktadir.

Yazar Katkisi
Yazarlar makaleye esit oranda katki saglamislardir.
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