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Abstract

The rapid increase in the human population causes the expansion of urbanization and the need for food to
increase day by day. As these needs lead to the formation of many agricultural activities, they change the habitats of
natural and native species. Since this habitat change causes a decrease in the feeding and breeding areas of especially
sensitive species, it may lead to the decrease or even extinction of the populations of these species. The endangered bald
ibis (Geronticus eremita), bird species living in Birecik district, is one of the sensitive species and has been taken under
protection in recent years. The endangered bald ibis (Geronticus eremita) bird species living in Birecik district in recent
years is one of the sensitive species and has been taken under protection. The aim of this study is to perform genetic
analysis of the genetic structure of the protected individuals, which live in Birecik, based on the mtDNA COI region.
DNA was isolated from the feathers of these individuals, and the target mtDNA COI gene region was amplified by
using the total DNAs obtained. Then, the genetic structure was determined by sequence analysis, and the analyzes were
made by comparing them with the sequences in the gene bank. No variation was detected in the mtDNA COI gene
region of all studied individuals. Comparisons were made with the sequences in the gene bank, a phylogenetic tree was
drawn, and haplotypes were evaluated by comparing the results.
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*

Birecik (Tiirkiye)’te yasayan Kelaynak popiilasyonunun genetik yapisinin mtDNA COI dizileri kullanilarak
belirlenmesi

Ozet

Insan niifusunun hizla artmas1 sehirlesmenin genislemesine ve gidaya olan ihtiyacin giin gegtikce artmasina
neden olmaktadir. Bu ihtiyaglar bir¢ok tarimsal faaliyetin olusmasina yol agtigi i¢in dogal ve yerli tiirlerin habitatlarini
degistirmektedir. Bu habitat degisimi 6zellikle hassas tiirlerin beslenme ve iireme alanlarinin azalmasina neden oldugu
icin bu tiirlere ait popiilasyonlarin azalmasina hatta yok olmasina neden olabilmektedir. Son yillarda Birecik ilgesinde
yasayan ve nesli tehlike altinda olan Kelaynak (Geronticus eremita) kus tiiri hassas tiirlerden biri olup, koruma altina
alinmistir. Bu ¢aligmanin amaci, Birecik’te yasayan ve koruma altina alinan bireylerin olusturdugu popiilasyona ait
genetik yapinin mtDNA COI bolgesine dayali genetik analizinin yapilmasidir. Bu bireylere ait tiiylerden DNA
izolasyonu yapilmis ve elde edilen total DNA’lar kullanilarak hedef mtDNA COI gen bélgesi ¢ogaltilmistir. Daha sonra
dizi analizleri yapilarak genetik yap1 belirlenmis ve gen bankasindaki sekanslar ile karsilastirilarak analizler yapilmistir.
Calisilan tim bireylerin mtDNA COI gen bolgesine ait herhangi bir varyasyon tespit edilmemistir. Gen bankasindaki
dizilerle karsilagtirma yapilmus, filogenetik agag ¢izilmis ve sonuglar karsilagtirilarak haplotipler degerlendirilmistir.
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1. Giris

Biyogesitlilik; genlerden popiilasyonlara, tiirlere, islevlere ve ekosistemlere kadar diinya iizerindeki tiim
yagsamin ¢esitliligi olup, glinlimiizde bir milyondan fazla tiir yok olma tehlikesi altindadir ve bu yilizden biyogesitliligin
korunmasimi en st diizeye ¢ikaran koruma politikalarma acil ihtiyag bulunmaktadir [1]. Hizla bilyiiyen insan
popiilasyonlariin beslenme, barinma ve enerji elde etme gibi birgok ihtiyaglardan dolay1, diinyadaki ekosistemler ve
igerdikleri canl tiirleri {izerinde muazzam bir baski olusturmaya devam etmektedir. Bu baskilara maruz kalan tiirlerin
sayis1 giin gectikge artmaktadir. Ozellikle hassas tiirlere ait popiilasyonlar hizli bir sekilde kiigiilmekte ve bu tiirler
biiyiik bir tehdit ile kars1 karsiya kalmaktadir. Bu yiizden bazi hassas tiirler i¢in acil 6nlemlerin alinmasi ve tiir eylem
planlarinin gerceklestirilmesi biiyiik nem arz etmektedir.

Gilintimiizde diinyadaki kus popiilasyonlarinin yaklasik %401, ¢ogunlukla tarim, avcilik, istilaci tiirler ve
iklim degisikligi nedeniyle tehdit altindadir [2,3] ve bu durum yeni koruma programlarinin olusturulmasi ve mevcut
korumayi iyilestirme ihtiyacini vurgulamaktadir. Bu kus tiirlerden biri olan Kelaynaklar (Northern bald ibis, Geronticus
eremita) i¢in koruma ¢aligmalar1 yapilmakta olup neslin devamliligi i¢in planlamalar gergeklestirilmektedir. G6¢men
bir kus tiirli olan Kelaynak bir zamanlar Orta Dogu ve Kuzey Afrika'ya yayilmigtir [4]. IUCN tarafindan kiiresel olarak
kritik tehlike altindaki (CR) tiirler arasinda listelenmis olmasina ragmen; 2018'de nesli tikenmekte olan (EN) tiirler
seklinde degismistir [5,6]. Dogada serbest olarak yasayanlarimin sayis1 1000'den az olup farkli hayvanat bahgelerinde ve
istasyonlarda bulunan kelaynaklar Fas kokenlidir [5,6]. Kuzey Afrika'da (Fas) Atlantik Okyanusu kiyilarinda yasayan
kuzey kelaynak popiilasyonu en biiyligidiir [7,8]. Bu tiire ait yagsam ve yayilisinin giincel durumu IUCN web sitesinde
bulunmakta olup Sekil 1°de goriilmektedir.

Sekil 1. Kelaynak diinyadaki yagsam durumu (https://www.iucnredlist.org/species/22697488/130895601)

Tiirkiye’deki kelaynak popiilasyonu, Fas’ta bulunan kelaynak kuslarindan sonraki ikinci biiyiik popiilasyon
olup sadece Sanlwurfa’nin Birecik ilgesinde yasamaktadir [6,9]. Sayilarinin azalmasi nedeniyle go¢ etmelerine izin
verilmeyen kelaynaklar iireme doneminin basinda kafeslerden dogaya salimir ve iiremelerini tabiatta dogal olarak
gerceklestirdikten sonra yeniden kafeslere alinarak uzun yillardan bir sonraki tireme donemine kadar bu kafeslerde
tutulmaktadir [9]. Ozellikle bu tiiriin soyunun tiikkenmesinin temel nedenleri cogunlukla insan kaynakli tehditler olup,
baslica asir1 avlanma ve habitat kaybinin olmasidir [10,11]. Habitatlarin yok olmas1 veya degismesi popiilasyondaki
birey sayisinin azalmasina neden olabilmektedir. Diger taraftan sayilari azalan kelaynaklar enfeksiyon hastaliklar
tarafindan da tehdit edilmektedir [12]. Dogal olarak yasamakta olan popiilasyonlarin kiigiilmesi, bireylerin ortadan
kaybolmasi gibi bazi nedenler benzersiz olan bazi genotiplerin tiikkenmesine yol agabilir [13]. Genetik bir bilgi
kayboldugu zaman onu geri getirmek neredeyse imkansizdir [13]. Bu yiizden 6ncelikle genetik kaybin durdurulmasi ve
hedef tiirlin gelecegi i¢in gerekli 6nlemlerin alinmast 6nem arz etmektedir. Etkin bir sekilde koruma programlarinin
yapilmasi i¢in Oncelikle popiilasyon veya popiilasyonlarin genetik Ozelliklerine ait verilerin elde edilmesi
gerekmektedir.

Popiilasyonlarin devamliligi ve nesli tikenmekte olan tiirlerin korunmasinda genetik ¢esitlilik veya
polimorfizm 6nemli katkida bulunmaktadir [14]. Birgok tiirlin diisiik genetik ¢esitlilik seviyeleri, ireme basarisinin
azalmasiyla, bulagici hastaliklara karsi artan duyarlilik ve g¢evresel zorluklara uyum saglama zorlugu ile
iligkilendirilmistir [15,16]. Bu nedenle koruma calismalarinda popiilasyonun devamlilifinin saglanmasi i¢in genetik
¢esitlilik seviyesinin maksimum olmasi hedeflenmektedir. Genetik ¢esitliligin, artan tehditler altinda tiir ¢esitliliginden
daha hizli azaldig1 tahmin edilmekte ancak mekansal dagilimi kiiresel 6lgekte yeterince belgelenmemis durumdadir
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[17]. Genetik ¢esitlilik, tiirlerin veya popiilasyonlarin, degisen c¢evre sartlarina uyum saglama yetenegini dogrudan
yansitir [18,19]. Bir tiiriin hem korunmasi hem de yonetimi i¢in popiilasyona ait genetik analizlerin yapilmasi oldukca
etkili bir aragtir [20,21]. Bu aragtirmalar i¢cin DNA’ya dayali bir¢ok genetik marker bulunmakta olup, giiniimiizde
sekans tekniklerindeki gelismeler mtDNA c¢aligmalarini 6n plana getirmis durumdadir [22]. Yaygin olarak kullanilan
mtDNA, 6nemli bir molekiiler marker olup ¢ogu organizmanin genetik 6zelliklerini bulmak amactyla kullanilmaktadir
[23].

Bu caligmada, nesli tilkenmekte olan Geronticus eremita tiirliniin Birecik’te yasayan popiilasyonunun mtDNA
COI bolgesi dizi analizleri yapilarak genetik ¢esitliligi belirlenmis ve gen bankasindaki sekanslar ile karsilastirilarak
analizler yapilmistir.

2. Materyal ve yontem

Bu ¢alisma, Tiirkiye Doga Koruma ve Milli Parklar Genel Miidiirliigii'niin (Onay No: 198150/2015) izni ve
destegi ile gerceklestirilmistir. Sanlmrfa ili Birecik ilgesindeki (37.01.29 N:37.58.38 D) Kelaynak yetistirme
istasyonunda koruma altinda yetistirilen kelaynaklardan (Sekil 2) rastgele segilen 11 tanesinin kanat veya
kuyruklarindan alinan tily 6rneklerinden DNA izolasyonu Potasyum Asetat kullanilarak gergeklestirilmistir.

Sekil 2. Birecik’te Kelaynak yetistirme istasyonunda yar1 serbest olarak yetistirilen kelaynaklar

izole edilen DNA’lar mtDNA COI gen bélgesinin amplifikasyonu igin kullanilmistir. Kullanilan primer,
Folmer [24] c¢alismasindan alinmistir ve dizileri soyledir; LCO1490 (5'-GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATATTG
G-3"), HCO2198 (5'-TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA-3"). Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), BIO-
RAD T100TM Termal Cycler cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir. Toplamda 35 dongii olacak sekilde ¢alistirilmistir.
[k denatiirasyon 95°C'de 3 dakika, denatiirasyon 95°C'de 30 saniye, baglanma 48°C'de 45 saniye ve uzama 72°C'de 45
saniye olacak sekilde ayarlanmistir. Ornekler daha sonra 72°C'de 10 dakika tutularak islem sonlandirilmistir. Bu
bolgenin amplifikasyonu i¢in kullanilan PZR karigtmi 13.9 pl dH2O, 1x PZR tamponu, 2.5mM MgCI2, 0.2 mM
dNTP'ler, 1 pl 0.5 mM primer (F+R), 0.1 pl Taq polimeraz ve 50 ng/ul total DNA'dan olusmustur. PZR sonrasi olusan
iiriinleri kontrol etmek igin %2 agaroz jel kullanilmistir. SYBR Green eklenmis 0.5x TBE (Tris/Borik asittEDTA
Tamponu) ile hazirlanmis agaroz jele PZR iiriinleri yiiklenmis ve 100 V'de 30 dakika yiiriitiilmiistiir. Daha sonra
ultraviyole 151k altinda tirlinler gériintiilenmistir. Hedef PZR iiriinleri ticari bir firmaya gonderilmis ve 3500 XL Genetic
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Analyzer (Thermo Fisher Scientific) kullanilarak dizi analizi yapilmistir. Ham sekans verileri FinchTV programu
kullanilarak FASTA formatina doniistiriilmiistir. Elde edilen diziler ile benzer baz dizileri BLAST programi
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) yardimiyla tarannus yiiksek diizeyde benzerlik gosteren baz dizileri filogenetik analizler
icin kullanilmustir. Filogenetik analizler MEGAS programi yardimiyla yapilmistir. Analize dahil edilen baz dizileri
arasindaki filogenetik iligkilerin belirlenmesinde en yiiksek olasilik yontemi ve Jukes-Cantor modeli kullanilmistir.
Agag kollart (Nodlarm) giivenirliginin test edilmesinde Bootstrap testi (500 tekrarli) kullanilmstir.

3. Bulgular

Rastgele secilmis olan toplam 11 G. eremita 6rneginde ortalama 604 bg’lik mtDNA COI bolgesi dizi analizi
yapilmistir. Bu analize ait bir bireyin FinchTV programina ait kromatogram goriintiisii Sekil 3°de gosterilmistir.

ATCTACAATBTAGTCGTCACTGCCCATGCTTTCGTAATAATCTTCTTTATGGTAATACCCATCATGATTGGBCGBATTTGGTAACTBACTAGTCCCACTTATAATCGGTG
L C e G AT A C AT T CCEACa EAT A A AN CAT AL S C T TCT AL T B TEEEE T TeATTEeTALT T E 0T ABEETEATE TATAaT A6 ALOLAGOSSE 48074000
L ET 8T AT EAC EAT TS0 CaaaAACE T TOE T IATOEE B8 ABEC AT COACE TAGE T ATE T TS AL T TEACE TABEASTOTCTEATEIATE 1405500
1;;—"—';;';—"fa;tz;z;;;:g;;:t'—';;;;r;;;;a;;a;;a;aarg'—'a;a;;f;tz;;;;;gz'aa—';f:';aif—'g;t;zg'—"a;—';;f'—;ﬁ;'—';;;—"G"—"ag'—"e':f;;f;are_

Sekil 3. mtDNA COI bélgesine ait 6rnek bir dizi analizinin kromatogram goriintiisii

Bireylere ait dizilerde bir farklilik griilmemistir ve tiim bireylere ait dizilerin tamamen ayni haplotipe sahip
oldugu tespit edilmistir. Tespit edilen haplotipin baz dizisi OP740519 kayit numarasi ile gen bankasina yiiklenmistir.

Gen bankasinda BLAST teknigi uygulanarak Geronticus cinsine ait tiirlerin benzer sekanslar: tespit edilmis
ve bu calismada elde edilen sekanslarla karsilastirilmistir. Bu diziler arasindaki benzerlik oranlari Tablo 1’de
verilmigtir.

Tablo 1. Bu ¢alismada mtDNA COI geninde tespit edilen haplotip ile (OP740519) NCBI veri tabanindaki haplotiplerin
baz dizileri arasindaki benzerilik ve ortiisme oranlar1 oranlari

Tiir ada Erisim Numarasi Benzerlik Ortiisme Orani
Geronticus eremita KX012910.1 100 100
Geronticus eremita KX012897.1 99.67 100
Geronticus eremita LC541475.1 99.67 100
Geronticus calvus KX012829.1 98.48 97
Geronticus calvus KX012912.1 98.47 97
Platalea leucorodia GQ199608.1 89.88 99
Platalea leucorodia KT901459.1 89.72 99
Platalea leucorodia HM804927.1 89.78 98
Platalea minor L C541430.1 89.72 98
Platalea minor EF455490.1 89.72 99
Eudocimus albus DQ433629.1 89.37 99
Eudocimus albus DQ433628.1 89.37 99
Eudocimus albus DQ433627.1 89.37 99
Nipponia nippon NC 008132.1 87.60 98
Nipponia nippon AB843621.1 87.44 98
Nipponia nippon AB843620.1 87.44 98
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Gen bankasinda BLAST programu ile yapilan taramada hedef bdlgede iki farkli haplotipin bulundugu tespit
edilmistir. Sunulan ¢alismada tespit edilen baz dizisi Afrika kokenli kelaynaklarda tespit edilen KX012910 erisim
numaralt haplotiple ayni dizilime sahiptir. Diger taraftan sunulan c¢aligmadaki haplotipin KX012897 ve LC541475
erisim numarali haplotiplerdenfarkl: oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismada tespit edilen baz dizisi ile diger ibis tiirlerine
ait diziler arasindaki benzerlik orani %87.44 ile %98.48 arasinda degismektedir.

72 @ Geronticus eremita-Birecik
gg | | KX012810.1 Geronticus eremita
KX012897.1 Geronticus eremita

1on 7711 LC541475.1 Geronticus eremita

KX012829.1 Geronticus calvus

T{ KX012912.1 Geronticus calvus
DQ433628.1 Eudocimus albus
| DQ433629.1 Eudocimus albus
DQ433627.1 Eudocimus albus

68

1n|:||

77| AB843621.1 Nipponia nippon
10a HA8843620.1 Nipponia nippon
| NC_008132.1 Nipponia nippon
100 | LC541430.1 Platalea minor
EF455490.1 Platalea minor
GQ799608. 7 Platalea Jjeucorodia
KT301459.1 Platalea feucorodia

49
94 | HM 804927 . 1Platalea leucorodia

-
o
=

Sekil 4. mtDNA COI sekanslarina dayali Geronticus cinsine ait En Yiiksek Olasilik yontemine gore olusturulmus agag
modeli. ®Birecik Kelaynak Popiilasyonunda tespit edilen baz dizisi

Sekil 4’te mtDNA COI bolgesine dayali En Yiiksek Olasilik yontemine gore G. eramita ve G. calvus
tiirlerinin gen bankasindan alinan dizileri ile filogenetik aga¢ olusturulmus ve bu caligmada tespit edilen haplotipin
diger kelaynak haplotipleri ile ayni dal iizerinde yerlestigi goriilmiistiir. Filogenetik agag tizerinde Geronticus eremita,
Geronticus calvus ve Eudocimus albus’a ait baz dizileri ayn1 grupta yer alirken, Nipponia nippon, Platalea minér ve
Platalea leucorodia dizileri bir grupta yer almistir. Geronticus eremita ile en yiiksek benzerlik Geronticus calvus
tirtinde gozlenmistir.

4. Sonugclar ve tartisma

Birecik’te yasayan ve rastgele segilen G. eremita 6rneklerinde ortalama 604 bg’lik mtDNA COI bolgesi ilk
kez bu ¢alismada dizi analizi yapilarak gen bankasindaki dizilerle karsilagtinlmistir. Bulgular Afrika kokenli olan G.
eremita MtDNA-COI dizilerinin Tirkiye kokenli olanlarla hem benzer hem de farkli oldugunu ortaya g¢ikarmustir.
Pegoraro [25] cyt b gen bolgesi lizerinde yaptiklart dizi analizlerinde her iki popiilasyonun farkli haplotiplere sahip
oldugu gozlemlemistir. Pegoraro [25] cyt b genindeki nokta mutasyonunun, bati ve dogu popiilasyonunda son birkag
bin yilda ayr1 ayn gelismis olup boliinme iklim sirasinda meydana gelmis insan yapimi gevresel degisiklikler sonucu
olabilecegini bildirmistir [25]. Ancak bizim ¢aligmamizda Tirkiye’deki kelaynaklarda tespit edilen haplotipin Afrika
kokenli kelaynaklarda da bulunmasi farkliligin gé¢ ve popiilasyon biiyiikliigiindeki azalma gibi popiilasyon
dinamiklerinden kaynaklandigini diisiindiirmektedir. Sunulan ¢alismaya 11 adet bireye ait DNA 6rnekleri kullanilmustir.
Birecik’te yagsayan ve koruma altina alinan tiim kelaynaklarin ¢alismaya dahil edilmesi ve genoma ait daha ayrintili
calismalarin 6zellikle mtDNA d loop ve mikrosatellit markdrleri kullanilarak analizlerin yapilmasi baska farkliliklarin
belirlenmesini saglayabilir. Clinkii Birecik popiilasyonunun genetik ¢aligsmalar1 popiilasyon diizeyinde yetersiz kalmakta
ve popiilasyon devamui i¢in bu ¢alismalarin devaminin yapilmasi gerekmektedir.

Geronticus eremita ve Geronticus calvus aym cinste siniflandirildiklarindan bu iki tiriin diger kelaynak
tiirlerinden daha yiiksek diizeyde benzerlik gostermesi beklenen bir durumdur. Sunulan ¢alismanin bulgulari ile benzer
sekilde Pegoraro ve ark [26] 16S RNA ve cyt-b genlerinin baz dizilerini kullanarak yaptiklar1 ¢alismada bu iki tiir
arasindaki yakin akrabalig1 gostermiglerdir.
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Kili¢ ve Uysal [9] ¢alismasinda; Birecik’te yasayan, markalanan ve takip altinda olan kelaynaklarin bir
kisminin 8liim, kagma veya kaybolma nedeniyle yok oldugu ve muhtemelen Suriye ve diger Ortadogu iilkelerinde
goriilen kelaynaklarin bir kisminin Birecik’ten go¢ eden bireyler oldugu ifade edilmistir. Bunun tespit edilmesi i¢in
yiiksek diizeyde polimorfizm gosteren genetik markorler kullanilmas: gerekmektedir. Ayni sekilde baska yerde yasayip
Birecik’e goc eden bireyler de bu yontem kullanilarak tespit edilebilir. Ornegin, Boev [27] ilk kez bir kelaynak
bireyinin Bulgaristan’da tespit edildigini ortaya ¢ikarmislardir. Bu bireyin hangi popiilasyona ait oldugu yine ayni
genetik yontem uygulanarak bulunabilir ve gdo¢ yollar1 hakkinda bilgi verebilir. Kelaynak popiilasyonunun iireme
potansiyeli yiiksek oldugu i¢in bilimsel metotlarla saglanacak destekle sayilarinin kisa siirede arttirilmasi saglanabilir
[9]. Biyogesitlilik agisindan, 6zellikle genetik g¢esitlilik kayiplariin tespit edilmesi ile gelecekteki kayiplarin tespiti
miimkiin olabilir [28]. Ayrica yapilan diizenlemeler arasinda genetik 6zelliklerinin dikkate alinmasi bu bakimdan 6nem
arz etmektedir.

Tesekkiir
Tiirkiye Doga Koruma ve Milli Parklar Genel Miidiirliigiine, Birecik Kelaynak Uretme Istasyonu
Calisanlarina ve Alican GUMUS’ e tesekkiir ederiz.
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