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TURKIYE ERINACEUS
(ERINACEOMORPHA: MAMMALIA) CINSININ MOLEKULER FILOGENISI:
MITOKONDRIAL DNA (mtDNA) ANALIZI

Bu caligmada tRNA-Thr, tRNA-Pro ve kismi D-loop (542 b¢) mtDNA sekanslari
kullanilarak, Tiirkiye’deki Erinaceus cinsi kirpilerinin molekiiler filogenisi caligilmistir.
Kirkbes farkli lokaliteden 41 birey analiz edilmistir. Yirmi Erinaceus concolor (Martin,
1838) haplotipi ve 6 Erinaceus roumanicus (Barrett-Hamilton, 1900) haplotipi
saptanmistir. Bu haplotipler tiirlerin cografik yapis1 ve smrlarin1 saptamak i¢in
filogenetik analizlere tabi tutulmuslardir. Distance, Parsimoni, Maksimum Likelihood
ve Bayesian metotlart mDNA filogenisini gostermek i¢in kullanilmastir.

mtDNA temelli filogeni 2 soy hatt1 ile sonuglanmistir. Anadolu’ya ait soy hattini
Erinaceus concolor haplotipleri, Trakya Bdlgesi’'ndeki soy hattim1 Erinaceus
roumanicus haplotipleri temsil etmektedir. Bu calismanm filogenetik analiz sonuglar

Anadolu’da Erinaceus roumanicus bireylerinin olmadigina isaret etmektedir.

Anahtar Sozciikler: Erinaceus, mtDNA, D-loop, tRNA, Filogeni, Tiirkiye
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ABSTRACT

MOLECULAR PHYLOGENY IN TURKEY GENUS ERINACEUS
(ERINACEOMORPHA: MAMMALIA): MITHOCHONDRIAL DNA (mtDNA)
ANALYSIS

This study reports on molecular phylogeny of hedgehogs, genus Erinaceus, in
Turkey using Thr-tRNA, Pro-tRNA and part of the D-loop (542 bp) mtDNA sequences.
Fourty five individuals from 41 localities were studied. Twenty Erinaceus concolor
(Martin, 1838) type haplotypes and 6 Erinaceus roumanicus (Barrett-Hamilton, 1900)
type haplotypes were detected. These haplotypes were subjected to phylogenetic
analyses to detect species boundaries and geographical structure. Distance, Parsimony,
Maximum Likelihood and Bayesian methods were used to infer mtDNA phylogeny.

The mtDNA based phylogeny resulted in two main lineages. Lineage from Asia
Minor represents haplotypes of Erinaceus concolor and lineage from Thrace represents
haplotypes of Erinaceus roumanicus. Erinaceus roumanicus seems to be absent in Asia

Minor.

Keywords: Erinaceus, mtDNA, D-loop, tRNAs, Phylogeny, Turkey
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1.GIRIS

Organizmalarin DNA sekans verilerinin elde edilmesi, molekiiler biyolojideki en
onemli gelismelerden birisidir. Mevcut DNA sekans verilerindeki hizli biiytime, bir¢ok
tiirlesme, evrimsel genetik, taksonomi ve filocografik problemlerin anlagilmasi ve
aciklanmasi i¢in molekiiler verilerin daha da etkin ve yogun bir sekilde kullanilmasini
saglamistir. DNA sekans temeline dayali molekiiler filogenetik metotlar i¢in bilgi elde
edebilecegimiz molekiiler karakterler yani genetik belirtecler proteinler ve DNA’dir.
Niiklear DNA’dan da veri elde edebilecegi gibi mitokondrial DNA (mtDNA) ve
kloroplast DNA’sindan da veri elde edebilir (Hall, 2007).

Taksonomide yaygin olarak esey kromozomlari, NOR (nucleolar organizer
region, niikleolus diizenleyici bolge) bolgesi, mtDNA ve alloenzim analizleri
kullanilmaktadir (Irvin ve ark., 1991; Nachman ve ark., 1994; Nagamine ve ark., 1994;
Awasthi ve ark., 1999; Seddon ve ark.,2001; Hauffe ve ark., 2002; Brahim ve ark.,
2005).

Hayvan mtDNA’s1 dkaryotik genomun en iyi bilinen ve karakterize edilmis
bolgeleri arasindadir. Metazoalarin mtDNA molekiilii biiyiikligi 15 000 ile 19 500 bg
arasinda degisen, ¢ift zincirli, kapali halkasal yapida bir DNA’dir. Yapisal
karakteristikleri tim metazoa mtDNA’larinda ortaktir (Brown, 1985).

Yaklasik olarak mtDNA’nm %94,4’1 kodlama yapar, transfer RNA (tRNA)
genleri ribozomal RNA (rRNA) ve protein kodlayan genler arasina yerlesmistir (Bibb
ve ark., 1981). Hayvansal mtDNA biiyiik 6l¢iide korunmus, 13 protein, 22 tRNA ve 2
rRNA genleri tagiyan yogun genomlu bir organel DNA’sidir (Anderson ve ark., 1981;
Chomyn ve ark., 1985,1986).

Mitokondrial DNA’nin 879 niikleotitlik D-loop (displacement loop) bolgesi RNA
ya da protein kodlamayan tek bolgedir. Bu bolge kontrol bolgesi olarak da bilinir ¢ilinkii
L ve H zincirlerinin transkripsiyonunu baslatan promotor sekanslarini igerir (Clayton,
1984; Attardi, 1985; Cantatorre ve Saccone, 1987). H zinciri (Oy) D-loop bolgesindedir,
L zinciri (Or) bes tRNA geni arasinda bulunur. mtDNA’nin replikasyonu devamly,
asimetrik ve tek yonliidiir (Clayton, 1982; Moritz ve ark., 1987).



Memeli mtDNA’smin 6nemli karakteristigi hizli evrimlesmesidir (Brown, 1985).
mtDNA sekans farklilagsmasi oran siras1 D-loop > protein kodlayan genler > rRNA >
tRNA genleri seklindedir (Brown, 1985). En yiiksek baz degisim orani D-loop
bolgesindedir (Aquadro ve Greenberg, 1983).

D-loop memeli mtDNA’sinda kodlanmayan tek biiyiik bolgedir ve diger bolgelere
gore bu parcadaki sekans varyasyonu daha fazladir. Bu nedenle bu bdlge sekanslari
cogu hayvan tiirleri i¢in tiirler arasi1 ve tiir icindeki iligkiyi karsilastirmada kullanilir
(Yamagata ve Namikawa, 1999).

Niiklear DNA’dan farkli olarak mitokondrial DNA sadece 6nemli fonksiyonu
olan gerekli proteinleri kodlar, kodlanmayan bélge nadirdir (Roderick ve Holmes,
2006).

Memelilerde mtDNA’daki mutasyonlar niiklear DNA’dan 10 kat daha hizh
biriktigi icin molekiiler populasyon ve sistematik caligmalarinda olduk¢a 6nemli bir
materyaldir (Roderick ve Holmes, 2006).

mtDNA’nin basit yapida ve gen organizasyonu yoOniinden kii¢iik bir genom
olmasi, hemen hemen biitiin hayvanlarda bulunmasi, ¢ok sayida kopyasi olmasi, bu
sebeple izole edilmesinin kolay olmasi, anneden kalitilmasi, rekombinasyon
gostermemesi, evrimsel degisim hizi (Bibb ve ark., 1981; Brown, 1985) gibi genel
ozellikleri mtDNA’y1 populasyon yap1 caligmalarinda, gen akisi, hibridizasyon,
biyocografya ve c¢esitli taksonomik seviyedeki filogenetik iligkilerde kullanilan
miikemmel bir arag yapar.

Bu c¢alismada mitokondrial DNA’nin bitisik tRNA-Thr, tRNA-Pro ve en fazla
degiskenlik gosteren D-loop’un sol bolgesi genetik belirte¢ olarak kullanilarak
Tirkiye’de yayilis gosteren Erinaceus cinsinin molekiiler filogenisi yapilmig, DNA
tabanli gen agacglar1 olusturulmus ve bu taksonun Tiirkiye’deki taksonomisi hakkinda
bilgi elde edilmistir.

Niikleik asit ve protein dizilerinden filogenetik analiz yapabilmek icin baslica 4
yontem vardir. Birincisi; distance metodu (neighbour joinig, UPGMA), ikincisi
maksimum parsimoni (MP), flgciinciisii maksimum likelthood (ML), dordiinciisii
bayesian (BAY) yonetemleridir. Hi¢cbir yontem en iyi degildir, se¢cim veri setinin
karisiklig1 ve boyutuna baghdir (Hall, 2007).

Distance metodu sekans verilerinin evrimsel uzaklik degerlerine g¢evrilmesini

temel alan bir metottur. Evrimsel uzakligi iceren matris (niikleotit sayis1 ya da iki



taksayr ayrran amino asit baz degisimi) biitiin taksa ciftleri i¢cin karsilastirilarak
hesaplanir, ve filogenetik aga¢ distance deger ciftleri iginde bazi1 fonksiyonel iliskileri
temel alan bir algoritma kullanilarak yapilir. Kullanilan iki distance metot UPGMA ve
neighbour joining metotlaridir (Swofford ve Olsen, 1990).

Maksimum parsimoni metodunun prensibi veri seti icin evrimsel degisim sayisini
minumum yapan filogeninin se¢imidir. Diger bir deyisle, orijinal veri setini agiklamak
icin, en az sayida evrimsel basamagi (bir karakter durumunun baska bir durumuna
doniigsmesi) gerektiren en parsimonik agaci arar (Hillis ve Mortiz, 1990; Swofford ve
Olsen, 1990).

Maximum likelihood metodu, Felsenstein (1973) ve Farris (1973) tarafindan
ortaya konmustur. Bu metod, evrimsel degisimleri basit bir olasilik modeli altinda ele
alir. Veri seti i¢in en olas1 agaci secer (Bagsibliyiik ve ark., 2000).

Bayesian yaklagimi (Rannala ve Yang 1996; Mau ve Newton 1997; Mau ve ark.
1999) ¢ok yeni ve ¢cogu sistematik¢inin yabanci kaldig1 bir metottur. Hizl1 bir popularite
elde etmesi olasi, giiclii bir yaklasimdir. Diger metotlara gore belirgin avantajlar sunar.
Kullanim: kolay, hizli bir programdir ve ¢ok biiylik filogenilerle bas edebilmesi
acisindan avantajli bir programdir (Hall, 2007).

Bu c¢alisma Tiirkiye Erinaceus cinsi lizerine yapilan molekiiler bir ¢aligmadir.
Tiirkiye’de bugiine kadar Erinaceus cinsi iizerine yapilan caligmalar genel olarak
karyolojik ve morfolojik bilgilere dayanmaktadir (Kral, 1966; Kratochvil, 1966; Giagia,
1977; Corbet, 1978; Dulic ve Tritkovic, 1979; Giagia ve Ondrias, 1980; Krystufek,
1983; Giindiiz ve Dogramaci, 1993). Fakat bu yontemler giiniimiizdeki taksonomik
arastirmalarda yetersiz kalmaktadir. Bu nedenlerle son yillarda molekiiler ¢alismalara
agirlik verilmistir. Bugiline kadar yapilan allozim, sitokrom b, D-loop bdlgesi,
calismalarinda Erinaceus europaeus Linnaeus, 1758 ve Erinaceus concolor Martin,
1838 ayrmmi kesinlesmistir. Ayrica E. concolor populasyonunun iki alt soy hattina
ayrildig1 ve bu soy hatlarindan Avrupa E. concolor populasyonunun, Anadolu ve Israil
E. concolor populasyonundan farkli oldugu goriilmiistiir (Filippucci ve Simson, 1996;
Santucci ve ark., 1998; Seddon ve ark., 2001, 2002). Bu soy hatlarindan Avrupa
populasyonunu olusturan soy hattinin Erinaceus roumanicus Barrett-Hamilton, 1900
olmas1 gerektigi belirtilmistir (Filippucci & Simson, 1996). Buna ek olarak, Seddon ve
ark. (2002)’'min belirttigi Kafkasya Siradaglari’nin kuzey ve giiney E. concolor
gruplarindaki ayrilik, Tiirkiye ve Yakin Dogu’da gizli kalmis refuj ya da bir refujdan



coktandir devam eden bir parcalanmanin olabilecegini gostermektedir. Kafkasya
Siradaglari’nin giiney parcgasinda kolonize olmus kirpilerin kdkeni net degildir. (Seddon
ve ark., 2002; Arslan ve ark., 2008).

Berggren ve ark. (2005), E. concolor alt soy hatlar1 arasindaki farkliligin
Bogazlar ile iliskili olabilecegini ve Bogazlar’im bu ayrima neden olabilecegini
belirtmislerdir.

E. concolor soy hatlarindaki Anadolu, Israil ve Avrupa dagilimi farki, Kafkasya
Sradaglari’nin kuzey ve giineyindeki E. concolor farkliligi nedenleriyle Tirkiye’deki
E. concolor’larin durumunu anlayabilmek ve daha fazla 6rnege dayali bir calisma
yapilmasma gereksinim duyulmustur. Bu sebeple Tiirkiye’de yayilis gosteren Erinaceus
cinsine ait tlirler arasindaki filogenetik iliskiler ve hem tiirler aras1 hem de tiir ici
genetik varyasyonlar molekiiler belirtegler kullanilarak bu calismada arastirilmistir.
Calismada Tirkiye’nin ¢esitli bolgelerinden Erinaceus cinsine ait 6rnekler toplanmas,

mitokondrial DNA (mtDNA) analizleri ve buna dayali filogenileri yapilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

Erinaceus Linnaeus, 1758 (Kirpiler), Erinaceidae G. Fischer, 1814 familyasi,
Erinaceomorpha ordosuna bagh bir cinstir. Erinaceus (Kirpiler) daha onceki
calismalarda Insectivora (Hutterer, 1993) veya Lipotyphla ordosunda yer almasina
ragmen, su anda Erinaceomorpha ordosu i¢inde degerlendirilmektedir. Erinaceomorpha
ismini 1910 yilinda Gregory Onermistir ve genis olarak paleontoloji literatiiriinde o
zamandan beri kullanilmaktadir (Hutterer, 2005).

Su andaki ¢cogu taksonomik goriise gore (MacPhee ve Novacek, 1993) Insectivora
ordosu Lipotyphla ii¢ subordo igermektedir: Erinaceomorpha Erinaceidae familyasi
(kirpiler, gymnures) ile; Chrysochloromorpha Chrysochloridae (altin kdostebek)
familyasi ile; ve Soricomorpha Solenodontidae (solenodons), Tenrecidae (Madagascan
tenrec, Afrika su sivrifaresi), Soricidae (sivrifare) ve Talpidae familyasiyla (kostebek,
sivrifare-kostebek, misk faresi).

Erinaceidae familyast Erinaceomorpha ordosunun yasayan tek familyasidir
(Hutterer, 2005).

Erinaceus cinsi iigii bat1 palearktik bolgede yasayan dort tiir igerir. Bu tiirler
Erinaceus amurensis Schrenk, 1859 Rusya ve Dogu Sibirya’da, Erinaceus concolor
Martin, 1838 Anadolu’da, Israil, Suriye, Liibnan, Irak ve Iran; Giiney Kafkasya
(Glircistan, Ermenistan, Azerbaycan) Bolgesi’nde goriiliir (Hutterer, 2005). Bat1 Avrupa
kirpisi olan Erinaceus europaeus Linnaeus, 1758 Bat1 Avrupa’da Iskandinavya’da ve
Rusya’nin Kuzey bat1 par¢asinda dagilim gostermektedir (Mitchell-Jones ve ark., 1999).
Erinaceus roumanicus Barrett-Hamilton, 1900 Avrupa’da, Polonya’dan Avusturya ve
Slovenya’ya; Balkan devletlerinde, Yunanistan ve Adriyatik adalarinda (Girit, Korfu,
Rodos), Tiirkiye’nin Trakya Bolgesi’nde; doguda Rusya ve Ukrayna, Kuzey Kafkasya,
Bat1 Sibirya ve Ob nehri boyunca goriiliir (Hutterer, 2005).

Tirkiye kirpileri lizerine yapilan morfolojik calismalarda ilk defa Bennet (1835),
Abbot tarafindan 1833—1835 yillar1 arasinda Trabzon’dan toplanan 6rneklere dayanarak
E. europaeus kaydi vermistir. Martin (1838), Abbot tarafindan toplanan bu 6rneklere
dayanarak Erinaceus concolor adi ile yeni bir tiir tanimlamistir. 1993 yilinda Giindiiz ve

Dogramaci (1993) Tirkiye’deki Erinaceus cinsi lizerine yaptiklar1 karyolojik ¢alismada



Tirkiye’de E. concolor tiiriine ait li¢ alttiir: E. c¢. concolor Martin, 1838, Tiirkiye’nin
kuzey ve kuzeydogusu; E. c. transcaucasicus Satunin, 1905, Anadolu’nun giineyi ve
merkezi; E. c. drozdovskii Martino, 1930, Tiirkiye’nin Trakya Bolgesi’nde oldugunu
tespit etmislerdir.

Miller (1912), dogu kirpilerini batida bulunan E. europaeus’den ayirmis ve
Erinaceus roumanicus Barrett-Hamilton, 1900 ismini vermistir. Buna ragmen
Kratochvil (1966, 1975) iki kirpinin merkez Avrupa’da cakistigini gostererek Dogu
kirpilerini tekrar E. concolor Martin, 1838 ad1 altinda birlestirmistir.

Erinaceus cinsi, Palearktik bolgede genis bir yayilis gostermektedir. 1966 yilina
kadar yapilan morfolojik arastrmalarda Avrupa ve Tirkiye’de yalnizca Erinaceus
europaeus L., 1758 tiriiniin dagilim gosterdigi kaydedilmistir (Corbet, 1978). 1966
yilindan itibaren yapilan karyolojik arastirmalarda ise Kuzey ve Bati Avrupa’da
Erinaceus europaeus L., 1758 tiiriiniin Dogu ve Giineydogu Avrupa’da ise Erinaceus
concolor Martin, 1838 tiirliniin yayilis gosterdigi belirlenmistir (Kratochvil, 1966;
Krystufek, 1983). Kratochvil (1966)’ dan sonra yapilan karyolojik calismalarda bu
tarihe kadar Dogu Avrupa’da morfolojik 6zelliklere gore E. europaeus olarak verilen
tim populasyonlarin E. concolor’a ait oldugu, E. europaeus’un Kuzey ve Bati
Avrupa’da E. concolor’un ise Dogu ve Giiney Dogu Avrupa’da yayilis gosterdigi tespit
edilmistir (Kral, 1966; Giagia, 1977; Dulic ve Tritkovic, 1979; Giagia ve Ondrias, 1980;
Krystufek, 1983). Giindiiz ve Dogramact (1993) Trabzon’dan toplanan topotip
orneklerinin morfolojik ve karyolojik 6zelliklerini detayli inceleyerek literatiir bilgileri
ile karsilastirilmis ve Tiirkiye E. concolor topotip Orneklerinin karyotipinin, Bati
Avrupa E. europaeus Ornekleri icin verilen karyotipten farkli, Dogu Avrupa ve
Rusya’dan verilen E. concolor orneklerinin karyotipi ile benzer oldugunu tespit
etmiglerdir ve Tiirkiye Erinaceus Orneklerini E. concolor olarak vermislerdir. Kirpi
taksonomisi yapilan karyolojik ¢alismalarla kismen c¢oziimlenmistir (Filippucci ve
Simson, 1996).

Giagia ve ark. (1996) tarafindan E. concolor’larda morfometrik karakter analizi
Yunanistan’dan 191 tiir icinde ve yaymlanmis veriler (Bulgaristan’dan 76,
Yugoslavya’dan 21, Anadolu’dan 9) kullanilarak uygulanmistir. Bu analizlerde E.
concolor’a att E. c. bolkayi, Martino, 1930; E. c. transcaucasicus Satunin, 1905; E. c.

drozdovskii Martino, 1930; E. c. nesiotes Bate, 1905; E. c. rhodius Festa, 1925 a



rastlanmigtir. Anadolu’dan bir 6rnek E. c¢. transcaucasicus olarak tanimlanmistir
(Wettstein, 1942).

Yakin zamanda yapilan molekiiler arastirmalar Erinaceus cinsi igerisinde
filogenetik ve taksonomik sorunlara isaret etmektedir (Filippucci ve Simson, 1996;
Santucci ve ark., 1998; Seddon ve ark., 2001). Filippucci ve Simson, 1996 yilinda
yaptiklar1 allozim analizleri sonucunda Bat1 Palearktik bolgede dort farkl tiiriin yayilis
gosterdigini belirtmislerdir. Buna gore Iber yarim adasinda E. hispanicus Barrett-
Hamilton, 1900, Iber yarim adas1 hari¢ Kuzey ve Bat1 Avrupa’da E. europaeus L., 1758,
Dogu Avrupa ve Balkanlar’da E. roumanicus Barrett-Hamilton, 1900 ve Anadolu ve
Orta Dogu’da E. concolor Martin, 1838 tiirleri dagilim gostermektedir. Bu calismadan
elde edilen sonuclar Erinaceus cinsi arasinda parapatrik dagilimla karakterize edilen
bircok kardes tiiriin varliin1 gosterir. Ayrica Filippucci ve Simson (1996), E.
concolor’un Avrupa ve Orta Dogu populasyonunun genetik olarak farkli oldugunu E.
concolor isminin Orta Dogu populasyonu i¢in kullanilmas1 gerektigini, Orta Avrupa ve
Balkan populasyonunun E. roumanicus olarak isimlendirilmesi gerektigini sdylemistir.

Santucci ve ark., (1998), E. europaeus ve E. concolor’a ait Avrupa kirpi
popiilasyonlarinda, mitokondrial DNA c¢alismas1 yiiriitmiislerdir. Bu arastirmada 383
be’lik sitokrom b gen bdlgesi sekans analizi kullanilarak, filogenetik agaglar
iiretilmistir. Hemen hemen tiim Avrupa, Tiirkiye ve Israil’den 56 Erinaceus bireyi
analizlerde kullanilmistir. Yapilan analizlerde E. europaeus ve E. concolor arasinda
belirgin farkliliklar bulunmustur. Bu Filippucci ve Simson (1996)’un bulgularini1 da
destekler bir sonuctur. Gozlenen Orneklerdeki farkliligin Pleistosen buzullagsmasimin
etkisiyle oldugu sonucu ¢ikarilmistir (Santucci ve ark., 1998). Yine bu calismada E.
europaeus ve E. concolor’un iki ana soy hattina ayrildigi, bu ana soy hatlarinin da kendi
icinde alt soy hatlarina ayrildig1 goriliir. E. europaeus icin ii¢ alt soy hatti elde
edilmistir. E. concolor’un da iki alt soy hatti mevcuttur. E. concolor’un bu soy
hatlarindan ilki Balkanlar, Yunanistan ve Kuzey Dogu Italya’dan, ikinci soy hatt1 ise,
Tiirkiye ve Israil’den haplotipleri igermektedir. Tiirkiye ve Israil soy hatlarmdaki
haplotiplerin, Balkanlar, Yunanistan ve Kuzey Dogu Italya’daki hoplotiplerden
farklilig1 Tiirkiye’nin kuzeyinde ve Yakin Dogu’da bir refuj olabilecegi ihtimalini
artirmistir (Santucci ve ark., 1998).

Erinaceus europaeus ve Erinaceus concolor arasmdaki farklilik Seddon ve ark.

(2001)’nin Avrupa kirpileri iizerinde yaptiklart mtDNA analizleriyle de desteklenmistir.



Kontrol bolgesi ve sitokrom b gen bdlgesi sekans analizleriyle filogenetik agaclar elde
edilmistir. Tiim agaclarda iki ana soy hattt E. europaeus ve E. concolor yiiksek
bootstrap degeriyle desteklenmistir. Bu ana soyhatlarinda da ii¢ E. europaeus alt soy
hatt1 ve iki E. concolor alt soy hatt1 bulunmustur. E. concolor’dan elde edilen iki soy
hattt C1 ve C2 olarak isimlendirilmistir. C1 soy hattt Dogu Avrupa’da Tiirkiye’nin
Trakya Bolgesi’'nde ve Yunanistan’da, Avusturya, Macaristan ve Estonya’da, C2 soy
hatt1 Tiirkiye (Anadolu) ve Israil’de tanimlanmistir. Bu daha &nceki ¢alismalarda elde
edilen iki E. concolor soy hattin1 ve bunlardan Trakya’da bulunan C1 soy hattinin E.
roumanicus olmasi gerektigi diisiincesini (Filippucci ve Simson, 1996; Santucci ve ark.,
1998) destekler bir sonuctur.

Cogu Avrupa tiirli icin Alp Siradaglar1 ve Pirene Swradaglar1 6nemli bir bariyer
gorevi gormektedir (Hewitt, 1999). Benzer bir bariyerin doguda Katfkasya
Siradaglari’ndan dolay1 E. concolor tiirii i¢in var oldugu diisiiniilmektedir. Bu bolge
cogu taxa i¢in bir smnir gibi goriinmektedir (Manceau ve ark., 1999). Bu siradaglarin
gliney bolgesi ve kuzey bolgesinde bulunan kirpilerde belirgin bir mtDNA ayrilig1
olmas1 Kafkasya Siradaglar1 ile bolinmiis ve refuj bolgelerinden koken almis iki
kolonizasyon rotasinin varligmni onermektedir. Balkan refujundan kirpiler Rusya’nin
iclerine kuzeye dogru Kafkasya Swrdaglari’nin kuzey tepelerine kolonize olmustur.
Kafkasya bolgesinin fosil ve klimatik verileri gliney Karadeniz kiyilarinda bir glasiyal
refuj gostermesine ragmen, Kafkasya bolgesinin giiney parcasinda kolonize olmus
kirpilerin kokeni net degildir. Kaftkasya Sirdaglari’nin giiney gruplarindaki ayrilik,
Tiirkiye ve Yakm Dogu’da gizli kalmis refuj ya da bir refujdan ¢oktandir devam eden
bir pargalanmanin olabilecegini gostermektedir (Seddon ve ark., 2002).

Yine Seddon ve ark. (2002)’nin Kafkasya bolgesi ve Rusya’dan topladiklar1 15
kirpi 6rneginin kismi sitokrom b gen bdlgesi ve kontrol bolgesi sekanslari ile yaptiklari
filogenetik analizler ile elde edilen neighbour joining agacinda Kafkasya Siradaglari’nin
glineyi ve kuzeyinden toplanan £E. concolor Orneklerinde net bir ayrilik
gozlemlemislerdir. Bu haplotipler daha onceki Seddon ve ark., (2001) tarafindan elde
edilen haplotiplerle birlestirilerek yeniden filogenetik analizleri yapilmis ve Kafkasya
Siradaglari’nin giineyine ait haplotiplerin (Giircistan, Azarbeycan, Ermenistan), Tiirkiye
(Bogazlar’in Giineyi) ve Israil haplotipleriyle benzerlik gosterdigini, &rneklerden
kuzeye ait olanlarin (Rusya, Ukrayna) ise Balkanlardaki refujlarda Avusturya,

Macaristan ve Estonya’da, Tirkiye (Trakya), Yunanistan halotipleriyle benzerlik



gosterdigini  gozlemlemislerdir. Bu nedenle Kafkasya Siradaglari’nin, tiirlerin son
Pleistosen yapilanmasinda 6nemli bir gorevi oldugu disiintilmektedir (Seddon ve ark.,
2002).

Schaschl ve ark. (2002) tarafindan Girit kirpilerinde alloizm ve sitokrom b geni
calismas1 yiirttilmiis, ic Girit mtDNA haplotipinin Balkan ve Tiirkiye’nin Trakya
Bolgesi’nden haplotiplerle benzer oldugu Anadolu ve Filistin 6rneklerinde ise farkli
oldugu goriilmiistiir ve Girit ve Balkan haplotipleri E. romanicus olarak Anadolu ve
Israil haplotipleri ise E. concolor olarak degerlendirilmistir.

Avrupa E. concolor’larindaki belirgin ayrilik (Santucci ve ark., 1998, Seddon ve
ark., 2001) alloizm verileriyle de dogrulanmistir (Filippucci ve Simon, 1996). Bu gen
havuzu ayrimida mevcut iki tiir olabilecegi tahmin edilir; Anadolu’da ve Orta Dogu’da
E. concolor, merkez, dogu ve giineydogu Avrupa’da E. roumanicus (Schaschl ve ark.,
2002).

Avrupa kirpilerinde morfometrik (kafatasi) varyasyon calisimis ve E.
roumanicus ile E. concolor morfotipleri arasmda net bir farklihk go6zlenmistir
(Krystufek, 2002). Ayni calismada burun-cenekemigi yapist Dogu Avrupa kirpilerinde
iki uzak grubu gostermektedir. Yani Yakin ve Orta Dogu E. roumanicus morfotipinin
iki uzak taksa igermesi olasidir (Krystufek, 2002). Filippucci ve Simon (1996)’ya gore
bu durum kuzeybati Anadolu’dan Avrupa Orneklerine benzer fakat diger Tiirkiye
kirpilerinden ayr1 tek bir 6rnek olarak elde edilmistir.

Avrupa kirpileri olan Dogu Avrupa’da E. concolor, Bati Avrupa’da E.
europaeus’un iki parapatrik tiir olmasi olasidir (Reeve, 1994).

Berggren ve ark. (2005) Avrupa kirpileri E. concolor ve E. europaeus’un
filocagrafyasma aciklik getirebilmek icin MHC (major histocompability complex)
genlerindeki varyasyonu incelemislerdir. Allellerin cografik dagilimi agisindan bu
calismada elde edilen sonuglarla, daha 6nce yapilan mtDNA analizleriyle (Seddon ve
ark. 2001) elde edilen sonuglar arasinda net bir benzerlik vardir. Ozellikle E. concolor
tiirlinde Tirkiye Bogazlari’yla uyumlu olarak bir ayrilma vardir (Berggren ve ark.,
2005).

Yapilan biyokimyasal ve molekiiler calismalar, Dogu Avrupa veya beyaz gogiislii
kirpi olan E. concolor ve Kuzey beyaz gogiisli kirpi olan E. roumanicus’un parapatrik
dagilimla olusmus iki uzak tiir oldugunu onermektedir (Filippucci ve Simson 1996;

Santucci ve ark. 1998; Suchentrunk ve ark. 1998; Mitchell-Jones ve ark. 1999; Seddon



10

ve ark. 2001, 2002; Bannikova ve ark. 2003). Yapilan morfolojik ¢aligmalar da bunu
desteklemistir (Krystufek, 2002).

E. roumanicus’un Pleistosen fosil kayitlar1 ¢cok nadirdir ve agirlikli olarak
Yunanistan’dandir (Sommer, 2007). Ancak fosil kayitlar1 Seddon ve ark., (2001)’nin da
bekledigi gibi Balkanlar’daki refujda Son Glasiyal (23 000-16 000 bin yil 6nce)
boyunca yasadigidir (Koumouzelis ve ark., 2001; Bailey ve ark., 1983). Polonya’dan iki
tartismaya agik E. romunaicus fosil kaydi bulunmustur (Cyrek ve ark., 2000; Rzbeik-
Kowalska, 2003). Fosil kayitlarindan birinin bulundugu katman Holosen katmanidir (30
000-32 000 bin y1l 6nce) ve diger fosil kaydi ise Son Glasiyal’a yakin bir katmanda
bulunmustur (Sommer, 2007).

E. roumanicus’un Holosen fosil kayitlarinda da c¢ok nadirdir sadece
Yunanistan’da erken Holosen kayitlarinda vardir (Sommer, 2007; Payne, (1975);
Symeonidis ve ark., (1980)’dan).

Genetik veriler de (Beggren ve ark., 2005), fosil kayitlarinda oldugu gibi, E.
europaeus ile E. roumanicus’un kolonizasyonlarinin farkli oldugunu belirtir.

Karatas ve ark. (2007), Iran kirpilerinin karyotipini ¢alismislar ve Anadolu’daki
orneklerle benzer olmayan sonuclar elde etmislerdir.

Son filocografik caligmalar (Seddon ve ark., 2001, 2002) Bogazlar ve Kafkasya
Daglar’m1 kirpi populasyonlarini ayiran olas1 bir bariyer olarak sunmaktadir. Bu
duruma aciklik getirebilmek i¢in Tirkiye’nin Anadolu ve Trakya Bolgeleri’nden
Erinaceus Ornekleri {lizerinde yapilan karyotip ¢alismasinda C-heterokromatin
bolgelerinin varyasyonu incelenmis Anadolu ve Trakya Bolgesi 6rnekleri arasinda
farkliliklar goriilmiistiir (Arslan ve ark., 2008). Bu farkli karyotipler, Arslan ve ark.
(2008)’nin bildirdigine gore Mandahl (1978)’1n Erinaceus cinsi iizerine yaptigi karyotip
bulgulariyla da uyumludur. Buna gore Trakya’da E. roumanicus ve Anadolu’da E.
concolor bulunmaktadir ve bu iki tiirde karyotiplerindeki C-heterokromatin bdlgeleri
dagilimi farkhdir. Bu ¢aligmada NOR bélgelerininin dagilimina da bakilmis ve Giiney
Kafkasya (Giircistan, Ermenistan, Azerbaycan)’dan mitotiplerin bati ve merkez
Anadolu ve Israil’den farkl1 oldugu tespit edilmistir.

Bu ¢alisma ile Tiirkiye’de toplanan Erinaceus 6rnekleri tizerinde mtDNA (tRNA-
Thr, tRNA-Pro ve D-loop bdlgesinin sol kismi) analizi yapilarak DNA tabanl
filogenileri olusturulmustur. Ayrica elde edilen mtDNA haplotipleri daha 6nce

yayinlanmis (Seddon ve ark., 2001, 2002) haplotiplerle bir araya getirilerek hemen
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hemen Tiim Avrupa’yr iceren daha genis veri matrisi olusturulmustur. Bu veri
matrisinin analizi ile elde edilen evrimsel agac¢larin yorumlanmasi ile Tiirkiye Erinaceus

cinsinin filogenisi ve filocografyasina katki saglanmaya caligilmastir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Calisma Materyallerinin Toplanmasi ve Saklanmasi

Arastirma materyali 2001-2007 yillar1 arasinda Dog. Dr. Islam GUNDUZ, Dog.
Dr. Coskun TEZ tarafindan Tiirkiye’nin 41 lokalitesinden toplanan ve 19 Mayis
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi doku bankasinda korunan Erinaceus cinsine ait
doku orneklerinden olusmaktadir (Cizelge 3.1 ve Sekil 3.1). Orneklerin bazilar1 canli
olarak toplanmis bunlardan tirnak parcalar1 alinmistir, bazilar1 ise yollarda 6lii olarak
bulunmus ve bunlardan bulundugu yerde drnek alinmustir. Ornekler bobrek, kuyruk,
tirnak dokularmdan alinmustr. Alnan 6rnekler %100 alkol icersinde +4°C de
saklanmistir. Yapilan calisma sirasinda uygulanan metodun, hayvan haklar1 ve deney
etigi acisindan uygun oldugu, Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Deney

Hayvanlar1 Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir.
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CIZELGE 3.1. mtDNA Analizi i¢in Kullanilan Tiirkiye Erinaceus Orneklerinin Lokaliteleri

Lokalite Enlem/Boylam Harita Birey Sayis1 Birey
Lokalite N Numarasi
Kodu
EDIRNE
Kizkapan, Kegan 40°44'N 26°29'E 1 1 2
Ibriktepe, Ipsala 41°00' N 26° 38' E 2 1 4
KIRKLARELI
Balaban, Demirkoy 41°49'N 27°39 E 3 1 49
Balkaya koyii, 41°37'N27° 5T E 4 1 7
Vizeler
Vize 41°35'N27°46'E 5 1 8
ISTANBUL
Kizilcaali 41° 14'N 28°33'E 6 1 9
KASTAMONU
Gemiciler, Inebolu 41°58' N 33°54'E 7 1 558
Imrenler Koyii, 42°39'N33°41'E 8 1 556
Halagoglu Mahallesi,
Seydiler
CANKIRI
Onag Koyii, Ilgaz 40°59'N 33°41'E 9 1 550
SINOP
Sartkum 42°02'N 34° 56' E 10 1 33
SAMSUN
Eskikillik, Alagam 41°36'N 35°28'E 11 1 477
Eskikillik, Alagam 41°36'N 35°28'E 11 1 478
Central, Alagam 41°38'N 35°38'E 12 1 481
Karakoy, Bafra 41°32'N 36°02'E 13 1 26
Yesilkoy, 19 Mayis 41°28'N 36° 04'E 14 1 473
Yesilkoy, 19 Mayis 14 1 474
Erikli Koyl 41°12'N 35°03'E 15 1 485
Ondokuzmayis 41°22'N36° 11'E 16 1 484
Universitesi
Kampusii Kurupelit
Ondokuzmayis 41°22'N36° I1I'E 16 1 476
Universitesi
Kampusii Kurupelit
Kirazlik 41° 14'N 36° 24'E 17 1 28
ORDU
Giinali 40°58' N 37°23'E 18 1 30
AMASYA
Durucasu Koyii, 40°46' N 36° 07'E 19 1 480
Tasova
TRABZON
Kalekdyii, Carsibast 41°05'N 39°23'E 20 1 25
ARTVIN
Cevizli Koyii, Savsat | 41°48'N42°21'E 21 1 622
BAYBURT
Kopgegidi 40°02' N 40° 25'E 22 1 45
ESKISEHIR
Babadut Koyii, 39°32'N31°39'E 23 1 32
Sivrihisar
AFYON
Sandikli 38°28'N30°16'E 24 1 17
MANISA
Hacirahmanli, 38°44'N 27°35'E 25 1 18




14

Saruhanli

Golmarmara 38°42'N27°55'E 26 1 34
DENIZLI

Buldan 38°03'N 28°50'E 27 1 13
YOZGAT

Yozgat Ana 39°46'N 34°48'E 28 1 16
Kampiisii, Divanli

SIVAS

Uctepe Koyil 39°35 N37° 12'E 29 1 47
Uctepe Koyil 39°35 N37° 12'E 29 1 438
ANKARA

Demirciobast, 38°57'N 33°45'E 30 1 424
Sereflikoghisar

NEVSEHIR

Mustafa Kemal Pasa, | 38°34'N 34°54'E 31 455
Urgiip

KAYSERI

Yenidogan, Talas 38°41'N 35°34'E 32 1 161
Yenidoga uygulama 33 2 200
ciftligi

NiGDE

Edikli 38°14'N 34°57'E 34 1 335
BURDUR

Incirhan Mevki, 37°29'N 30°29'E 35 1 490
Incirdere, Bucak

ANTALYA

Serik 36°55'N31°10'E 36 1 453
KONYA

Kusluca, Beysehir, 37°50'N 31°36'E 37 1 50
ADANA

Kozan 37°26'N 35°49'E 38 1 240
HATAY

Iskenderun 36°34'N 36° 10' E 39 1 187
MALATYA

Samankoy (Merkez) 38°22'N38° 18'E 40 1 650
Van

Merkez 38°30'N 43°24'E 41 1 456
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3.2. Mitokondrial DNA Analizi

3.2.1. Toplanan DNA’nin izolasyonu

Tirkiye’nin 41 lokalitesinden toplanan, Erinaceus cinsine ait 45 bireyden alinan
ve %100’lik etil alkolde saklanan dokulardan DNA izole edilmistir. Toplam DNA’nin
izolasyonu i¢in QIAGEN adli firma tarafindan iiretilen hazir olarak satilan QIAGEN
DNeasy adli doku kiti kullanilmistir. DNA izolasyonu, firmanm kit ile birlikte
gondermis oldugu protokol takip edilerek gergeklestirilmistir.

3.2.2. Toplam DNA’nin izolasyonu i¢cin Kullamlan Soliisyonlar

3.2.2.1. S0xTAE Cozeltinin Hazirlanisi

242 g Tris, 57,1 ml asetik asit, 100 ml 0,5 M EDTA (pH: 8.0) 1 litre distile suyla
tamamlanmistir. 1XTAE hazirlamak i¢in stok SOXTAE ¢o6zeltisinden 20 ml alinmig ve 1
litreye distile suyla tamamlanmastir.

3.2.2.2. Orange G Boyasimin Hazirlanisi

%350 w/v gliserol, 10 mM Tris (pH:8 ), 25 mM EDTA karistirilmastir.

3.2.2.3. Ethidium Bromide Cozeltisinin Hazirlanisi

500 ml distile H,O igerisine 50ul ethidium bromide (10 mg/ml stok) ilave

edilmistir.

3.2.2.4. Agaroz Jelin Hazirlamisi

e Erlen igerisinde 1.25 g agaroz, 100 ml 1xTAE soliisyonu ile karigtirilmastir.
e Soliisyon kaynayana kadar 1sitilmistir.
e FErlen 10 dakika kadar oda sicakliginda tutulmus ve daha sonra elektroforez

tankina yavasca dokiilmiis ve 20 dakika beklenmistir.
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Jelde, yiiriitiilecek 6rnek sayisina bagli olarak taraklarla oyuklar agilmistir.
Tankin kovulacagi kiivete 1XTAE soliisyonu doldurulmustur.

Jel, tankin i¢inden almarak elektroforez kiivetine yerlestirilmistir.

3.2.2.5. Total DNA izolasyon Protokolii

Su banyosu 55°C’ye ayarlanmustir.

Her bir dokuyu koymak i¢in steril kaplar hazirlanmis ve bu kaplara numaralar
verilmistir.

%100’liik etil alkolde saklanan bobrek dokularindan kiiclik miktarda (en fazla
25 mg) parcalar alinarak steril kaplara konulmustur.

Parcalar daha kiigiik parcalara boliinmiistiir. Uzerlerine 1-2 damla distile HO
damlatilmistir.

Kiigiik parcalar ependorflara konulmustur.

Uzerlerine 180ul ATL buffer eklenmistir.

Ependorfla kisa siire vortekslenmistir.

Ependorflarin iizerine 20l Proteinaz eklenmistir.

Ependorflar vortekslenmis ve agizlar1 parafinle kapatilmistir.

Ependorflar 55°C” de 10 dakika bekletilmistir.

Cikarilan ependorflara 200 pul AL buffer konulmustur. Bu sirada su banyosunun
sicaklig1 55°C” ye ayarlanmustur.

Kolonlar hazirlanmistir.

Ependorftaki sivi koluma aktariimistir.

Kolonlar 8 000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

Kolon altinda biriken sivy, tiiple birlikte atilmistur.

Kolon alinarak yeni kolum tiip igerisine konulmustur.

Uzerine 500 ul AW 1 buffer eklenmistir.

Kolon 8 000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

Kolonun altindaki siv1 ile birlikte atilmistir.

Kolon tiipleri i¢ersine kolumlar yerlestirilmistir.

Kolon igerisine 500 pl buffer (tampon) AW2 konulmus ve 13 000 rpm’de 3
dakika santriifiij edilmistir.
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e 1 dakika daha santrifiij i¢in yeni kolon tiipiine konulmustur.

e Kolon altinda biriken sivi, tiiple atilmistir.

e Kolon tekrar yeni kolum tiipiine yerlestirilmistir.

e Kolon icersine 200ul AE buffer eklenmistir.

e | dakika oda sicakliginda beklenmistir.

e 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapilmistir.

e Kolon atilmustir.

e Etiketli ependorf hazirlanmistir.

e Kolon tiipii i¢cinde biriken sivi, etiketli ependorfa aktarilmstir.

e Ependorflar +4°C’de saklanmistir.

Bu islemlerden sonra total DNA’nin izole edilip edilmedigini tespit etmek

amaciyla agaroz jel elektroforezi yapilmistir.

3.2.2.6. Total DNA’nin Agaroz Jel Elektroforezinde Yiiriitiilmesi

e Her 6rnek i¢in 500ul lik ependorf tiipleri igerisine 3 pl Orange G boyasi,
iizerine de 5 pl total DNA ilave edilmistir.

e Elde edilen karisim alinarak jel igerisindeki kuyulara aktarilmistir. En son
kuyuya ise 3 pl belirte¢ (Phix174 DNA/Haelll., Promega) konulmustur.

e Gilic kaynagi 100 Volt’a ayarlanarak yaklasik 1 saat jeldeki karisim

yiiriitilmiistiir.

3.2.2.7. Agaroz Jelin Goriintiilenmesi

Elektroforez tankindan ¢ikarilan jel 20 dakika ethidium bromide’de bekletilmistir.
Daha sonra 10 dakika distile H,O icersinde bekletilmistir.

Bekleme isleminden sonra jel, goriintiileme cihazina (GeneGenius, SyneGene,
Bio Imagiinig Systems, UK) yerlestirilmis ve UV 1s1n1 altinda goriintiilenerek fotografi
cekilmistir.
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3.2.3. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Sonrasi tRNA-Thr, tRNA-Pro ve
D-loop Bolgesinin Sol Tarafinin Eldesi

Kirkbes bireyden QIAGEN DNeasy adli doku kiti ile gonderilen protokol takip
edilerek izole edilen total DNA, UV 1sininda goriintiilendikten sonra, her bir 6rnek igin,
L15408Marv (Haynes ve ark., 2003) ve H16498 (Giindiiz ve ark., 2000) adli spesifik
primer c¢iftleri kullanilmig ve asagida detay: verilen PCR stratejisi uygulanmistir (Sekil
3.2).

tRNA-Thr (65 bg), tRNA-Pro (67 bg) ve D-loop bdlgesinin ¢ok yiliksek varyasyon
gosteren sol tarafina (405 bg) ait sekanslar tiim analizlerde dig grup ve referans olarak
kullanilan E. europaeus (X88898, Krettek ve ark., 1995) mtDNA’sindaki bdlgeleri
icerir. Bu bolgeler 15322-15386 (tRNA-Thr), 15387-15454 (tRNA-Pro) ve 15455-
15858 (D-loop) pozisyonlarina karsilik gelir.

Uygulanan PCR yonteminin basamaklart :

1o 95°C 1 dak. (denatiirasyon)

2. 60°C .o 1 dak. (baglanma)

30 72%C 1 dak. 45 saniye (uzama)
4. 94°C oo 1 dak

4’ kadar asamalar 35 kez tekrarlanir.

5. 60°C it 10 dak

6. 72°C i 10 dak

7o 4%C (Sogutma)

PCR isleminden sonra PCR fiiriinlerinden 5 pl alinarak agaroz jelde yiiriitiilmiis ve

UV 1s181inda fotograflanmustir.

Kullanilan primer cifti:

L15408Marv (5-GCAGACAAAATCCCATTCCA-3")
H16498 (5'-CCTGAAGTAGGAACCAGATG-3")
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PCR Stratejisi

H16498

Sit -b Thr Pro D-Loop Phe 128

—_—p  S42bp
L15408Marv

Sekil 3.2. Bitisik tRNA-Thr, tRNA-Pro ve D-loop geninin sol parcasini amplifiye etmek icin
L15408Marv ve H16498 primerleri ile yapilan PCR stratejisi

3.2.3.1. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) i¢cin Master Karisinu Hazirlama
Protokolii

Her bir 6rnek i¢in 50ul master karisimi hazirlanir.

Master Karigim:

29,65 wl dH,O (deiyonize H,0)

5 ul 10x7aq tamponu (Thermophilic DNA Poly 10xBuffer, Promega)
5 ul L15408Marv (5-GCAGACAAAATCCCATTCCA-3")

5 ul H16498 (5'-CCTGAAGTAGGAACCAGATG-3")

1 ul dNTPs, 10Mm (PCR niicleotid Mix, Roche)

3 pl MgCly, 25 Mm

0.35 Taq polimeraz (5 birim/ pl) (Tag DNA polimeraz, Promega)

Her bir 6rnek i¢in master mix igerisinden 49,02 pl almip PCR tiipline aktarilmis
ve lizerine total DNA’dan 0,8 pl ilave edilerek PCR tiipleri termal cycler’a (MWG
BIOTECH) yerlestirilmistir.

3.2.3.2. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Yiiriitiilmesi

e Her bir 6rnek icin 500 ul’lik ependorf tiipleri igerisine 3 pl Orange G boyasi,
iizerine de 5 pl PCR iiriinii ilave edilmistir.
e Elde edilen karisim alinarak jel igersindeki kuyulara aktarilmistir. En son

kuyuya ise 3 pl belirteg (PhiX174 DNA/Haelll, Promega) konulmustur.
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e Gilic kaynagr 100 Volt’a ayarlanarak yaklasik 1 saat jeldeki karigim

yiiriitilmiistiir.

3.2.3.3. PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi

PCR firiinleri QIAGEN QIAquik adli kit kullanilarak saflastirilmis ve bu islem

sirasinda firmanin kit ile birlikte gondermis oldugu protokol takip edilmistir.

3.2.3.4. PCR Uriinlerinin Saflastirilmasi Protokolii

e Ependorfa 225 pl PB tamponu ve {izerine 45 pl PCR {irtinii ilave edilmistir.
e Karisim 5 saniye vortekslenmistir.

e Ependorlardaki sivi kolona aktarilmistir.

e 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

e Kolon altinda biriken s1v1 bosaltilmistir.

e Bosaltilan tiiplerin igerisine kolum yeniden konulmustur.

e Kolonun iizerine 700 pl PE buffer konulmustur.

e Kolonun agz1 yavag¢a kapatilmigtir.

e 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

e Alttaki tiip, biriken siviyla birlikte atilmagtir.

e Kolonlar yeni kolon tiipii i¢erisine konulmustur.

e 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

e Kolon atilmis ve tiiplin icerisinde biriken sivi etiketli ependorfa aktarilmis ve

agz1 parafinlenerek saklanmistir.

3.2.3.5. Saflastinlmis PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde

Yiiriitiilmesi

e Her ornek icin 500 ul’lik ependorf tiipleri icerisinde 3 ul Orange G boyasi,
iizerine de 5 pl saflagtirilmig PCR {iriinii ilave edilmistir.
e Elde edilen karisim almarak jel igersindeki kuyulara aktarimistir. En son

kuyuya ise 3 pl belirteg (PhiX174 DNA/Haelll, Promega) konulmustur.
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e Gilic kaynagt 100 Volt’a ayarlanarak yaklasitk 1 saat jeldeki karisim

yiiriitilmiistiir.

3.2.4. Sekans Analizi

Her bir birey icin saflastirilan PCR iirlinlerinin sekanslar1 analiz i¢cin Giiney
Kore’deki MacroGen adli firmaya gonderilmistir, PCR iiriin sekanslar1 her iki yonde
okunmustur. Birinci primer olarak L15408Marv (5'-GCAGACAAAATCCCATTCCA-
3") ve ikinci primer olarak H16498 (5-CCTGAAGTAGGAACCAGATG-3")
kullanilmistir. Burada sekans reaksiyonu i¢in BigDye Terminator cycle sequencing kit
(Applied Biosystems) kullanilmis ve sekans iiriinler1 ABI Prism 3100 kapilar otomatik
sekans aletinde (Applied Biosystems) yiiriitiilmiis ve elde edilen ham sekans verileri e-

posta ile gonderilmistir.

3.2.5. Sekanslarin Okunmasi

Her birey icin ABI Prism 3100 kapilar otomatik sekans aletinden elde edilen ham
sekans verileri SEQUENCHER (version 4.5) veya SEQMAN II module of the
LASERGENE 99 (Apllied Biosystems) adli programlarina aktarilarak hizalanmis ve her
bir baz tek tek kontrol edilmistir. Sekil 3.3’de 484 numarali E. concolor’a ait L-

15408Marv ve H-15498 nolu primerler ile elde edilen ham sekans verileri verilmistir.
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r} L-15408Marv

4B Econ 484 L15403Nan ETCTTCATAGTATAATTATTAATACACTGGTCTTGTAAACCAAAAATGAGAATATATTTCTCTTAAGACACTCAAGGAAAAGATTATTATCE
465 E. con 484-H1G495 GTCTTCATAGTATAATTAT TAATACACTGGTCTTOTALACCAAAAATGAGALTATATTTCTCTTAAGACACTCAAGGAAAAGATTATTATCL

‘ H-15498

[JFreamert base #1i= {11 Tio LET] 130 LET] Iso Teo I70 Iso Tac

z?““-h“‘Uf GTCTTCATAGTATAATTATTAATACACTGETCT TG TALACCARAAATGAGALTATATTTCTCTTAAGACACTCAAGGAAAAGATTATTATCL

Kl |
B Chromatograms from Contig[00

| BB 1 C 1 T C & T A G T A& T
i G T CT TCATAG T ATA

Sekil 3.3. L-15408Marv ve H-15498 nolu primerler ile elde edilen ham sekans verisinin kismi
gorinimu

3.2.6. Filogenetik Analizler

3.2.6.1. Bu Cahsma Verileri Erinaceus mtDNA Haplotipleri ile Yapilan

Analizler

Elde edilen t-RNA-Thr, t-RNA-Pro ve D-loop bdlgesinin sol taraf sekanslar1 bir
araya getirilerek, Erinaceus cinsinin Tirkiye’deki yayilis alaninin hemen hemen
tamamini temsil edecek kadar sekansi i¢eren bir DNA veri matrisi olusturulmustur.
Bunun i¢in tiim DNA sekanslar1 ayr1 ayr1 MacClade versiyon 4.08 (Madison ve
Madison, 2000) adli filogenetik analiz programina aktarilmistir. Bu matristeki sekanslar
arasinda ka¢ tane farkli sekans (haplotip) oldugu ve her haplotipin frekansi
belirlenmistir. Bundan sonra sadece farkli haplotipleri (542 bg) iceren ikinci bir DNA
veri matrisi olusturulmustur. Yine ayni programda haplotiplerden indel bdlgeleri
cikarilmis ve yeni bir matris olusturulmustur, biitiin filogenetik analizler buna gore
yapilmustir. indel bdlgelerinin ¢ikarilmasiyla (533 bg) bazi haplotiplerin birbiriyle ayni
olmas1 nedeniyle haplotip sayis1 azalmistir. Indel bdlgelerinin ¢ikarilmasiyla ayni olan
haplotipler biitiin agaglarda parantez iginde gosterilmistir.

Filogenetik analizler i¢in distance, maksimum parsimony, maksimum likelihood

analizler1 kullanilarak haplotipler arasindaki filogenetik iligki degerlendirilmis ve
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evrimsel agaclar elde edilmistir. Bayesian (Huelsenbeck ve Ronquist, 2001) analizi de
yiiriitiilerek evrimsel agac elde edilmistir. Her bir metotla elde edilen evrimsel agaglar
karsilagtirilmistir. Biitiin analizlerde gen bankasinda depo edilen Erinaceus europaeus
tiirtine ait tRNA-Thr, tRNA-Pro ve D-loop haplotipi (X88898, Krettek ve ark., 1995) dis
grup olarak kullanilmistir. Bu bdlgeler 15322-15386 (tRNA-Thr), 15387-15454 (tRNA-
Pro) ve 15455-15858 (D-loop sol taraf) pozisyonlarina karsilik gelmektedir.

3.2.6.1.1. Distance Analizi (Uzakhk Analizi)

MacClade versiyon 4.08 (Madison ve Madison, 2000) programinda olusturulan
indel (insersiyon ve delesyon) bdlgeleri ¢ikarilmis DNA veri matrisi 6nce dis grup dahil
edilerek MODELTEST versiyon, 3.07 (Posada & Crandall, 1998) adli programa tabi
tutulmustur ve hierarchical likelihood ratio tests (hLRTs) model se¢im taslagi ve akaike
information criterion (AIC) model se¢im taslaginin 6nerdigi DNA veri matrisine en iyi
uyan baz degisim modeli saptanmustir.

Ayn1 DNA veri matrisi dig grup dahil edilmeden MODELTEST programina tabi
tutulmustur. MODELTESTprogramimin hierarchical likelihood ratio tests (hLRTs)
model secim taslagi ve akaike information criterion (AIC) model se¢im taslagina gore
en 1yl uyan baz degisim modeli tespit edilmistir.

Ayrica hierarchical likelihood ratio tests (hLRTs) ve akaike information criterion
(AIC)’nin 6nerdigi baz degisim modellerine ek olarak test amacl basit bir baz degisim
modeli olan Kimura 2 parametresi (Kimura, 1980) kullanilarak da NJ agaci1 elde
edilmistir.

Bu modellerin saptanmasindan sonra veri matrisi PAUP* versiyon 4.0b10
(Swofford, 2003) programina aktarilarak belirlenen baz degisim modellerine gore
distance analizi yapilmistir. Verilen tiim modeller ayr1 ayr1 kullanilarak NJ agaclari
olusturulmus ve ayni modellerle agactaki soy hatlarinin istatiksel olarak ne kadar

desteklendigini gostermek amaciyla 10 000 replikasyon analizi ile bootstrap yapilmistir.

3.2.6.1.2. Maksimum Parsimoni (MP) Analizi (Tutumluluk Analizi)

MacClade programinda indel bolgeleri ¢ikarilarak olusturulan DNA veri matrisi

(533 bg) PAUP* versiyon 4.0b10 (Swofford, 2003) programina aktarilmis ve Parsimoni
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analizi Branch-and-bound arastirma algoritmasi ve 10 000 rastgele tekrar segenekleri
kullanilarak yapilmistir. Branch-and-bound arastirma sonucunda aga¢ uzunluklari,
consistency indeksleri (CI), retention indeksleri (RI) ile birlikte birden fazla esit
olasilikta kisa agag elde edilmistir. Yine PAUP* kullanilarak bu kisa agaclarin tiimiinii
Ozetleyen strict ve %50 majority rule konsensus agaclari iiretilmistir. Bu agaclar
iizerinde indel bdlgelerinin c¢ikarilmasiyla ayni olan haplotipler de gosterilmistir.
Parsimoni agacinin istatiksel olarak ne kadar desteklendigini gérmek amaciyla Branch-
swapping algoritmasi: tree-bisection-reconnection (TBR) arastrma algoritmasi
kullanilarak bootstrap analizi 100 rastgele tekrarlama ve 10000 replikasyon kullanilarak
yapilmistir. Elde edilen bootstrap degerleri strict konsensus agaci {iizerinde

gosterilmistir.

3.2.6.1.3. Maksimum Likelihood (ML) Analizi

Maksimum likelihood (ML) analizi PAUP* versiyon 4.0b10 (Swofford, 2003)
programinda heuristic arastirma algoritmasi kullamilarak yapilmistir. Yine ayni
programda bootstrap degeri heuristic arastirma algoritmasi kullanilarak, 1000 bootstrap
tekrar1 ve 10 rastgele tekrarla elde edilmis ve ML agaci ilizerinde gosterilmistir.
Bootstrap degeri Branch-swapping algoritmasi: tree-bisection-reconnection (TBR)
arastirma algoritmasi kullanilarak 10 rastgele tekrar ve 1000 bootstrap tekrari ile

hesaplanmistir.

3.2.6.1.4. Bayesian (MrB) Analizi

Bayesian analizi (Huelsenbeck ve Ronquist, 2001) MrBayes 3 (Ronquist ve
Huelsenbeck, 2003) programinda ML analizinde model olarak kullanilan baz degisim
modeli ile yapilmistir. Bunun i¢in su ayarlar kullanilmistir:
mcmce ngen = 1000000 sampledfreq = 100
sump burnin = 2500
sumt burnin = 2500

Elde edilen aga¢ dosyalar1 Treeview (Page, 1996) programinda agilarak %50
Majority Rule konsensus agaci elde edilmis ve olasilik degerleri aga¢ iizerinde

gosterilmistir.
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3.2.6.2. Mitokondrial DNA Haplotiplerinin Populasyon Analizi

Filogenetik analizlerde kullanilan haplotiplerin DNA veri matrisleri her bir
haplotipin frekansin1 icerecek sekilde hazirlanarak populasyon genetik analiz
programinda haplotip ¢esitliligi (#) ve niikleotit ¢esitliligi () ayr1 ayr1 hesaplanmistir.

Kimura 2 parametre (K2P; Kimura, 1980) modeline gore Haplotip c¢esitliligi (/)
Arlequin version 3.0 (Excoffier ve ark., 2005) programi kullanilarak hesaplanmistir.
Segrasyon sayisi (S) tiirler ve filogruplar i¢in DnaSP versiyon 5 (Librado ve ark., 2009)
kullanilarak hesaplanmistir. Niikleotit ¢esitliligi (z) (Nei ve Li, 1979) Arlequin version
3.0 (Excoffier ve ark., 2005) ve niikleotit ¢esitliligi (8) DnaSP versiyon 5 (Librado ve
ark., 2009) ile, net DNA ¢esitliligi ve ham DNA c¢esitliligi (Da ve Dxy; Nei, 1987) K2P
model kullanilarak MEGA versiyon 4 (Tamura ve ark., 2007) programi ile

hesaplanmistir.

3.2.6.3. Gen Bankas1 Erinaceus Kismi tRNA-Pro ve D-loop Haplotipleri ile
Bu Calismada Bulunan Haplotiplerin Birlikte Analizi

Gen bankasinda depolanan E. concolor tiirlerine ait (Seddon ve ark., 2001, 2002)
32 t-RNA-Pro (21 bg) ve D-loop (405 bg) haplotipleri gen bankasindan indirilmis ve bu
calismada bulunan 26 haplotip ile bir araya getirilerek yeni bir DNA matrisi
hazirlanmistir ve ikinci bir filogenetik analiz yiiriitilmistiir. Elde edilen DNA veri
matrisindeki indel (insersiyon, delesyon) bdlgeleri ¢ikarilmis ve biitiin analizler bu
matrise gore yapilmustir. Indellerin c¢ikarilmasiyla ayni olan haplotipler elde edilen
filogenetik agaglar {izerinde parantez i¢inde belirtilmistir. Distance, maksimum
parsimoni ve bayesian analizleri yapilmis ve bu ¢alismadaki haplotipler ile gen bankasi
haplotiplerini iceren filogenetik agaclar elde edilmistir. Dis grup olarak gen
bankasindan elde edilen E. europaeus tiiriine ait kismi tRNA-Pro ve D-loop haplotipi
(X88898, Krettek ve ark., 1995) kullanilmistir. Bu bolgeler 15434-15454 (tRNA-Pro)
ve 15455-15858 (D-loop sol taraf) pozisyonlaria karsilik gelmektedir.

MODELTEST versiyon 3.07 (Posada ve Crandall, 1998) adli programinda dig
grup dahil edilerek ve dahil edilmeden‘hierarchical likelihood ratio test (hLRT)’
(Huelsenbeck and Rannala, 1997) ve ‘Akaike information criterion (AIC)’ (Akaike,

1974) baz degisim modeli testleri kullanilarak DNA veri matrislerine en iyi uyan baz
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degisim modelleri saptanmistir. Onerilen baz degisim modelleri kullanilarak neigbour
joining (NJ) agaclar1 elde edilmistir. Ayrica bu baz degisim modellerine ek olarak test
amacglt basit bir baz degisim modeli olan Kimura 2 parametresi (Kimura, 1980)
kullanilarak da NJ agaci elde edilmistir. Ayni baz degisim modelleri kullanilarak
agaclardaki soy hatlarmin istatiksel olarak ne kadar desteklendigini gostermek amaciyla
10 000 replikasyon analizi ile bootstrap (Felsenstein, 1985) analizi yapilmistir. Elde
edilen NJ agaclariyla bootstrap degerleri karsilastirlimis ve en iyi degerlere sahip
oldugu diisiiniilen aga¢ kullanilmistir.

Maksimum parsimoni analizi i¢in veri seti PAUP* versiyon 4.0b10 (Swofford,
2003) adh programa aktarilarak filogenetik analizler ylriitiilmiistiir. Parsimoni analizi
heuristik arastirma secenegi ile 100 rastgele tekrar branch-swapping algoritmasi: tree-
bisection-reconnection (TBR) arastirma algoritmasi kullanilarak yapilmistir. Agag
uzunluklari, consistency indeksleri (CI), retention indeksleri (RI) ile birlikte birden fazla
esit olasilikta kisa aga¢ elde edilmistir. Bu kisa agaclarin tiimiinii 6zetleyen %50
Majority rule ve stric agaglart PAUP*’da elde edilmistir. Ayni programda branch-
swapping algoritmasi: tree-bisection-reconnection (TBR) arastirma algoritmasi
kullanilarak 10 000 bootstrap tekrar1 ve 10 rastgele tekrar ile bootstrap yapilmistir. Elde
edilen degerler strict konsensus agaci iizerinde gosterilmistir.

Bayesian analizi (Huelsenbeck ve Ronquist, 2001) MrBayes 3 (Ronquist ve
Huelsenbeck, 2003) programinda yapilmistir. Elde edilen aga¢ dosyalar1 Treeview
(Page, 1996) programinda agilarak %50 Majority Rule agaci elde edilmis ve olasilik

degerleri agac iizerinde gosterilmistir.
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4.BULGULAR

QIAGEN DNeasy adli doku kiti ile gonderilen protokol takip edilerek izole edilen
total DNA, UV 1sininda goriintiilenmistir ( Sekil 4.1). Daha sonra, her bir 6rnek i¢in, ve
tRNA-Thr, tRNA-Pro ve D-loop bdlgesinin sol parcasi L15408Marv (Haynes ve ark.,
2003) ve H16498 (Giindiiz ve ark., 2000) adli spesifik primer ¢iftleri kullanilarak PCR
islemine tabi tutulmustur. PCR isleminden sonra PCR {iriinlerinden 5 pl alinarak agaroz

jelde yiiriitiilmiis ve UV 1s181nda fotograflanmistir (Sekil 4.2).

7 8 9 10 11 12 13 14 15

RBRERLL LT Ll

Sekil 4.1. Total DNA izolasyonu sonrasi elde edilen jel (1-15: Erinaceus drnekleri ve B: 100 bg’lik
belirteg)
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9 10 11 12 13 14

Sekil 4.2. L15408Marv ve H16498 primerleri ile elde edilen t-RNA-Thr, t-RNA-Pro ve D-
loop geninin PCR firiinleri (1-14: PCR f{iriinleri, K: negatif kontrol, B: 100b¢’lik belirtec).

4.1. mtDNA Analiz Sonuglarn

4.1.1. Sekans Kompozisyonu ve Varyasyonu

Kirkbir lokaliteden toplanan 45 Erinaceus 6rneginin sekans analizi sonucunda 65
bc. tRNA-Thr, 67 bg. tRNA-Pro ve 405 bg. D-loop bdlgesine ait olan ve toplam
uzunlugu 542 bg olan 26 farkh haplotip elde edilmistir (Cizelge 4.1). Bu haplotipler
daha once Avrupa’da verilen haplotiplerle (Seddon ve ark., 2001,2002) bir araya
getirilerek On analizler yapilmistir, bu analizler sonucunda bu calismada brlirlenen
haplotiplerin iki grupta yer aldig1 goriilmiistiir. Daha Onceki arastirmacilarin onerileri
(Filippucci & Simson, 1996; Santucci ve ark., 1998; Krystufek, 2002; Seddon ve ark.,
2001,2002) goz Oniine alinarak bu haplotiplerin iki tiir E. roumanicus ve E. concolor
oldugu kanisina varilmistir. Yapilan tiim analizlerde Tiirkiye haplotipleri E. roumanicus
(Trakya) ve E. concolor (Anadolu) olarak degerlendirilmistir. Elde edilen 45 Erinaceus

orneginin 6’smin E. roumanicus tiiriine ait oldugu ve bu 6 E. roumanicus bireyinin de 6
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haplotipinin olustugu saptanmistir. Diger 39 Erinaceus 6rneginin E. concolor oldugu ve

bunlarinda 20 haplotip icerdigi belirlenmistir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. Tiirkiye Erinaceus Bireylerinden Elde Edilen tRNA-Thr, tRNA-Pro, D-
loop Sekans Verileri ve Sonrasinda Bulunan Haplotipler

Lokalite Enlem/Boylam Harita | Birey | Haplotip tRNAs+ Birey
Lokalite | Sayis1 | Kisaltmasi D-loop Numarasi
Kodu N Haplotipi
EDIRNE
Kizkapan, Kegan 40°44'N 26°29'E 1 1 E.rou.1 E.roumanicus. 1 2
Ibriktepe, Ipsala 41°00'N 26° 38' E 2 1 E.roud | E.roumanicus.4 4
KIRKLARELI
Balaban, Demirkdy | 41°49'N 27° 39 E 3 1 E.rou.6 | E.roumanicus.6 49
Balkaya koyi, 41°37'N27° 57T E 4 1 E.rou5 | E.roumanicus.5 7
Vizeler
Vize 41°35'N27°46'E 5 1 E.rou.3 E.roumanicus.3 8
ISTANBUL
Kizilcaali 41° 14'N 28°33'E 6 1 E.rou.2 | E.roumanicus.2 9
KASTAMONU
Genmiciler, Inebolu | 41°58' N 33° 54'E 7 1 E.con.17 | E. concolor.17 558
Imrenler Koyii, 42°39'N 33°41'E 8 1 E.con.9 | E. concolor.9 556
Halagoglu
Mabhallesi, Seydiler
CANKIRI
Onag Koyii, Ilgaz 40°59'N 33°41'E 9 1 E.con.3 | E. concolor.3 550
SiNoP
Sarikum 42°02'N 34°56'E 10 1 E.con.l | E.concolor.1 33
SAMSUN
Eskikillik, Alagam | 41°36' N 35°28'E 11 1 E.con.8 | E.concolor.8 477
Eskikillik, Alagam | 41°36' N 35°28'E 11 1 E.con.8 | E. concolor.8 478
Central, Alagam 41°38' N 35°38'E 12 1 E.con.7 | E.concolor.7 481
Karakoy, Bafra 41°32'N 36°02'E 13 1 E.con.2 | E.concolor.2 26
Yesilkdy, 19 Mayis | 41°28'N 36° 04' E 14 1 E.con.l | E.concolor.1 473
Yesilkdy, 19 Mayis | 41°28'N 36° 04' E 14 1 E.con.l | E.concolor.1 474
Erikli Koyil 41°12'N 35°03'E 15 1 E.con.7 | E.concolor.7 485
Ondokuzmay1s 41°22'N36° I1I'E 16 1 E.con.7 | E.concolor.7 484
Universitesi
Kampusii Kurupelit
Ondokuzmayis 41°22'N36° I1I'E 16 1 E.con.10 | E.concolor.10 476
Universitesi
Kampusii Kurupelit
Kirazlik 41° 14'N 36°24'E 17 1 E.con.7 | E.concolor.7 28
ORDU
Giinali 40°58'N 37°23'E 18 1 E.con.15 | E.concolor.15 30
AMASYA
Durucasu Koyii, 40°46'N 36°07'E 19 1 E.con.l | E.concolor.1 480
Tasova
TRABZON
Kalekoyii, 41°05'N 39°23'E 20 1 E.con.l | E.concolor.1 25
Carsibasi
ARTVIN
Cevizli Koyii, 41°48'N42°21'E 21 1 E.con.3 | E.concolor.3 622
Savsat
BAYBURT
Kopgecidi 40°02' N 40°25'E 22 1 E.con.] E.concolor. 1 45
ESKISEHIR
Babadut Koyii, 39°32'N31°39'E 23 1 E.con.l | E.concolor.1 32

Sivrihisar
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AFYON

Sandikl 38°28'N30°16'E 24 1 E.con.18 | E.concolor.18 17
MANISA

Hacirahmanli, 38°44'N 27°35'E 25 1 E.con.14 | E.concolor.14 18
Saruhanli

Golmarmara 38°42'N 27°55'E 26 1 E.con.5 | E.concolor.5 34
DENIZLI

Buldan 38°03'N 28°50'E 27 1 E.con.4 | E.concolor.4 13
YOZGAT

Yozgat Ana 39°46'N 34°48'E 28 1 E.con.15 | E. concolor.15 16
Kampiisii,Divanli

SIVAS

Uctepe Koyii 39°35'N37°12'E 29 1 E.con.1l | E.concolor.11 47
Ugtepe Koyii 39°35'N37° 12'E 29 1 E.con.12 | E. concolor.12 438
ANKARA

Demirciobast, 38°57'N 33°45'E 30 1 E.con.20 | E.concolor.20 424
Sereflikoghisar

NEVSEHIR

Mustafa Kemal 38°34'N 34°54'E 31 E.con.20 | E. concolor.20 455
Pasa, Urgiip

KAYSERI

Yenidogan, Talas 38°41'N 35°34'E 32 1 E.con.l | E.concolor.1 161
Yenidoga 33 2 E.con.16 | E.concolor.16 200
uygulama ciftligi

NiGDE

Edikli 38°14'N 34°57'E 34 1 E.con.12 | E.concolor.12 335
BURDUR

Incirhan Mevki, 37°29'N 30°29'E 35 1 E.con.19 | E. concolor.19 490
Incirdere, Bucak

ANTALYA

Serik 36°55'N31°10'E 36 1 E.con.1 E.concolor.1 453
KONYA

Kusluca, Beysehir, | 37°50'N 31°36'E 37 1 E.con.15 | E.concolor.15 50
ADANA

Kozan 37°26'N 35°49'E 38 1 E.con.1 E.concolor.1 240
HATAY

Iskenderun 36°34'N 36° 10' E 39 1 E.con.6 | E.concolor.6 187
MALATYA

Samankdy 38°22'N38° 18'E 40 1 E.con.13 | E. concolor.13 650
(Merkez)

Van

Merkez 38°30'N 43°24'E 41 1 E.con.1 E.concolor. 1 456
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E. roumanicus i¢in belirlenen 6 haplotipe ait sekanslarin konsensus sekanslari
Sekil 4.3’de verilmistir. Konsensus sekansindaki ilk 65 baz tRNA-Thr genine, 67 baz
tRNA-Pro genine, kalan 405 baz D-loop bolgesinin sol tarafina aittir. E. europaeus
referans sekanstaki ilgili bolgeler 15322-15858 pozisyonuna karsilik gelmektedir (Sekil
4.3).

r 15322

GTCTTCATAGTATAACCATCAATACATTGGTCTTGTAAACCAAAAATGAGAATACATTTCTCTTAAGACA
CTCAAGGAAAAGATTACTATCCTACCATCAACACCCAAAGTTGATATTCTGTCTTAAACTATTCCCTGAA
TATATATATGTATACATATATGTACTACTAACATTAAATTAACTACACCATAATGATATGCACTTAAATA
TTTAATAGTCTAAAGACATTAAATTATATTCTTACTATATATTTATGTAATTCTAGCATATAAGCATGTA
CATTAAACTCTATAATTACATAAAACATTAAACTATTAAACAACAATCTATTAAATTCAATACGAATATT
CAAATCAATTATAGATTATTAATATTACATAGTACATATTAATATTGATCGTACATAGCGCATCCTATTA
ATAAACTTTATCTACCACCCGCATATCACCTCCATTAGGTTATTTCTTAATCTACCAACTCACGTGAAAC
CAACAACCCTTGTGAACAGTATCCCTCTCCTCGCCCCGGGCCCATTTAACT
15858

Sekil 4.3. E. roumanicus’da bulunan 6 haplotipin konsensus sekansi

E. concolor i¢in bulunan 20 haplotipe ait sekanslari konsensus sekanslar1 Sekil
4.4°de verilmektedir. Konsensus sekansindaki ilk 65 baz tRNA-Thr genine, 67 baz
tRNA-Pro genine, kalan 405 baz D-loop bolgesinin sol tarafina aittir. E. europaeus
referans sekanstaki ilgili bolgeler 15322-15858 pozisyonuna karsilik gelmektedir (Sekil
4.4).
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r 15322

GTCTTCATAGTATAACTATCAATACACTGGTCTTGTAAACCAAAAATGAGAATACATTTCTCTTAAGACA
CTCAAGGAAAAGATTATTATCCTACCATCAACACCCAAAGTTGATATTCTATCTTAAACTATTCCCTGAA
TATATATATATATACATATATGTACTACTAGCATTAAATTAGTTACACCATAATGATATGCACTTAAATA
TTTAATAGTTTAAAGACATTAAATTATATTCTTACTATATATTTATGTAATTCTAGCATATAAACATGTA
CATTAAACTCTATAATTACATAATACATTAAATTATTAAACAACAATCTATTAAATTCAGTACGGATATT
TAAATCAACTATAGGTTATTAATATTACATAGTACATAATAGTTATTGATCGTACATAGCGCATTCTATT
AATAAACTTTATCTGCCACCCGCATATCACCTCCATTAGGTTATTTCTTAATCTACCAACTCACGTGAAA
CCAACAACCCTTGTGAACAGTATCCCTCTCCTCGCCCCGGGCCCATTTAACT

15858
Sekil 4.4. E. concolor’da bulunan 20 mtDNA haplotipinin konsensus sekansi

Biitiin analizlerde elde edilen haplotiplerden indel bdlgeleri ¢ikarilmis ve analizler
bu yeni matrise goére yapilmistir. indel bdlgelerinin ¢ikarilmasiyla ayn1 olan haplotipler
Cizelge 4.2°de verilmistir. Biiyiik filogenetik analizde daha 6nce yaymlanmis (Seddon
ve ark., 2001, 2002) ve gen bankasinda depolanan farkli Erinaceus tiirlerine ait
haplotiplerle bu caligma haplotiplerinden yeni bir matris olusturulmus ve indel bdlgeleri
yine ¢ikarilmis analizler bu matrise gdre yapilmustir. Indel bdlgelerinin ¢ikarilmasiyla
ayn1 olan haplotipler Cizelge 4.3’de verilmistir. Indel bdlgesinin ¢ikarilmasiyla ayni

olan haplotipler elde edilen biitiin agaclar iizerinde parantez i¢inde belirtilmistir.

CIZELGE 4.2. Es Haplotipler, Indel Bélgelerinin Cikarilmasiyla Ayni Olan Haplotipler (533
be)

Haplotip Esdeger Haplotip
E. roumanicus.4. E. roumanicus.3.
E. concolor.2. E. concolor.1.
E. concolor.3. E. concolor.1.
E. concolor.8. E. concolor.7.
E. concolor.9. E. concolor.7.
E. concolor.12. E. concolor.11.
E. concolor.13. E. concolor.11.
E. concolor.15. E. concolor.14.
E. concolor.16. E. concolor.14
E. concolor.17 E. concolor.14
E. concolor.19. E. concolor.18.
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CIZELGE 4.3. Es Haplotipler, indel Bolgelerinin Cikarilmasiyla Ayni Olan
Haplotipler (389 bg)

Haplotip Esdeger Haplotip
E. roumanicus.4. . roumanicus.3.
E. concolor.2. . concolor.1.

E. concolor.3. . concolor.1.

E. concolor.7. . concolor.1.

E. concolor.8. . concolor.1.

AF379764.C2-02

. concolor.1.

. concolor.12.

. concolor.13.

. concolor.11.

. concolor.15.

. concolor.14.

. concolor.16.

. concolor.14.

| | T & &

. concolor.17.

. concolor.14.

AF379765.C2-03

. concolor.14.

E. concolor.19.

E
E
E
E
E
E
E. concolor.11.
E
E
E
E
E
E

. concolor.18.

AF481503.con3

AF379750.C1-01

AF379753.C1-04

AF379751.C1-02

AF379755.C1-06

AF379754.C1-05

AF379756.C1-07

AF379754.C1-05

AF379757.C1-08

AF379754.C1-05

AF379760.C1-11

AF379759.C1-10

AF481504.con4 AF379759.C1-10
AF481502.con2 AF481501.conl
AF481508.con8 AF481507.con?
AF481509.con9 AF481507.con?
AF481511.conll AF481510.conl0
AF481512.conl2 AF481510.conl0

AF481515.conl5

AF481514.conl4
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4.1.2. Bu Cahsmaya Ait mtDNA Verilerine Dayah Filogeni

4.1.2.1. Distance Analiz Sonuclan

MacClade version 4.08 (Madison ve Madison, 2000) programinda olusturulan
indel (insersiyon ve delesyon) bolgeleri ¢ikarilmis DNA veri matrisi 6nce dig grup dahil
edilerek MODELTEST versiyon, 3.07 (Posada & Crandall, 1998) adli programa tabi
tutulmustur ve DNA veri matrisine en 1yi uyan baz degisim modeli saptanmistir.
MODELTEST programinin hierarchical likelihood ratio tests (hLRTs) (Huelsenbeck
and Rannala, 1997) model se¢im taslagi, gama dogrulama degeri (G) 0,022 olan HKY
(Hasegawa ve ark., 1985) baz degisim modelini 6nermistir. Akaike information
criterion (AIC) (Akaike, 1974) model se¢im taslagi ise degisim gdstermeyen pozisyon
frekans1 degeri (I) 0.7962 olan TrN (Tamura Nei, 1993) baz degisim modelini
onermistir.

Ayni DNA veri matrisi dig grup dahil edilmeden MODELTEST programina tabi
tutulmustur. MODELTESTprogramimin hierarchical likelihood ratio tests (hLRTs)
model se¢im taslagit HKY baz degisim modelini Onermistir. Akaike information
criterion (AIC) model se¢im taslagina gore en iyi uyan baz degisim modeli Kimura 3
parametresi (Kimura, 1981)’dir.

Ayrica bu baz degisim modellerine ek olarak test amacli basit bir baz degisim
modeli olan Kimura 2 parametresi (Kimura, 1980) kullanilarak da NJ agaci elde
edilmistir.

Bu modellerin saptanmasindan sonra veri matrisi PAUP* versiyon 4.0b10
(Swofford, 2003) programina aktarilarak belirlenen baz degisim modellerine gore
distance analizi yapilmistir. Verilen tiim modeller ayr1 ayr1 kullanilarak NJ agaclar
olusturulmus ve ayni modellerle agagtaki soy hatlarinin istatiksel olarak ne kadar
desteklendigini gostermek amaciyla 10 000 replikasyon analizi ile bootstrap
(Felsenstein, 1985) yapilmistir. Elde edilen NJ agaclarma bakildiginda bootstrap
degerlerinin hemen hemen ayni oldugu gozlenmis ve bu sonuglardan yararlanarak en
yiiksek bootstrap degerlere sahip oldugu diisiintilen agacin, dis grup kullanilmadan
HKY (Hasegawa ve ark., 1985) baz degisim modeli kullanilarak elde edilen NJ agaci
olduguna karar verilmistir (Sekil 4.5). Parantez i¢inde indel (insersiyon ve delesyon)

bolgelerinin ¢ikarilmasiyla ayni olan haplotipler belirtilmistir (Sekil 4.5).
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NJ agacinda %98 ve %99 bootstrap degeriyle iki ana soy hattinin yani hapotip
grubunun oldugu goriiliir. Bu soy hatlarindan E. concolor haplotiplerinin cografik
dagilimi incelendiginde (Cizelge 4.1) Anadolu’da oldugu goriiliir.

Ikinci haplo grup ya da soy hatti Trakya Bolgesi’nde olup cografik dagilimi
Cizelge 4.1° de verilmistir. Bu soy hatt1 E. roumanicus tiiriinii temsil etmektedir.

Bu iki ana soy hatt1 da kendi i¢inde alt soy hatlarina ayrilmistir. E. concolor igin
Tirkiye’nin kuzey ve kuzey dogusunun benzer haplotiplere, giiney ve merkezinin
benzer haplotiplere sahip oldugu goriiliir. NJ agacinda Anadolu’nun dogusu ve batisi
arasinda da bir ayrilma oldugu goriilmektedir. E.con.7-10 (Samsun, Kastamonu)
haplotipleri %96 ve %51 bootstrap ile E.con.11-20 (Sivas, Malatya, Manisa, Yozgat,
Kayseri, Kastamonu, Afyon, Burdur, Ankara, Nevsehir) haplotiplerinden ayrilmaktadir.
E.con.1-6 (Samsun, Sinop, Trabzon, Amasya, Artvin, Eskisehir, Bayburt, Kayseri,
Antalya, Hatay, Van, Adana, Denizli, Hatay) haplotipleri diger haplotiplerden uzak
cikmustir. Ayrica E.con.5 (Manisa) haplotipi biitiin haplotiplerden ayr1 bulunmustur.

Ayni sekilde NJ agacinda elde edilen E. roumanicus kladlarinda da kendi i¢inde
ayrilma mevcuttur. E.rom.1-4 (Edirne, Istanbul, Kirklareli) haplotipleri %72 bootstrap
ile, E.rom.5. (Kirklareli) %99 bootstrap ile, E.rom.6. (Kirklareli) %60 bootstrap degeri
ile ayrilmaktadir.
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98

99

60

— E.con.11[12, 13].

E.con.14.[15, 16, 17]

— E.con.20.

E.con.18.[19]

E.con.1.[2, 3]

L— E.con4.

L E.con.6.

E.con.7.[9]

E.con.10.

E.con.5.

—— E.rou.1.
59

72 | E.rou.3.[4]

l— E.rou.2.

E.rou.6.

E.rou.5.

E.eur.1

— 0.005 substitutions/site

Sekil 4.5. HKY baz degisim modeli kullanilarak olusturulan 26 Erinaceus haplotipi arasindaki evrimsel
iligkiyi gdsteren Neighbour Joining (NJ) aga¢. Dallar iizerindeki rakamlar 10 000 replikasyon sonucu elde

edilen bootstrap degerlerini gostermektedir. Dis grup olarak E. europaeus kullanilmistir.

Anadolu

Trakya
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4.1.2.2. Maksimum Parsimoni (MP) Analizi (Tutumluluk Analizi)

MacClade version 4.08 (Madison ve Madison, 2000) programimnda olusturulan
DNA veri matrisinden indel (insersiyon ve delesyon) bdlgeleri ¢ikarilarak elde edilen
yeni DNA veri matrisi kullanilarak PAUP* versiyon 4.0b10 (Swofford, 2003)
programina aktarilmis ve parsimoni analizi yapilmistir. Parsimoni olarak bilgi iceren
533 karakterin (indelsiz) kullanimi ile yiiriitiillen parsimoni analizi sonucu agag
uzunluklar1 42, Consistency indeksleri (CI) 0,762 ve Retention indeksleri (RI) 0.905
olan esit olasilikta 6 parsimoni agaci tiretilmistir (Sekil 4.6). DNA veri matrisindeki 533
karakterin 67 tanesinde baz degisimi gozlenmistir, bunlardan 30 tanesi parsimonik
olarak bilgi i¢ericidir (Sinapomorfik).

Daha sonra yine ayni programla bu 6 kisa agacin tiimiiniin 6zeti olan %50
Majority Rule ve Strict konsensus agaclar1 elde edilmistir (Sekil 4.7 ve Sekil 4.8). Elde
edilen %50 Majority Rule konsensus agaci incelendiginde %100 bootstrap degeriyle
haplotiplerdeki iki soy hattin1 rahatlikla gorebilmekteyiz. Ayni sekilde Strict konsensus
agacina baktigimizda %97 ve %99 bootstrap degerleriyle bu agagta da iki soy hattini
gorebilmekteyiz. Bu soy hatlarinin cografi dagilimin1 Cizelge 4.1’den inceledigimizde
birinci soy hattt Anadolu’da ikinci soy hatt1 da Trakya Bolgesi’nde dagilim gosterir.
Birinci soy hattin1 E£. concolor, ikinci soy hattin1 E. roumanicus temsil etmektedir. Yine
bu agaclarda parantez icinde indel bélgelerinin ¢ikarilmasiyla es olan haplotipler
gosterilmektedir.

%350 Majority Rule konsensus ve Strict konsensus agacinda E. concolor ve E.
roumanicus ana soy hatlar1 kendi icinde alt soy hatlarma NJ agacmin topolojisine
benzer sekilde ayrilmistir. E. concolor i¢in Tiirkiye’nin kuzey ve kuzey dogusunun
benzer haplotiplere, gliney ve merkezinin benzer haplotiplere sahip oldugu goriiliir.
E.con.11-20 (Sivas, Malatya, Manisa, Yozgat, Kayseri, Kastamonu, Afyon, Burdur,
Ankara, Nevsehir) haplotipleri giiney ve merkez illerde, E.con. 7-10 (Kastamonu,
Samsun) haplotiplerinden ayri1 oldugu goriiliir. E.con.1-3 (Samsun, Sinop, Trabzon,
Amasya, Artvin, Eskisehir, Bayburt, Kayseri, Antalya, Hatay, Van, Adana),
E.con.4.(Denizli) ve E.con.6 (Hatay) haplotipleri politomi olarak bulunmustur. E.con.5
(Manisa) haplotipi ise biitiin diger gruplardan ayr1 bulunmustur.

E. roumanicus iginde de E.rom.1-4 (Edirne, Istanbul, Kirklareli) haplotipleri ile

E.rom.5,6 (Kirklareli) haplotiplerinde ayrilma mevcuttur.
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E.con.11.[12,13]
E.con.14.[15,16,17]
E.con.18[19].
E.con.20.
E.con.7[8,9].
E.con.10.
E.con.1[2,3]
E.con.4.

E.con.6.

E.con.5.

E.rou.1.
E.rou.2.
E.rou.3 [4].
E.rou.5.
E.rou.6.

E.eur.1

E.con.11.[12,13]
E.con.14.[15,16,17]
E.con.18[19].
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Sekil 4.6. Parsimoni analizi sonucu elde edilen esit olasilikta 6 parsimoni agaci. Agac uzunluklart 42,
Consistency indeksleri (CI) 0,762 ve Retention indeksleri (RI) 0.905.
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E.con.11[12 13]

E.con.14 [15,16, 17]
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E.con.18[19]

E.con.20.

Anadolu
E.con.7[9]
100
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100
E.rou.2.

E.rou.3[4] Trak
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E.eur.1

Sekil 4.7. Parsimoni analizi sonucu olusturulan esit olasilikli 6 kisa agaci 6zetleyen %50 Majority Rule
Konsensus agaci. Dallar lizerindeki rakamlar hangi kladlarmn agacglarm %50 sinde (3 aga¢) oldugunu
gostermektedir. E. europaeus dis grup olarak kullanilmisgtir.
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E.con.11[12,13].

E.con.14.[15, 16,17]
52

E.con.18[19]

E.con.20.

Anadolu

E.con.7 [8,9]
94

51
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E.con.1[2, 3]

97
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E.con.5.

E.rou.1.
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E.rou3[4]
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E.rou.6.

E.eur.1

Sekil 4.8. Parsimoni analizi sonucu olusturulan esit olasilikli 6 kisa agaci dzetleyen Strict Konsensus
agaci. Dallar tizerindeki rakamlar 1000 replikasyon sonucu elde edilen bootstrap degerlerini
gostermektedir. E. europaeus dis grup olarak kullanilmistir.
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4.1.2.3. Maksimum Likelihood (ML) Analizi

Heursitic arastirma algoritmasi ve HKY (Hasegawa ve ark., 1985) baz degisim
modeli kullanilarak maksimum likelihood agaci elde edilmistir. 1000 bootstrap
replikasyonu yapilip agag iizerlerinde bu degerler belirtilmistir (Sekil 4.9).

ML agaci elde edilen NJ ve parsimoni agaclarinin topolojilerine benzer sonuglar
vermistir. Yine bu agaca gore de haplotipler icin %98 ve %85 bootstrap degerleriyle iki
soy hatt1 goriliir, bu soy hatlar1 incelendiginde ilk soy hattinin dagiliminin Anadolu’da
E. concolor’a ait oldugunu ikinci soy hattinin da Trakya Bdlgesi’'nde E. roumanicus’a
ait oldugu goriliir. Elde edilen bootstrap degerleri agacin hemen hemen yiliksek
degerlerle desteklendigini gdstermektedir.

ML agacinda iki ana soy hattinin E. concolor ve E. roumanicus kendi i¢inde alt
soy hatlarma ayrilmalar1 neighbour joining ve parsimoni agaci topolojileriyle
uymaktadir. Yani, E. concolor i¢in Tirkiye’nin kuzey ve kuzey dogusunun benzer
haplotiplere, giiney ve merkezinin benzer haplotiplere sahip oldugu goriiliir.

E.con.11-20 (Sivas, Malatya, Manisa, Yozgat, Kayseri, Kastamonu, Afyon,
Burdur, Ankara, Nevsehir) haplotipleri giiney ve merkez illerde %54 bootstrap
degeriyle ayrilmis, E.con. 7-10 (Kastamonu, Samsun) haplotipleri %92 bootstrap ile
ayrilmistir ve E.con.1-3 (Samsun, Sinop, Trabzon, Amasya, Artvin, Eskisehir, Bayburt,
Kayseri, Antalya, Hatay, Van, Adana), E.con.4.(Denizli) ve E.con.6 (Hatay) haplotipleri
politomi olarak bulunmustur. £.con.5 (Manisa) haplotipi ise biitiin diger gruplardan ayr1
bulunmustur.

E. roumanicus i¢inde de E.rom.1-4 (Edirne, Istanbul, Kirklareli) haplotipleri % 66
ve % 96 bootstrap degeri ile E.rom.5,6 (Kirklareli) haplotiplerinden ayrilmaktadir.



44

E.con.11.[12, 13]

E.con.14.[15, 16, 17]
54

E.con.18.[19]

E.con.20.
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E.rou.3.[4]
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E.rou.5.
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Sekil 4.9. Maksimum likelihood analizi sonucu olusturulan agag. Dallar tlizerindeki rakamlar 1000
replikasyon sonucu elde edilen bootstrap degerlerini gostermektedir.
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4.1.2.4. Bayesian (MrB) Analizi

Bayesian analizi (Huelsenbeck ve Ronquist, 2001), HKY (Hasegawa ve ark.,
1985) baz degisim modeli kullanilarak MrBayes 3 (Ronquist ve Huelsenbeck, 2003)
programinda yapilmis ve PAUP* programinda %50 Majority rule konsensus agaci elde
edilmistir (Sekil 4.10).

Bayesian analizi sonucu elde edilen tek bir aga¢ da NJ, parsimoni ve ML
agaclarinda oldugu gibi iki soy hattim gdstermektedir. Uzerinde gosterilen olasilik
degerleri de bunu desteklemektedir.

Bayesian agacinda E. concolor ve E. roumanicus ana soy hatlarinin kendi i¢inde
alt soy hatlarma ayrimlar1 da NJ, parsimoni ve ML agac1 topolojileriyle uymaktadir.
Tirkiye’nin kuzey ve kuzey dogusunun benzer haplotiplere, giiney ve merkezin benzer
haplotiplere sahip oldugu goriliir. E. concolor i¢cinde fazla ¢esitlilik olmamakla birlikte
yine batidan 6rnekler de farklilik elde edilmistir. E.con.11-20 (Sivas, Malatya, Manisa,
Yozgat, Kayseri, Kastamonu, Afyon, Burdur, Ankara, Nevsehir) haplotipleri giiney ve
merkez illerde 0,55 olasilik degeriyle ayrilmis, E.con. 7-10 (Kastamonu, Samsun) 0,95
olasilik ile bulunmustur. E.con.1-3 (Samsun, Sinop, Trabzon, Amasya, Artvin,
Eskisehir, Bayburt, Kayseri, Antalya, Hatay, Van, Adana), E.con.4.(Denizli) ve E.con.6
(Hatay) haplotipleri politomi olarak bulunmustur. £.con.5 (Manisa) haplotipi ise biitiin
diger gruplardan ayr1 bulunmustur.

E. roumanicus haplotiplerinde de kendi i¢inde iki alt soy hattina ayrilmistir. 0,92
olasilikla E.rom.1-4 (Edirne, Istanbul, Kirklareli) haplotipleri, 0,97 olasilikla E.rom.5,6
(Kirklareli) haplotiplerinden ayrilmaktadir.
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Sekil 4.10. Bayesian analizi sonucu elde edilen %50 Majority rule konsensus agaci. Agag

iizerinde olasilik degerleri gosterilmistir.

Anadolu

Trakya
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4.1.3. Genetik Cesitlilik Parametreleri

Kimura 2 parametre (K2P; Kimura, 1980) modeline gére Haplotip cesitliligi (%)
Arlequin versiyon 3.0 (Excoftier ve ark., 2005) programi kullanilarak, segrasyon sayisi
(S) tirler ve filogruplar icin DnaSP versiyon 5 (Librado ve ark., 2009) ile
hesaplanmistir. Niikleotit ¢esitliligi (z) (Net ve Li, 1979) ve net DNA ¢esitliligi ve ham
DNA c¢esitliligi (Da ve Dxy; Nei, 1987) K2P model ve MEGA versiyon 4 (Tamura ve
ark., 2007) programi kullanarak hesaplanmistir. Erinaceus tiirleri arasindaki net DNA
cesitliligi  %3,8 (0,038998), ham DNA ¢esitliligi ise %4,3 (0,043211) olarak
bulunmustur. Standart hatalar (SH) 10000 bootstrap tekrari ile yine ayni programla elde
edilmistir (Cizelge 4.4 ve Cizelge 4.5).

E. roumanicus tiirii i¢in haplotip ¢esitliligi (&) 1 £ 0,0962 olarak, Arlequin v. 3.0
da K2P kullanilarak elde edilen niikleotit ¢esitliligi (z) 0,004815 £+ 0,003448 (SH) ,
DnaSP versiyon 5 (Librado ve ark., 2009) ile hesaplanan niikleotit ¢esitliligi (¢) 0,00326
+0,00210(SH) bulunmustur. Haplotip cesitliliginin (#) 1 olmasi, sekans1 yapilan her
bireyin farkli haplotiplere sahip olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu durum 6rneklerin
cografik olarak farkli lokalitelerden toplanmis olmasmin ve her bir bolgeden 6rnek
sayisinin az olmasmin bir sonucudur.

E. concolor tiirli i¢cin haplotip cesitliligi (#) 0,0982 + 0,0358 (SH), niikleotit
cesitliligi () 0,008387 £ 0,004682 (SH), DnaSP versiyon 5 (Librado ve ark., 2009) ile
hesaplanan niikleotit ¢esitliligi (6) 0,00664 + 0,00252 (SH) bulunmustur. Haplotip
cesitliliginin 1’e yakin olmasi sekans yapilan her bireyin neredeyse farkli haplotipe

sahip oldugunu ve genetik cesitliligin daha fazla oldugunu gosterir.

CIZELGE 4.4. tRNAs+D-loop (indelli, 537 b¢) Kullanilarak Erinaceus Tirleri (E. concolor ve
E. roumanicus) I¢gin Hesaplanan Ham DNA Cesitliligi (Dxy, asagidaki kdse) ve Net DNA
Cesitliligi (Da, yukaridaki kdse) Degerleri.

Erinaceus concolor Erinaceus roumanicus

Erinaceus concolor

- 0,038998 (0,008156)
Erinaceus roumanicus 0,043211 (0,008397) -

Dip Not: Bu Degerler Kimura-2P Uzaklik Metodu Kullanilarak Analiz Edilmistir. Parantez I¢indeki
Degerler 10000 Bootstrap Tekrar1 Sonucu Elde Edilen Standart Hata (SH) Degerlerini Gostermektedir
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CiZELGE 4.5. tRNAs+D-loop (indelli, 542 bg) I¢in Erinaceus Tiirleri I¢indeki Haplotip
Cesitliligi (h) ve Niikleotit Cesitliligi, Standart Hata (SH) Degerleri

Ayrim
Birey | Haplotip Haplotip gOsteren Niikleotid cesitliligi
say1si sayist cesitliligi baz
N (h) = SH bolgesi
sayisi (S) | (x)+SH (0) + SH
E. concolor 39 20 0,0982 + 0,0358 15 0,008387 + 0,00664 +
0,004682 0,00252
E.roumanicus 6 6 1 +0,0962 4 0,004815 + 0,00326 +
0,003448 0,00210

4.1.4. Gen Bankasi Erinaceus Kismi tRNA-Pro ve D-loop Haplotipleri ile Bu
Calismada Bulunan Haplotiplerin Birlikte Analizi

Daha once yaymlanmis (Seddon ve ark., 2001, 2002) ve gen bankasinda
depolanan farkli Erineceus tiirlerine ait 32 tRNA-Pro (21 bg) ve D-loop (405 bg)
haplotipi (Cizelge 4.3) ile bu c¢alismada bulunan 26 tRNA-Pro (21 bg) ve D-loop
haplotipi beraber yeni bir matris olusturulmus ve bu matrisden indel bdlgeleri
cikarilarak ikinci bir matris elde edilmistir. Filogenetik analizler bu matris kullanilarak
yapilmistir. Elde edilen tiim agaglarda parantez iglerinde indel bdlgelerinin
cikarilmasiyla es olan haplotipler (Cizelge 4.3) belirtilmistir.

Dis grup igeren veriler igcin MODELTEST version 3.07 (Posada ve Crandall,
1998) adli programda ‘hierarchical likelihood ratio test (hLRT)” HKY baz degisim
modeli (Hasegawa ve ark., 1985) gamma dogrulama degeri (G) 0.0131 ile dnerilmistir.
Bu baz degisim modeli kullanilarak NJ agac1 elde edilmistir. Buna ek olarak HKY baz
degisim modeli G degeri olmadan da NJ agaci elde edilmistir. MODELTEST
programinda AIC model se¢im taslagi K8luf (Kimura 3 parametre; Kimura, 1981) baz
degisim modeli degisim gostermeyen pozisyon frekans degeri (I) 0.7958 ile
onerilmistir. Yine bu baz degisimi kullanilarak NJ aga¢ iiretilmistir. Buna ek olarak
KS8luf (Kimura 3 parametre; Kimura, 1981) baz degisim modeli I degeri olmadan da NJ
agaci elde edilmistir.

Dis grup icermeyen veriler icin de MODELTEST programinda hLRTS model
secim taslagina gore, HKY baz degisim modeli gamma dogrulama degeri (G) 0.0152 ile
secilmistir. Yine G degeri olmadan da NJ agaci elde edilmistir. AIC model se¢im

taslagina gore K8luf (Kimura 3 parametre; Kimura, 1981) baz degisim modeli degisim
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gostermeyen pozisyon frekans degeri (I) 0.8369 ile se¢ilmistir. Yine I degeri olmadan
da NJ agaci elde edilmistir.

MODELTEST in 6nerdigi baz degisim modellerine ek olarak test amagl basit bir
baz degisim modeli olan Kimura 2 parametre (K2P; Kimura, 1980) kullanilarak da NJ
agaci elde edilmistir.

Elde edilen NJ agaglarinin hepsinin 10 000 replikasyon analizi ile bootstrap
degerleri hesaplanmis ve en iyi bootstrap degerine sahip oldugu diisiiniilen aga¢ Kimura
2 parametre kullanilarak iiretilen NJ agaci secilmistir (Sekil 4.11). NJ agacmi
inceledigimizde agacta okla gdsterilen yerden %95 ve % 85 bootstrap degerleriyle iki
soy hattmin ayrildigini goriiriiz. Bu soy hatlarinda A soy hattinin cografik dagilimima
(Cizelge 4.6) baktigimizda Rusya, Ukrayna, Avusturya, Macaristan, Tiirkiye (Trakya),
Estonya, Yunanistan, Hirvatistan’da bulundugunu goérmekteyiz. B soy hattinin ise,
Tiirkiye (Anadolu), Giircistan, Azerbaycan ve Ermenistan (Giiney Kafkasya)’da
bulundugunu goérmekteyiz. B soy hattindaki 6rnekler Anadolu ve yakin bolgelerde
dagilmislardir. Gen bankasi haplotipleri ve kendi verilerimizle yaptigimiz biiyiik
filogenetik analiz sonucu NJ agacindan elde ettigimiz bilgiler, cografik dagilim olarak

kendi verilerimizle elde ettigimiz NJ agaci ile benzerlik géstermektedir.
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CIZELGE 4.6. Seddon ve ark., (2001, 2002) Tarafindan Yaymlanan ve Gen Bankasinda
Depolanan E. concolor Tiirlerine Ait Haplotipler

Gen Bankasi No Haplotip Lokalite ( Orijinal Tammlama)
AF481501 Con 1 Moskova, Rusya
AF481502 Con 2 Riazan, Rusya
AF481503 Con 3 Briansk, Rusya
AF481504 Con 4 Borisovka, Belgorod bolgesi, Rusya
AF481505 Con 5 Borisovka, Belgorod bolgesi, Rusya
AF481506 Con 6 Ribaltchai Keherson bolgesi, Ukrayna
AF481507 Con 7 Stavropol, Rusya
AF481508 Con 8 Stavropol, Rusya
AF481509 Con9 Dagestan, Rusya
AF481510 Con 10 Abkhazia, Gruzia, Giircistan
AF481511 Con 11 Abkhazia, Gruzia, Giircistan
AF481512 Con 12 Abkhazia, Gruzia, Giircistan
AF481513 Con 13 Abkhazia, Gruzia, Giircistan
AF481514 Con 14 Khosrov reservation, Ermenistan
AF481515 Con 15 Karabah, Azerbaycan
AF379750 C1-01 Rusya, Estonya
AF379751 C1-02 Macaristan
AF379752 C1-03 Avusturya
AF379753 C1-04 Avusturya
AF379754 C1-05 Macaristan, Avusturya
AF379755 C1-06 Yunanistan
AF379756 C1-07 Italya
AF379757 C1-08 Yunanistan
AF379758 C1-09 Yunanistan
AF379759 C1-10 Avusturya, Macaristan, Tiirkiye (Trakya)
AF379760 Cl-11 Polonya
AF379761 Cl1-12 Hirvatistan
AF379762 C1-13 Yunanistan, Tiirkiye (Trakya)
AF379763 C2-01 Tiirkiye (Anadolu)
AF379764 C2-02 [srail
AF379765 C2-03 israil
AF379766 C2-04 Tiirkiye (Anadolu)
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AF431501 conl [AF 431502 coni]
B4 | AF421507 conT [AF 421508 cond AF421500 cond] Rusya,
Ukrayna,
AF451506 conk Trakya,
Avusturya,
AF370750.C1-10[AF421504 cond, AF37A7E0.C1-11] Macaristan
AF431505 cond
E.rou 5.
E.rou .
Trakya,
Erou 1. Macaristan,
E.rou.2.[4] Avusturya
E.rou 2.
AFITATER G109
AF3TATE.C1-DS[AFTEAEE. C1-07, AFETATET C1-08]
74 AFETATED C1-01 [AF 481503 2an 3] R
usya,
5 l AFITOTE1.C1-DI[AF37O753 . C1.04] Estonya,
Macaristan,
L AFITATEZ.C1-0% Avusturya
L AFITOTEZ.CI-13 Trakya,
Hirvatistan
L AFa7aTel.Cl-12
E.con.4.
E.con.10.
Ecan.i.[2 3, 7,8, 8, AF370764. C2-02]
E.con fi.
53
E.con.11.[12,13]
Anadolu
E.con. 14.[15, 16, 17, AFS79765.C2-03]
| E.con.20.
E.con.18.[19]
BE
r E.con b,
AFETATEE C2-01
93 L eF37o766.CZ-04
50 [ AF451510.00n10[AF 4515011 .con 11, AF4315012.50n12] Giircistan
AF421513 con13 Azerbeycan,
Ermenistan
AF431514.00n 1 4[AF 431515 can15]

— 0.00% substitutionsisite

E.zur.1.

SEKIL 4.11. Seddon ve ark. (2001, 2002) tarafindan yaymlanan ve gen bankasinda depolanan E.
concolor’a ait haplotipler ile bu ¢alisma sonrasi elde edilen haplotiplerden K2P baz degisim modeli
kullanilarak elde edilmis NJ aga¢. Dallar tizerindeki rakamlar 10000 replikasyon sonucu olusan bootstrap
degerlerini gostermektedir. E. europaeus dis grup olarak kullanilmigtir
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Gen bankasinda depolanan farkli Erineceus tiirlerine ait 32 tRNA-Pro ve D-loop
haplotipi (Cizelge 4.3) ile bu ¢alismada bulunan 26 tRNA-Pro ve D-loop haplotipi
birlestirilerek elde edilen matris PAUP* versiyon 4.0b10 (Swofford, 2003) programina
aktarilmis ve parsimoni analizi de yapilmistir. 389 karakterden 52’sinde baz degisimi,
bunlarinda 25’inde parsimoni i¢in bilgi iceren karakterler bulunmustur (Sinapomorfik).

Parsimoni analizi heuristik aragtirma secenegi ile 100 rastgele tekrar Branch-
swapping algoritmasi: tree-bisection-reconnection (TBR) arastirma algoritmasi
kullanilarak yapilmistir. Aga¢ uzunluklar1 45, Consistency indeksleri (CI) 0,644, ve
Retention indeksleri (RI) 0,923 olan esit olasilikta 25 parsimoni agaci tiretilmistir. Daha
sonra yine ayni programla bu 25 kisa agacin tiimiiniin 6zeti olan %50 Majority rule ve
Strict konsensus agaglar1 elde edilmistir (Sekil 4.12 ve 4.13). Branch-swapping
algoritmasi: tree-bisection-reconnection (TBR) arastirma algoritmasi kullanilarak 10
000 bootstrap tekrar1 ve 10 rastgele tekrar ile bootstrap yapilmistir. Elde edilen degerler
strict konsensus agaci iizerinde gosterilmistir. %50 Majority rule ve strict konsensus
agaclar1 incelendiginde Tiirkiye (Anadolu), Israil ve Giiney Kafkasya (Giircistan,
Ermenistan, Azerbaycan) ve bu ¢alismadan da Anadolu 6rnekleri (E. concolor) ayn1 soy
hattinda yer almaktadir. Diger soy hattin1 ise Yunanistan, Tiirkiye’den Trakya Bolgesi
Avusturya, Macaristan, Ukrayna, Rusya, Estonya ve Hirvatistan ve bu c¢alismadan
Tiirkiye’nin Trakya bolgesi 6rnekleri (E. roumanicus) olusturmaktadir. Bu daha onceki
bulgular1 destekler bir sonugtur.

Yine gen bankasi verileri ve bu caligmanin verileriyle olusturulan DNA veri
matrisi kimura 2 parametresi kullanilarak Bayesian analizi yapilmistir ve elde edilen
agac dosyalar1 Treeview (Page, 1996) programinda acgilarak %50 Majority Rule agaci
elde edilmis ve olasilik degerleri agag lizerinde gosterilmistir (Sekil 4.14). Mrbayes K2P
%350 majority rule konsensus agaci incelendiginde de NJ ve MP agaclarminda oldugu
gibi iki ana soy hatt1 gormekteyiz. Aga¢ ilizerinde belirtilen yiiksek olasilik degerleriyle
de bu durum deseklenmektedir. Yine diger agaclarda oldugu gibi Tiirkiye (Anadolu),
Israil ve Giiney Kafkasya (Giircistan, Ermenistan, Azerbaycan) ve bu calismadan da
Anadolu ornekleri (E. concolor) ayni soy hattinda yer almaktadir. Yunanistan,
Tirkiye’den Trakya Bolgesi Avusturya, Macaristan, Ukrayna, Rusya, Estonya ve
Hirvatistan ve bu calismadan Tiirkiye’nin Trakya bolgesi 6rnekleri (E. roumanicus) ise

diger soy hattin1 olusturmaktadir.
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Sekil 4.12. Seddon ve ark. (2001, 2002) tarafindan yayinlanan ve gen bankasinda depolanan farkli
Erinaceus tiirlerine ait haplotipler ile bu ¢aligmada elde edilmis haplotiplerin Parsimoni analizi sonucu
olusturulan esit olasilikli 25 kisa agacii Ozetleyen %50 Majority Rule Konsensus agaci. Dallar
iizerindeki rakamlar hangi kladlarm agaglarin %50’sinde oldugunu gostermektedir. Parantez iglerinde es
haplotipler belirtilmistir. E. europaeus dis grup olarak kullaniimistir
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Sekil 4.13. Seddon ve ark. (2001, 2002) tarafindan yayinlanan ve gen bankasinda depolanan farkli
Erinaceus tiirlerine ait haplotipler ile bu ¢aligmada elde edilmis haplotiplerin Parsimoni analizi sonucu
olusturulan esit olasilikli 25 kisa agaci 6zetleyen Strict Konsensus agaci. Dallar iizerindeki rakamlar 1000
replikasyon sonucu elde edilen bootstrap degerlerini gostermektedir. E. europaeus dig grup olarak

kullanilmustir.
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Sekil 4.14. Seddon ve ark. (2001, 2002) tarafindan yayinlanan ve gen bankasinda depolanan farkli
Erinaceus tiirlerine ait haplotipler ile bu ¢aligmada elde edilmis haplotiplerin kimura 2 parametresi
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olarak kullanilmistir.
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5. TARTISMA

Erinaceus concolor Martin, 1838 Anadolu’da, Israil, Suriye, Liibnan, Irak ve
Iran; Giiney Kafkasya Bolgesi’'nde goriiliir (Hutterer 2005). Bat1 Avrupa kirpisi olan
Erinaceus europaeus Linnaeus, 1758 Bat1 Avrupa’da Iskandinavya’da ve Rusya’nin
Kuzey bat1 parcasinda bulunmaktadir (Mitchell-Jones ve ark. 1999). Bu iki tiirlin
parapatrik olarak ayrildig1 (Reeve, 1994) ve bu ayrilmada Pleistosen buzullagmasmin
etkisi oldugu disiintilmektedir (Filippucci ve Simson 1996; Santucci ve ark. 1998;
Seddon ve ark., 2001).

Yapilan allozim, mtDNA sitokrom b, kontrol bolgesi, MHC varyasyonu
calismalarinda (Filippucci ve Simson 1996; Santucci ve ark. 1998; Seddon ve ark.,
2001; Seddon ve ark., 2002; Berggren ve ark., 2005) E. concolor’un kendi i¢inde iki alt
soy hattina ayrildigi tespit edilmistir. Bu soy hatlarindan birinin Dogu Avrupa’da ve
Tirkiye’nin Trakya Bolgesi’nde, diger soy hattinin ise Tiirkiye (Bogazlar’in Giineyi) ve
Israil’ den ornekler igerdigi belirtilmistir. Bu 6rneklerden Trakya ve Dogu Avrupa
orneklerinin E. roumanicus olmas1 gerektigi, Anadolu ve Israil &rneklerinin ise E.
concolor olmast gerektigi vurgulanmistir (Filippucci ve Simson 1996; Santucci ve ark.
1998; Seddon ve ark., 2001). Yapilan morfolojik ¢alismalar da bunu desteklemistir
(Krystufek, 2002).

Seddon ve ark. (2001)’nin kontrol bolgesi kullanarak yaptigi analizlerde elde
edilen iki E. concolor alt soy hatlar1 arasinda net niikleotit ¢esitliligi (Da) %4,84 olarak
bulunmustur. Pesole ve ark. (1999) tarafindan ortalama 12,6.10~ subs/baz yil olarak
verilen substitutions degerini kullanarak iki £. concolor klad1 (yani E. romanaicus ve E.
concolor) arasmdaki %4,84’liik net sekans farkliligmin 2,2 milyon yila denk geldigini
hesaplamistir. Bu arastiricilar aym sekilde E. europaeus ve E. concolor kladlarmin da
3,2-4,5 milyon yil once ayrildigm ifade etmislerdir. Bu tarih pre-Pleistosen’e denk
gelse de, Suchentrunk ve ark. (1998) biyokimyasal ve alloizm ¢aligmasi kullanarak, bu
iki tiirlin ata Avrupa kirpi havuzundan ayrilma zamanmin 0,4-0,5 milyon yil 6nce
oldugunu, yani Pleistosen’e denk geldigini belirtmislerdir. Aym1 formiilii kullanarak
bizim bu c¢alismada buldugumuz E. roumanicus ve E. concolor arasinda 3,89°luk net
sekans farklilig1 ise, yaklasik olarak 1,7 milyon yil 6ncesini yani Pleistosen donemini

isaret etmektedir. Hem bizim bulgularimiz hem de Seddon ve ark. (2001)’nin bulgular:
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yakin zamanda yapilan fosil ¢aligmalariyla da uyum igindedir. Soyle ki, Sommer (2007)
tarafindan 269 arkeolojik bolgede yapilan E. roumanicus fosil kaydi caligmasinda her
ne kadar E. roumanicus’a Holosen’de rastlansa da E. roumanicus™un Pleistosen kayitlar1
cok nadirdir ve agirlikli olarak Yunanistan’dandir.

Ozetlemek gerekirse, bu calismadan elde edilen NJ, parsimoni, ML ve bayesian
agaclarinda daha once yapilan molekiiler calismalar1 (Filippucci ve Simson 1996;
Santucci ve ark. 1998; Seddon ve ark., 2001) destekler sekilde iki ana soy hatt1 elde
edilmistir. Bu soy hatlarindan E. concolor haplotipleri Anadolu’da, E. roumanicus
haplotipleri ise Trakya Bolgesi’'nde olacak sekilde ayrilmislardir. Anadolu’ da E.
roumanicus haplotipine rastlanmamaistir.

Bu calismadan elde edilen haplotiplerle gen bankasindan elde edilen daha 6nce
yayinlanmis ¢alismalara (Seddon ve ark., 2001, 2002) ait E. concolor haplotipleriyle
yapilan biiylik filogenetik analizlerden parsimoni, NJ ve bayesian agaclar1 elde
edilmistir. Tirkiye’nin Anadolu Bolgesi’nden, Giircistan’dan, Ermenistan’dan ve
Azerbaycan’dan gen bankasi E. concolor haplotipleri ile bu calismada Anadolu’da
dagilim gosteren E. concolor haplotipleri ayni soy hatti igersinde yer almiglardir. Trakya
Bolgesi’nde bulunan E. roumanicus haplotipleri ile gen bankasi haplotiplerinden
Yunanistan, Tiirkiye (Trakya Bolgesi), Avusturya, Macaristan, Ukrayna, Rusya,
Estonya ve Hirvatistan’dan E. concolor haplotipleri de ayni soy hatt1 igersinde
bulunmustur. Bu durum daha 6nceki ¢aligmalarda (Filippucci ve Simson 1996; Santucci
ve ark. 1998; Seddon ve ark., 2001) E. concolor olarak verilen soy hatlarindan Trakya
ve Dogu Avrupa’ya ait grubun E. roumanicus olmasi gerektigi bulgusunu
desteklemektedir. Ayrica daha onceki molekiiler calismalardan (Seddon ve ark., 2002)
elde edilen verilere gore Kafkasya Siradaglari’’nin kuzeyi ve giineyi arasindaki E.
concolor haplotipleri arasinda bulunan ayrilmay1 da desteklemektedir.

Onceki molekiiler calismalaradan (Filippucci ve Simson 1996; Santucci ve ark.
1998; Seddon ve ark., 2001; Seddon ve ark., 2002; Berggren ve ark., 2005) elde edilen
E. concolor alt soy hatlarindaki Anadolu ve Israil 6rnekleri ile Trakya ve Dogu Avrupa
ornekleri arasindaki ayrim sebebiyle Bogazlar’in bu E. concolor alt soy hatlar1 i¢in bir
ayrilma zonu olabilecegi diisiiniilmiistiir (Filippucci ve Simson 1996; Santucci ve ark.
1998; Seddon ve ark., 2001; Seddon ve ark., 2002; Berggren ve ark., 2005).

Bu bulgular, ¢ogu arastirmacinin sdylediginin aksine (Filippucci ve Simson 1996;

Santucci ve ark. 1998; Seddon ve ark., 2001; Seddon ve ark., 2002; Berggren ve ark.,
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2005) 7000 y1l kadar 6ncesine kadar Bogazlar’ da baglantilar mevcut olmasindan dolay1
(Gokasan ve ark., 1997; Kerey ve ark., 2004) Bogazlar’n E.concolor ve E.
roumanicus’un ayriminda Oonemli olmadigmi bu iki tiriin ayrimmm daha erken
donemde oldugunu ifade etmektedir. Bunun daha da desteklenebilmesi i¢in daha dnceki
morfolojik ¢alismalarda KryStufek (2002)’nin  Onerdigi gibi Anadolu’da E.
roumanicus’un olup olmadiginin, eger varsa bunlarin Trakya E. roumanicus’uyla
iligkilerinin arastirilmas1 gerekmektedir. Ayrica Tiirkiye’den daha fazla bolgeden
toplanacak Erinaceus Ornekleri lizerinde yapilacak ve farkli mtDNA bolgeleri ve
niiklear DNA kullanilarak da benzer tiir agaclarinin elde edilip edilemeyecegi test

edilmelidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada Tiirkiye’nin 41 farkli lokalitesinden toplanan Tiirkiye
Erinaceus’lart ile yapilan mtDNA sekans (tRNA-Thr, tRNA-Pro ve D-loop bolgesinin
sol tarafi) analizleri sonucunda 26 haplotip elde edilmistir. Bu haplotiplerden 6 E.
roumanicus bireyi i¢in 6 haplotip, 39 E. concolor bireyi i¢in 20 haplotip bulunmustur.

Yapilan filogenetik analizlerde elde edilen agacglarda iki soy hatti oldugu
gorilmiistiir. Bu iki soy hattindan E. roumanicus’u igeren haplotipler Tiirkiye’nin
Trakya Bolgesi’nde, E. concolor’u igeren haplotipler Tiirkiye’nin Anadolu Bolgesi’'nde
dagilim gostermektedir. Anadolu’da Erinaceus roumanicus’a rastlanmamaistir.

Bu c¢alismada elde edilen verilerle ve gen bankasi’nda depolanan ve diinyanin
cesitli yerlerinden elde edilmis (Seddon ve ark., 2001, 2002) veriler beraber
degerlendilmis ve biiylik filogenetik analizleri yapilmistir. Gen bankasi sekanslar1
Yunanistan, Tirkiye, Avusturya, Macaristan, Ukrayna, Rusya, Estonya Hirvatistan,
Giircistan, Azerbaycan ve Ermenistan’dan Ornekler igermektedir. Bu c¢alismadaki
ornekler ise Tirkiye’nin Trakya Bolgesi ve Anadolu Boélgesi’nden oOrnekleri
icermektedir Elde edilen gen bankasi verileri bu c¢alismanin verileriyle beraber
degerlendirilmis ve bu c¢aligmada elde edilen bulgularla paralellik gdsterdigi
goriilmiistiir. Daha Onceki ¢alismalarda elde edilen E. concolor kladlar1 arasindaki
ayrilik (Filippucci ve Simson 1996; Santucci ve ark. 1998; Seddon ve ark., 2001;
Seddon ve ark., 2002; Berggren ve ark., 2005) bu calismadaki bulgularla da
desteklenmistir. Biiyiik filogenetik analiz sonucu elde edilen NJ, parsimoni, bayesian
agaclarinda iki ana soy hatt1 elde edilmistir. Bu calisma 6rneklerinden E. roumanicus a
iceren soy hattinda, gen bankasi haplotiplerinden Yunanistan, Tirkiye’nin Trakya
Bolgesi, Avusturya, Macaristan, Ukrayna, Rusya, Estonya ve Hirvatistan’dan 6rnekler
bulunmaktadir. Bu ¢aligma 6rneklerinde E. concoloru igeren soy hattinda ise Giircistan,
Azerbaycan ve Ermenistan’dan gen bankasi 6rnekleri bulunmaktadir.

Bu verilerden de anlasilacagi iizere bu ¢alismada elde edilen veriler Trakya ve
Anadolu’daki E. concolor ayrimmi desteklemektedir. Gen bankasi haplotiplerinden
Trakya’da bulunan E. concolor kladlarinin E. roumanicus’la beraber bulunmasi daha
once yapilan bu E. concolor kladlarindan bir kolun E. roumanicus olabilecegi tahminini

(Filippucci ve Simon, 1996; Schaschl ve ark., 2002) destekler bir bulgu olmustur.
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Avrupa’da bulunan ii¢ refujal bolgeden iki ana E. europaeus kladinin ve bir E:
concolor kladinin kuzeye yayildigir belirtilmistir (Santucci ve ark., 1998). Bir E.
concolor kladinin ise daha uzak baska bir refujdan yayildig: diisiiniilmektedir (Santucci
ve ark., 1998). Fakat bu refujun yeri tam olarak bilinmemektedir (Seddon ve ark.,
2001). Kafkasya Siradaglari’nin kuzeyi ve gilineyi arasindaki E. concolor haplotipleri
arasindaki farkliliktan dolay1 bu kayip refuj bolgesinin Anadolu’da bir yer olabilecegi
(Seddon ve ark., 2002), buna ek olarak Trakya ve Anadolu, Israil drnekleri arasindaki
ayrimdan dolay1 Bogazlar’in bir ayrilma zonu olabilecegi diistiniilmiistiir (Filippucci ve
Simson 1996; Santucci ve ark. 1998; Berggren ve ark., 2005). Fakat bu ¢calisma ve daha
onceki veriler (Suchentrunk ve ark., 1998; Seddon ve ark., 2001) bunun olamayacagini
gostermistir. ki E. concolor kladinin yaklasik olarak 2,2 milyon yil énce olustugu
tahmin edilmektedir (Seddon ve ark., 2001). Bogazlar’in ise 7000 yil onceye kadar
baglantilt olmas1 (Gokasan ve ark., 1997; Kerey ve ark., 2004) Anadolu’da muhtemel
bir refuju ya da Bogazlar’in bu kirpilerin ayriminda bir rolii oldugu fikrini
clrtitmektedir.

Bu calismada genel olarak farkli lokalitelerden bireyler sec¢ilmistir. Bundan sonra
yapilacak caligmalarda ayni lokaliteden daha fazla 6rnekle ¢calismak, D-loop analizine
ek olarak daha net bir sonug elde etmek i¢in sitokrom b bolgesi analizi ve niiklear DNA
analizlerinin de yapilmasi gerekmektedir. Ayrica Bogazlar’in kuzey ve gilineyindeki
bolgelerden daha fazla Ornekle ¢alisilmast bu bdlgedeki belirsizligin - aciklik

kazanmasina yardimci olacaktir.
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