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OZET

KORFARE (NANNOSPALAX) SITOTIPLERININ BUYUME HORMON
RESEPTORU EXON 10 (GHR EXON 10) BAKIMINDAN GENETIK
VARYASYONLARININ ARASTIRILMASI

TATYUZ, ilhan
Nigde Omer Halisdemir Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusu

Biyoteknoloji Anabilim Dali
Danigsman : Dog. Dr. Teoman KANKILIC

Haziran 2019, 41 sayfa

Bu ¢aligmada Nannospalax cinsi korfarelerin molekiiler filogenisi niikleer gen biiyiime
hormon reseptorii exon 10 (GHR exon 10) bolgesi kullanilarak galisilmis ve iki alternatif
hipotez test edilmistir: (i) Nannospalax xanthodon tiiriiniin yayilis alaninda belirlenen
sitotipler ayri tiirleri temsil edecek kadar genetik farkliliga sahiptir; alternatif olarak (ii)
N. xanthodon kompleks bir tiir degildir ve mevcut kromozomal farklilik cografik
varyasyonlardan ibarettir. Calisilan farkli sitotiplere sahip korfare orneklerinin sekans
dizileri Maksimum likelihood, Neighbour joining ve Network filogenetik analizlerine tabi
tutulmustur. Analiz sonuglar1 Tiirkiye’de yayilis gosteren korfare populasyonlari icinde
pek ¢ok tiir ve/veya alttiir oldugunu desteklemistir. Arastirma sonuglari, halen ayn tiirler
olarak temsil edilen Trakya ve Anadolu populasyonlari arasinda gen akiginin olmadigini
ve her iki populasyonun yiiksek diizeyde farklilagtigini desteklemektedir. Literatiir ve bu
tez calismasindan elde edilen sonuclar birlikte degerlendirildiginde Anadolu’da

muhtemel yeni alttiir ve/veya alttiirlerin olabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Nannospalax xanthodon, Niikleer DNA, GHR exon 10, Filogeni
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SUMMARY

INVESTIGATION OF GENETIC VARIATIONS IN CITOTYPES OF BLIND MOLE
RATS (NANNOSPALAX) IN TERMS OF THE GROWTH HORMONE RECEPTOR
EXON 10 (GHR EXON 10)

TATYUZ, Ilhan
Nigde Omer Halisdemir University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Biotechnology
Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Teoman KANKILIC
June 2019, 41 pages

In this study, the molecular phylogeny of Nannospalax spp. was studied using the nuclear
gene growth hormone receptor exon 10 (GHR exon 10) region to examine two alternative
hypotheses: (i) The cytotypes identified in the distribution area of the Nannospalax
xanthodon species have genetic differences to represent separate species; alternatively,
(if) N. xanthodon is not a complex species, and the present chromosomal difference is
only geographic variations. The sequence series of the blind mole rat samples with
different cytotypes studied were subjected to Maximum likelihood, Neighbor joining and
Network phylogenetic analysis. The analysis results supports that there are many species
or subspecies in the lind mole rat populations in Turkey. The results of the research
support that there is no gene flow between the Thrace and Anatolian populations, which
are still represented as separate species, and that both populations are highly
differentiated. When the literature and the results obtained from this thesis are evaluated

together, it is thought that there may be new subspecies and / or subspecies in Anatolia.

Keywords: Nannospalax xanthodon, Niikleer DNA, GHR exon 10, Phylogeny

\Y



ON SOz

Bu tez c¢alismasinda, Tiirkiye Nannospalax xanthodon tiirline ait farkli sitotiplerde
niikleer gen GHR Exon 10 gen bolgesi calisilarak tiiriin alttiirlesmesi ve filogenetik

iliskilerinde bulunan bilgi bosluklar1 doldurulmaya ¢alisilmistir.

Tez calismamda yeterli analizleri yapabilmem i¢in elinde bulunan 6rnekleri kullanmami
saglayan, Yiiksek lisans egitimim boyunca, tez ¢calismamin konusunun belirlenmesi ve
tez ¢aligmasinin ytiriitiillmesi esnasinda hi¢ bir zaman ilgisini, yardimim ve destegini
esirgemeyen Nigde Omer Halisdemir Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoteknoloji Béliimii

Ogretim Uyesi danisman hocam saym Dog. Dr. Teoman KANKILIC’a;

Bu calisma, 11372378 numarali “Tiirkiye Nannospalax Populasyonlarinin Filogenisi ve
Filocografyas1” isimli TUBITAK 3501 Kariyer projesinden iiretilmis olup, projeye
destek saglayan TUBITAK a katkilarindan dolay: tesekkiir ederim.

Tez c¢alismamda filogenetik analizlerin yapilamasi esnasinda ve sonuglarin
degerlendirilmesi esnasinda yardimlarmi esirgemeyen Nigde Omer Halisdemir
Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoteknoloji Boliimii Ogretim Uyesi Dr. Ogr. Uyesi Ozhan
SENOL’a ve Nigde Omer Halisdemir Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Béliimii
Ogretim Uyesi Dr. Ogr. Uyesi Dilara Fatma BALI’ya;

Egitim hayatim boyunca beni hi¢ yalniz birakmayan, maddi ve manevi hep yanimda olan

ve desteklerini higbir zaman benden esirgemeyen aileme;

Sonsuz tesekkiirlerimi sunarim...
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BOLUM I

GIRIS

Korfareler (Nannosapalax) yaklasik 40 milyon yil once Anadolu’dan koken alan,
Spalacidae familyasina ait yabani kemirgenlerdir (Nevo vd., 1994; Nevo vd., 1995). Bu
canlilar hayatlarinin neredeyse tamamimi toprak altinda disleriyle kazdigi galerilerde
gegirir ve bu galerileri acarken rastladiklari bitkilerin toprak alt1 organlari ile beslenirler
(Sekil 1.1). Korfareler yetersiz oksijen kosullarinda, karanlik yeralti ortamda hipoksik ve
hiperkapnik strese maruz kalan ve 6zellikle yagmurlu sezonlarda yuvalarinin sular altinda
kalmasiyla ani O2 ve CO2 seviyelerindeki dalgalanmalarda hipoksik/hiperkapnik stres
altinda hayatlarin1 devam ettirebilmek i¢in ektrem adaptasyonlar gelistirmis canlilardir.
Kurak mevsimlerde galerilerde olgiilen oksijen seviyesi normal degerlerde olmasinda
karsin, yagish kis mevsiminde Oz seviyesi % 7’ ye diiserken, CO2 seviyesi ise % 6’ya
yiikselmektedir. Laboratuvar deneylerinde % 2 Oz seviyesinde ve % 15 COz2 seviyesinde

korfarelerin yasamlarini devam ettirebildikleri tespit edilmistir (Nevo vd., 1994).

Toprak alt1 yasamin neden oldugu cevresel stres faktorleri korfarelerin evriminde 6nemli
bir rol oynamaktadir (Nevo vd., 1994; Nevo vd., 1995). Bu stres faktorleri icerisinde
karanlik, enerji, diisiik verimlilik, besin azlig1, toprak ve kayac yapisi, hipoksi, hiperkapni
ve yogun patojeni sayilabilir. Bunlarla beraber 6zellikle yuva atmosferini etkileyen dig
faktorler (toprak iistiindeki yiiksek sicaklik ve diisiik nispi nem) korfarelerin kromozom

ve genomik olarak tiirlesmesini etkilemektedir (Nevo vd., 1995).

Korfarelerde toprak altinda yasama adaptasyonun bir sonucu olarak gézler deri altinda
fizyolojik olarak gerilemis ve 15181 algilamaz (Sekil 1.2). Sonug olarak, korfareler bu
streslerle basa c¢ikabilmek icin ¢oklu genetik adaptasyonlar gelistirmistir. Bu
adaptasyonlarin genomik temelini ¢dzmek, biyomedikal uygulamalar i¢in Snemli
olacaktir. Ayrica bu canlilar kansere dayaniklilik ve uzun omirlilige (maksimum
belgelenmis 21 yil) kars1 olaganiistii bir tolerans gostermektedir. Ozellikle kansere kars1
olaganiistli direngleri nedeniyle korfareler degerli bir arastirma hedefi haline gelmistir.
Gorbnova vd. (2012) calismasinda korfarelerin kansere direngli canlilar olduklar ve 40
yillik laboratuvar ¢alismalarinda korfarelerde kendiliginden gelisen kanser vakalarina

rastlanmadig1 vurgulanmistir.



Sekil 1.1. Altinda korfare galerilerinin oldugu toprak yumrulari (Foto Teoman
KANKILIC)

Korfareler kendilerini kanserden korumak ic¢in bircok mekanizma gelistirmistir. Bu
mekanizmalar arasinda hiicre dongiisii kontrol noktalari, DNA onarimi, programlanmig
hiicre 6liimii ve pS3 ve Rb gibi bir tiimor baskilayict gen agi tarafindan kontrol edilen

replikatif yaslanma mekanizmalar1 6nerilmistir (Gorbunova vd., 2012).



Sekil 1.2. Nigde—Merkez’den Nannospalax xanthodon (Foto: Teoman KANKILIC)

Diger kemirgenler (Mus, Rattus, Apodemus, Microtus vb.), kanser arastirmasi i¢in model
olarak yaygin sekilde kullanilmistir; fakat onlar kansere daha yatkindir ve muhtemelen
daha az antikanser savunma sistemine sahiplerdir. Bu nedenle fareler gibi kemiriricilerde
yeni antikanser yollarin1 kesfetme potansiyeli sinirlidir. Bu durum kansere direngli
tiirlerde antikanser mekanizmalarinin ¢alisilmasinin biiyiik degerini ortaya koymaktadir.
Bu nedenle yeralti memelileri kanser ¢alismalar1 i¢in iyi adaylardir (Gorbunova vd.,
2012).

Yayilis gosterdigi tiim alanlarda, korfare populasyonlarinda gézlenen kromozomal ve
genetik farkliliklar ve biyocografik iligkiler bir¢ok ¢alismada arastirilmistir (KrysStufek
vd., 2012; Nevo vd., 1994; Savic ve Nevo, 1990). Son 30 yildir Nannospalax cinsi
tirlesme ve uyumsal agilim g¢alismalarinda da model organizma olarak kullanilmistir
(Nevo, 2013). Korfareler iizerine yapilan ¢aligmalarin ¢ogu Israil’de yasayan 4 tiir
tizerinde yogunlasmistir. Tirkiye, korfarelerin yayilis alaninda en fazla karyotipik
cesitlilik gdsteren cografyadir ve bu canlilar igin gen merkezi olmaya adaydir. Ulkemiz
korfareleri lizerine yapilmis olan molekiiler, sitogenetik, morfolojik ve fizyolojik
caligsmalarda alttiir, tiir ve hatta tiir iistii seviyelerde yiiksek farkliliklar belirlenmistir.
Ancak korfare populasyonlarinda goézlenen yiiksek ¢esitlilik, arastiricilar tarafindan

korfare populasyonlarinin taksonomik olarak smiflandirilmasini zorlagtirmistir. Ayrica



korfare populasyonlar1 iizerine molekiiler belirtegler kullanilarak yapilan calismalar
oldukg¢a az oldugundan, morfolojik olarak sibling bireyleri i¢eren korfare populasyonlarin
smiflandirilmasi zordur. israil’de yayilis gdsteren farkli kromozom sayisina sahip 4 form
(sitotip) ayr tiirler olarak bilim diinyasina tanitilmigsken, Tirkiye’deki yaklasik 20 farkl
sitotipin nasil smiflandirilacagi halen kesinlik kazanmamustir (KrysStufek vd., 2012). Bu
belirsizlik, bu tiiriin koruma durumunun belirlenmesi, endemik tiirlerin mevcudiyeti ve
yayilis alanlarimin ¢ikarilmasi, belirlenecek tiirler arasinda biyokimyasal, genetik veya
ekolojik adaptasyonlar agisindan farkliliklarin bulunup bulunmadig1 ve kansere direng
mekanizmalarinda tiirler arasinda farkli adaptasyonlarin olup olmadigi gibi sorular halen

cevapsiz kalmstir.

Bu tez ¢alismasinda segilen niikleer gen olan GHR (biiyiime hormonu reseptorii) geni,
biiylime hormonu i¢in bir transmembran reseptorii olan Tip I sitokin reseptori ailesinin
bir iiyesini kodlar. Biiylime hormonunun reseptore baglanmasi reseptor dimerizasyonuna
ve biliyiimeye yol agan hiicre i¢i ve hiicreler arasi sinyal iletim yolunun aktivasyonuna yol
acar. Bu gendeki mutasyonlar, kisa boy ile karakterize bir hastalik olan biiylime hormonu
duyarsizlig1 sendromu (GHIS) olarak da bilinen Laron sendromuyla iliskilendirilmistir.
Biiyiime hormonu reseptorii (GHR), prolaktin reseptorii ve bir dizi sitokin reseptorii
igeren transmembran proteinlerinin tist ailesine aittir. Biiyiime hormonu reseptorii (GHR),
biiylimeyi diizenleyici olarak bilinmesine ek olarak, metabolizmanin diizenlenmesi ve
hepatobiliyer, kardiyovaskiiler, bobrek, gastrointestinal ve iireme sistemleri ile ilgili
fizyolojik islemlerin kontrol edilmesi dahil olmak {iizere bir¢ok 6nemli biyolojik
fonksiyona sahiptir. Ek olarak, biiyiime hormonu sinyallesmesi yaslanmanin énemli bir
diizenleyicisidir ve kanser gelisiminde 6nemli bir rol oynar. Biiylime hormonu, Janus
kinazt (JAK) sinyalin transdiiserini ve transkripsiyon (STAT) sinyal yolunun
aktivatoriinii aktive eder ve son zamanlarda yapilan c¢alismalar, reseptoriine baglanan
bliytime hormonu ile JAK2 aktivasyon mekanizmasinin yeni bir sekilde anlasilmasini

saglamistir (Dehkhoda vd., 2018).
1.1 Literatiir Ozeti
Biyolojik cesitliligin ii¢ ana bileseni genler, tiirler ve ekosistemlerdir. Tiir, biyolojik

organizasyonun temel kategorisi olup taksonomi, ekoloji, evrim ve biyocografya gibi bir

cok arastirma alanimi dogrudan etkileyebilir. Bir tilirlin tanimlanmasi tiim biyolojik



bilimlerde 6zellikle de biyogesitlilikte biiyiik bir 6neme sahiptir (Agapow vd., 2004).
Bununla birlikte, tiir tanim1 tartismali bir tarihe sahiptir ve ¢ok sayida alternatif tiir
kavrami ortaya atilmistir. Tarihsel siirecte tlir siniflandirilmast morfoloji ve iireme
izolasyonu kaliplarina odaklanmistir. Ozellikle molekiiler teknikler ile tiirler arasindaki
genetik farkliliklar1 belirleyen yontemlerin kullanimi ile yeni kesfedilen tiirlerin sayisi
stirekli artmig, morfolojik olarak benzer fakat genetik olarak farklilasan kriptik tiirleri
aciga cikarmistir. Bugiin kriptik tiirlerle ilgili cok sayida bilimsel makale yapilmakta ve
hayvan filumlarinda yaygin olarak tanimlanmaktadir. Kriptik tiirlerin varligi, cogunlukla
gbzden kacan kiigiik memeli tilirlerinde ve ayn1 zamanda ziirafalar gibi biiylik memeli
tirlerinde bile tespit edilmistir. Kriptik tiirlerin DNA temelli tanimlanmasi igin evrensel
tek bir belirtece (6rnegin DNA barcoding) dayali yontemler say1 olarak artmis ve yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bu yontem bir tlir kavrami olmasa da, etkili bir hipotez
olusturucudur ve sayisiz kriptik tiirtin 6nerilmesine yol agmistir. Ancak pek ¢ok yazar
filogenetik ¢ikarsamay1 yanlis yonlendirebilen birkag¢ dogal siirecten dolay1 (6rnegin, gen
agaclar ile tlir agaglar arasindaki uyusmazlik) tek bir lokusa dayali sinirlandirmanin
hatali olabilecegini de vurgulamistir. Yine de, tek lokus temelinde farkli tiir sinirlama

yaklagimlarinin kullanilmasi kriptik tiir 6nerisine 6nemli dl¢iide katk: saglamaktadir.

Bu zamana kadar niikleer DNA i¢inde pekcok gen bolgesi, Tirkiye korfare
populasyonlart ve sitotiplerinin smiflandirilmas1 ve filogenisi ve genetik yapisinin
belirlenmesi amaciyla ¢alisilmistir. Tiirkiye korfare populasyonlari {izerinde yapilan
molekiiler temelli calismalar kronolojik olarak Cizelge 1.1’de Ozetlenmistir. Bu
calismamizda Tiirkiye korfarelerinin siniflandirilmas: ve filogenisi daha 6nce higbir
calismada kullanilmayan niikleer gen olan GHR (biiylime hormonu reseptorii) geni ile

arastirilmistir.



Cizelge 1.1. Tiirkiye korfare sitotipleri kullanilarak yapilan genetik ¢alismalar

Calisilan tiirler Calisilan sitotipler Calisilan Gen Bolgesi Yazar

N. xanthodon | 2n =40, 58, 60 Sitokrom b-382 bp Arslan vd. 2010

N. xanthodon | 2n =38, 40, 50, 54, 58, 60 Sitokrom b-1140 bp | Krystufek vd. 2012
N. xanthodon 2n = 36, 38, 40, 50, 56, 60 Sitokrom b-402 bp Kandemir vd. 2012
N. xanthodon | 2n = 38, 40, 50, 54, 58, 60, 62 | 12S rRNA-968 bp Hadid vd. 2012

N. xanthodon | 2n = 38, 40, 50, 54, 58, 60, 62 |tRNA val-76 bp Hadid vd. 2012

N. xanthodon | 2n = 38, 40, 50, 54, 58, 60, 62 | 16S rRNA-1603 bp Hadid vd. 2012

N. xanthodon | 2n = 38, 40, 50, 54, 58, 60, 62 |tRNA leu-75 bp Hadid vd. 2012

N. xanthodon | 2n = 38, 40, 50, 54, 58, 60, 62 | NADH-1-946 bp Hadid vd. 2012

N. xanthodon | 2n =38, 50, 52, 56, 60 Sitokrom b-1140 bp | Matur vd. 2019

N. leucodon 2n =56 Sitokrom b-1140 bp | Matur vd. 2019

N. ehrenbergi | 2n =56 12S rRNA-968 bp Hadid vd. 2012

N. ehrenbergi | 2n =56 tRNA val-76 bp Hadid vd. 2012

N. ehrenbergi | 2n =56 16S rRNA-1603 bp Hadid vd. 2012

N. ehrenbergi | 2n =56 tRNA leu-75 bp Hadid vd. 2012

N. ehrenbergi | 2n =56 NADH-1-946 bp Hadid vd. 2012

N. ehrenbergi | 2n =52 Sitokrom b-1140 bp | Krystufek vd. 2012
N. ehrenbergi 2n =52, 56 Sitokrom b-402 bp Kandemir vd. 2012

Avrasya toprak altt memelilerinden olan korfareler (the blind mole rat), yiiksek seviyede
korunan fenotipe karsin, olaganiistii karyotipik ve genetik cesitlilige sahiptirler. Bu
nedenle, korfare tiirlerini objektif olarak tanimlamak ve smirlamak zorlu bir gorevdir.
Korfarelerin taksonomisi biitiin taksonomik seviyelerde karmasik ve problemlidir. Cins
seviyesinde iki farkli goriis vardir; monogenik tek bir cins Spalax (Krystufek vd., 2009;
Savic ve Nevo, 1990) ya da iki genik cins Spalax ve Nannospalax (Savi¢ ve Soldatovic,
1979; Topachevskii, 1969). Son yillarda yapilan molekiiler temelli galismalarda iki genik
cins modeli ¢ogunlukla desteklenmektedir (Chisamera vd., 2014). Bu modelde Spalax
cinsi temsilcileri Kafkasya, Transkafkasya, Ukrayna, Romanya’da yayilis gosterirken,
Nannospalax cinsi temsilcileri Glineydogu Avrupa, Tiirkiye, Ermenistan, Suriye, Filistin,
Irak, Israil, Urdiin ve Misir’da yayilis gostermektedir (Wilson ve Reeder, 2005). Spalax
cinsine ait 6 tiir kabul edilmistir. Bununla birlikte, son yillarda yapilan molekiiler
calismalarla Romanya’dan 2 yeni tiir (S. antiqguus Méhely (1909) ve S. istricus Méhely
(1909) tanimlanmustir. Nannospalax cinsi N. ehrenbergi (Nehring, 1897), N. leucodon
(Nordmann, 1840) ve N. xanthodon (Nordmann, 1840) olmak iizere ii¢ tiir barindirir
(Krystufek vd., 2009). Bu tiirlerin ¢ogunlukla kabul edilmesine karsin, ¢cok sayida

tartismali ve kabul edilmeyen tiir tanim1 da bulunmaktadir (Arslan ve Zima, 2013).



Avrupa’li baz1 yazarlar sadece N. leucodon tiirtinti kabul ederken (Krystufek vd., 2009),
digerleri tiir say1sinin enaz 14 olmasi gerekliligini savunmaktadir. N. ehrenbergi tiiriiniin
Israilde’ki farkli kromozom 1rklar1 (2n = 52, 54, 58 ve 60) S. golani, S. galili, S. carmeli
ve S. judaei olmak {izere 4 tiir olarak onerilmistir (Nevo vd., 1995). Benzer sekilde, N.
ehrenbergi tiirtiniin Adana ve Mersin 2n= 56 kromozoma sahip populasyonu N. ceyhanus
tirii olarak tanimlanmigtir (Coskun vd., 2010). Ayrica N. xanthodon tiirii i¢in eski
kayitlarda sinonim olarak kabul edilen (6rnegin synonym of N. nehringi) birgok tiir
oOnerisi bulunmaktadir (Krystufek vd., 2009). Tiirkiye’de morfolojik olarak en kapsamli
revizyon caligmasi Kivang (1988) tarafindan yapilmistir. Kivang (1988) bu calismada,
Tiirkiye’de S. leucodon ve S. ehrenbergi tiirlerinin yayilis gosterdigini belirtmistir. Bu
tirlere ait S. leucodon nehringi, S. I. armeniacus, S. I. cilicicus, S. I. anatolicus, S. I.
turcicus olmak iizere 5 alttiir tanimlamus, S. ehrenbergi intermedius ve S. e. kirgisorum
alttiirlerini gegerli oldugunu belirtmistir. Ancak sonraki ¢alismalarda N. leucodon tiiriiniin
sadece Trakya bolgesinde smirli kaldigi ve Anadolu’da N. xanthodon bulundugu
belirtilmistir (KryStufek vd., 2009). Son yillarda Dogu Anadolu 2n=54 sitotipi N.
tuncelicus, Tunceli Ovacik'tan 2n=>58 sitotipi N. munzuri ve Gaziantep yakinlarindaki

2n=52 sitotipi ise S. nehringi nevoi alt tiirli 6nerilmistir (Coskun, 2004).

Bazi arastiricilar g tiirii (N. ehrenbergi, N. leucodon ve N. xanthodon) “Siiperspecies”
olarak kabul etmisler, ancak bu taksonomik bir kategori olarak kabul edilmemistir
(Coskun vd., 2010; Nevo vd., 1995; Savic ve Nevo, 1990). Diger arastiricilar N. leucodon
ve N. xanthodon tiirlerini superspecies N. leucodon altinda kullanmistir (Harrison ve
Bates, 1991; Kankili¢ vd., 2007; Kivang, 1988; Nevo vd., 1995; Sozen vd., 2006; S6zen,
2004; Sozen vd., 1999; Sézen vd., 2000) ya da ayri bir cins olarak Mesospalax altinda
toplamiglardir (Krystufek vd., 2012). Sonu¢ olarak Nannospalax cinsi tiirlerinin
taksonomisi iizerinde tartismalar halen slirmektedir. Cozlimsiizliik, yayilis alani
icerisinde en yiiksek kromozom farkliligi ve genetik cesitliligi gosteren Anadolu

populasyonlarinda 6zellikle yogunlagmustir.

Avrasya Korfarelerinde (Eurasian blind mole rats) biyolojik ¢esitliligin neredeyse % 60
kadar1 Anadolu Kkorfarelerinde gozlenmektedir (Kankilig vd., 2014). Tirkiye
Nannospalax cinsinin hem tiim tiirlerini hem de kromozom ¢esitliliginin en yiiksek
oldugu populasyonlari igerir. N. leucodon tiirii, 2n= 46-58 arasinda degisen 7 farkli

diploid kromozom say1si ve kromozom kol say1 farkliliklart ile 25 sitotipe sahiptir (Arslan



vd., 2010). Tiirkiye sadece Trakya bolgesinde 2n=56 karyotipli tek bir sitotipi icerir. N.
ehrenbergi 2n= 48-62 arasinda degisen 7 farkli diploit kromozom sayis1 ve kromozom
kol say1 farklilari ile beraber 20 sitotip igerir (Arslan vd., 2010; Coskun vd., 2006). Sadece
Gilineydogu Anadolu bolgesi 11 farkl: sitotip barindirir. Anadolu cografyasina neredeyse
endemik olan N. xanthodon en fazla kromozom ¢esitliligi gosteren tiirdiir. Bu tiir 13 farkli
diploid kromozom sayis1 (2n = 36 - 62) ve farkli kromozom kol sayilartyla toplamda 32
farkls sitotip igerir (Coskun vd., 2006; Kankili¢ vd., 2009; Kankili¢ vd., 2007; Kankili¢
vd., 2010; S6zen, 2004; S6zen vd., 2013; Sozen vd., 2006) (Sekil 1.3). Korfarelerinde
icinde bulundugu yeralti memelilerinde yiiksek kromozomal polimorfizmin nedeni, bu
canlilarda yaygin olarak gozlenen Robertsonian kromozom degisimleri ve perisentrik
inversiyonlar gibi kromozomal yapisal degisimlerinden kaynaklanmaktadir (Ivanitskaya
vd., 1997; Matur vd., 2013; Nevo vd., 1994; Nevo vd., 1995; Savic ve Nevo, 1990). Nevo
vd. (1994) korfarelerdeki kromozom cesitliliginin ana mekanizmasiin Robertsonian
ayrilmasi ve perisentrik inversiyonlar ile ger¢ceklesen kromozom yeniden diizenlemeleri
oldugunu ileri siirmiistiir. Ayn1 zamanda atasal korfare kromozomun 2n=38 olabilecegini
belirtmistir. Nevo’nun ayrilma hipotezine zit olarak kromozom degisimlerinin diploit
kromozom sayis1 2n= 60 olan atasal bir kromozomdan Robertsonian birlegsmesi (fussion)
ile gerceklestigi one siiriilmiistiir (Savi¢ ve Soldatovi¢, 1979; Savic ve Nevo, 1990). Bu
goriis ilk 6nce Balkan kérfarelerinde tanimlanmis, sonrasinda Israil (Ivanitskaya vd.,
1997) ve Tiirkiye populasyonlarinda isaret edilmistir (Ivanitskaya vd., 1997; Matur vd.,
2013).

BLACK SEA

Sekil 1.3. Tiirkiye korfare sitotipleri ve cografi dagilimlar1 (Kankilig Tol ve Kankilig T,
2017)
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Cevresel faktorlerin olusturdugu stresin toprak altt memeliler ve korfarelerin evriminde
ana itici gii¢ oldugu birgok kez vurgulanmistir (Nevo, 2013; Nevo vd., 1994; Nevo vd.,
1995). Israil korfarelerinde ekolojik ve kromozomal tiirlesme egiliminin Pleistosende son
2.00-2.35 milyon yil ig¢inde artan kurak ¢evrede meydana geldigi belirtilmistir. Benzer
sekilde Anadolu korfarelerinin kromozomal tiirlesmesi ve uyumsal agilimin kuraklik
stresi ile pozitif iligkili oldugu ileri siiriilmiistir (Nevo, 2013). Ancak bazi yazarlar
Nevo’nun kuraklik hipotezine zit olarak atasal diploit kromozomunun 2n=60 oldugunu
vurgular ve kromozom degisimlerinin iklimden bagimsiz oldugunu belirtirler (Matur vd.,
2013). Kuraklik stresi hipotezi Israil korfarelerinde birgok ¢alismayla dogrulanmasina
ragmen, Anadolu ve Giineydogu Avrupa populasyonlarinda ¢alismalar hentiz yetersizdir
ve karmagik biyocografik siirecleri bakimindan daha detayli irdelenmesi gereklidir. Son
yillarda mtDNA markirlar1 kullanilarak yapilan bir ¢aligmada Jeolojik, tektonik ve iklim
degisimi gibi ¢evresel faktorlerin etkili oldugu “Court Jester” modeli korfarelerin evrimi
icinde Onerilmistir. Bu model Nannospalax ve Spalax cinslerinin ayrimini Tortoniyen
doneminde Balkanlar ve Anadolu arasindaki deniz bariyerinin olusumuyla aciklar.
Akdeniz Tuz krizi sonras1 Giiney Dogu Anadolu’da tektonik hareketlerin etkisiyle en
erken N. ehrenbergi, Toros daglarinin yiikselmesinin etkisiyle daha az yagis almaya
baslayan Orta Anadolu platosunda “vasvari” kladi ayrilmistir. Balkanlar ile Anadolu
arasindaki biiyiik nehirler, deniz seviyesindeki degisimler ile olusan bariyerler ve iklimde
gerceklesen dalgalanmalar N. leucodon - N. xanthodon ayriminda etkili olmustur. Sonug
olarak Anadolu korfarelerin farklilagmasinda ve kromozomal evriminde Onemli bir
merkezdir (Kankili¢ ve Giirpinar, 2014; KryStufek vd., 2009; Nevo vd., 1994). Spalacidae
fosillerine Tiirkiye ve Balkanlarda Neojen ve Kuvaterner faunasinda sik¢a rastlanmasi

bunu dogrulamaktadir.

Nannospalax cinsinde tartismali konularin basinda, her bir kromozom formun ayr1 bir
biyolojik tiir olup olmadig1 gelmektedir. Arastiricilar tartismali taksonlari sitotipler,
kromozomal formlar / irklar, kardes tiirler, iyi biyolojik tiirler, sifreli tiirler veya evrimsel
onemli birimler (ESU'lar; Moritz, 1994) olarak tanimlaya gelmistir. Savic ve Nevo (1990)
kromozom farkliliklarina gére Avrupa’da 14 tiir tanimlamislardir. Benzer sekilde Nevo
vd. (1995), Anadolu korfarelerinin farkli sitotiplerinde yaptiklari allozim g¢alismasiyla 14
ile 20 arasinda biyolojik tlir olmas1 gerektigini vurgulamiglardir. Ancak son yillarda
yapilan tiim molekiiler ¢aligmalar tiir sayisinin bu kadar yiiksek olamayacagina isaret

etmektedir (Arslan vd., 2010; Kandemir vd., 2012; Kankili¢ vd., 2014; Krystufek vd.,



2012). Bununla birlikte baz1 yazarlar sadece 3 morfospecies oldugunu molekiiler olarak
ayrilmadigini, buna zit olarak bazilar1 ise kriptik tiirlerin var oldugunu belirtmistir

(Kankili¢ vd., 2014).

Tir dagilimlariin  ve bunlarin  taksonomik durumlarmin  dogru bir sekilde
degerlendirilmesi, herhangi bir cografik alandaki biyolojik c¢esitliligin ele alinmasinda
temel bir ihtiyactir. Bu durum biyocgesitlilik yonetimi ve koruma planlamasi ¢alismalarina
baslamada en temel gereksinimdir. Tiirkiye korfare tiirlerinin biyogesitliliginin,
yurdumuzda hangi tiirlerin bulundugunun ve nerelerde yayilisa sahip olduklarinin ve bu
tiirlerin populasyon yogunluklarinin belirlenmesi, bu tiirler iizerine yapilacak koruma
caligmalarina ve kanser vb. calismalara baglamada biiylik 6nem arz etmektedir. Bu tez
calismasi ile niikleer gen olan GHR (biiylime hormonu reseptorii) geni bakimindan

Tiirkiye korfare sitotiplerinde genetik varyasyonlar aragtirilmigtir.
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BOLUM I1

KURAMSAL TEMELLER

2.1 Kemiricilerin Genel Ozellikleri

Mammalia sinifi 26 takimdan olusmaktadir. Bu takimlar i¢inde uyum giicii bakimindan
en basarili olan kemiricilerdir. Kemiriciler yaklasik olarak 55 milyon yillik bir gegmise
sahiptir. Kemiriciler 2277 tiirl, 443 cins ve 29 familya’y1r kapsayan biiyiikk memeli
ordosudur ve Diinyadaki memeli ¢esitliliginin % 42’sini icermektedir (Wilson ve Reeder,
2005). Kemiriciler Antartika, Yeni Zelanda gibi birkag Okyanus takimadasinda yayilis
gostermez. Cok farkli habitatlarda (6rnegin sulak, karasal vb.) yasama basaris1 gosteren
uyumsal kabiliyeti yiiksek canlilardir. Temsilcileri toprak altinda, agacta, yari- sucul
yasam alanlarinda veya karada yasayabilecek o6zelliklere sahip olabilirler. Kemiriciler
diger memeli takimlarindan Kkolayca ayrilabilmesine ragmen, kendi iginde
siiflandirilmasi oldukg¢a zordur. Kemiricilerin siniflandirilmasinda en 6nemli morfolojik
kriterler ¢igneme kaslar1 vb. gibi kafatasinin yapisal karakterleridir. Kemiriciler i¢inde
her bir gruba ait kafatas1 yapisi, dis ve dis koklerinin yapilari, kafatasinin ¢ene ile yapmis
oldugu yapilarin farkliligi gibi pek¢ok karakter durumuna gore birbirinden ayrilir.
Kemiriciler i¢inde gruplar, sadece ¢igneme kaslarinin konumuna ve yapisina gore ise 5

alttakima ayrilmaktadirlar.

Rodentia takiminda kopek disler ve 6n azi disler kaybolmus ve diastema boslugunu
olusturmustur. Bu bosluk kemiricilerde ayirtedici bir 6zelliktir ve M? disi ile iist kesiciler
arasinda bulunur. Diastema boslugu besinleri toplamak i¢in kullanilmaktadir.
Kemiricilerde goriilen diger ayirict dis 6zelligi ise kesici dislerdir. Bu disler hem alt
hemde iist ¢genede bulunan ve koksiiz olan dislerdir. Bu disler yapisal olarak devamli
biiylirler. Bu nedenle stirekli yontulup asinmalar1 gereklidir. Asinmadig1 durumda siirekli
biiyiiyerek ¢enenin kapanmamasina neden olur ve hayvanin 6liimii ger¢eklesebilir. Molar
dislerinin cigneme ylizeylerinde mine katlanmalar1 ayirici 6zelliktir. Molar dislerin
ylizeylerindeki mine katlanmalar1 ve kok sayilart ve bicimleri sistematik agidan
onemlidir. Rodentlerin dis formiili 1/1 0/0 0/0 3/3 = 16’dir. Baz1 kemiricilerde premolar

disler bulunabilir (Harrison ve Bates, 1991).
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Kemirilerin viicut agirliklar1 genellikle 20-1000 g arasindadir. En iri kemirici tiirti Giliney
Amerika yasayan Hydrochoerus hydrochaeris (Capibara) (50 kg civari)’dir. Rodentia
ordosu tiyelerinin mideleri basit yapidadir ve ¢ekumlart uzundur. Bazi tiirlerde kisa siireli
besin toplamaya-depolamaya yarayan yanak keseleri bulunmaktadir. Kuyruklar1 bazi
tiirlerde pullarla ortiilii ve ¢ogu tiirde uzundur. Toprak altinda yasayanlarin tirnaklari
kazmak i¢in adaptasyonu sonucunda gelismistir. Rodentlerin gozlerinin konumlar1 ve
biyiikliikleri yasam sekillerine gore farkliliklar gosterir. Toprak altinda yasayan tiirlerde
gozler kiiglilmiis ve toprak altinda yasayan bazi tiirlerde (N. xanthodon) gozler tamamen
korelmis deri altina gerilemis ve deri altinda bulunur. Gece aktif olanlarda (nocturnal)
olanlarda gozler oldukga biiyiiktiir. Sulak alanlarda yasayan tiirlerde gozler kafatasinin
st tarafinda konumlanmustir. Kemiriciler genellikle omnivor veya herbivordurlar.
Kemiricilerin {ireme bakimindan oldukg¢a yiiksek kapasiteye sahiptir. Disi bireylerde
uterus dublekstir; erkeklerde ise fallusta baculum kemigi vardir. Tiirler arasinda degisim
gosterse de genellikle yilda birden fazla sayida dogum yaparlar ve her bir batinda 1-10

yavru olabilir. Gebelik siireleri 15 giin 6 ay arasinda degisir.

2.2 Familia: Spalacidae

Spalacidae ailesi, Muridae ve Cricetidae dahil olmak iizere bes kemirgen ailesini igeren
Muroidea'nin bir parcasidir. Spalacidae temsilcileri ilkin Oligosen doneminde Asya'da
ortaya ¢ikmistir. Spalacidae familyasi 36 tiir iceren 3 alt aile ve 6 cins igerir. Alt aileler
Myospalax ve Eospalax cinsini igeren Myospalacinae, Cannomys ve Rhizomys cinsini
iceren Rhizomyinae ve Spalax cinsini iceren Spalacinae cinsleridir. Spalacidae
familyasindaki tiirler, zokerler gibi hayvanlari igerir. Spesifik olarak, spalacidler, Bati'dan
Dogu Avrupa'ya, Dogu Afrika'ya, Orta Dogu'ya ve Cin'den Asya'daki Sumatra'ya kadar
yayilig gosterir. Spalacidae tiyeleri kiigiik ila orta biiylikliikkte kemirgenlerdir ve saglam
govdelere, kiigiik gozlere ve uzuvlara ve genisletilmis kesici dislere sahiptir. Bazi tiirlerin
¢iplak olmasina ragmen, iliyelerin ¢ogunda kiirk bulunur. Biiyiik kesicilere ek olarak,
spalacids de otgul bir diyete isaret eden hypsodont dislerine sahiptir. Cinsel dimorfizm
cogu tiirde goriilmez. Biiyiik kesicilere ek olarak, baz1 Spalacids'ler yeralt1 yasam tarzina
baska uyarlamalar gelistirmistir. Spalax cinsinin iiyeleri, viicutta az oksijen alindiginda
ortaya ¢ikabilecek hiicre Oliimiinii 6nleyen tiimor baskilayicilara sahiptir. Bu tlimor
bastiricilarin organizmalarda kanser gelisimini 6nledigi ve durdurdugu belirlenmistir. Bu

baskilayicilarin olasi ilag uygulamalarini bulmak igin arastirmalar devam etmektedir.
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2.3 Genus: Spalax Giildensteadt, 1770

Spalacidae familyasi monogenerik oldugundan familya igin verilen ayirici karakterler
cins i¢in de gegerlidir. Topachevskii (1969) Spalax cinsine ait en eski tiiriin, Pliosen
dénemine ait (5 milyon yil 6nce) S.odessanus oldugunu ileri siirmiistiir. Topachevskii
(1969) korfareleri Microsapalax ve Spalax cinsi olmak iizere 8 yasayan ve 4 fosil tiire
bolmiistiir. Corbet (1978) c¢alismasinda Topachevskii (1969)’in siniflandirmasinda
korfarelerin ¢ok fazla tiire boliindiigiinii ileri siirmiistiir ve Spalax cinsi altinda g tiir
tanimlanmistir. Fakat Corbet daha sonra korfareleri iki cins ve sekiz tiire ayirarak

smiflandirmistir (Corbet ve Hill, 1991).

Ognev (1947) ise Spalacidac familyasinin tek bir cinse sahip oldugunu Onermistir.
Ellerman ve Morrison-Scott (1966) da Ognev gibi familyanin tek cinsi Spalax
bulundugunu ve altcinslerin ayriminda kafatasindaki supracondyloid foramenlerin

bulunup bulunmayisinin kullanilmasi gerektigini ileri stirmiistiir.

Spalax cinsinin son siniflandirmasi su sekildedir:
Familya: Muridae

Altfamilya:  Spalacinae

Cins: Spalax

Tiir: S. arenarius, S. giganteus, S. graecus, S. microphthalmus, S. polonicus
Cins: Nannospalax (Spalax, Mesospalax, Microspalax)

Tiir: N. ehrenbergi, N. leucodon, N. xanthodon
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BOLUM I11

MATERYAL VE METOT

Laboratuvar calismalar1 Nigde Omer Halisdemir Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi
Biyoteknoloji Boliimii’ne ait olan Biyoteknoloji Laboratuvarinda 2017-2019 yillarinda
yapilmistir. Bu tez ¢alismasi, 11372378 numarali “Tirkiye Nannospalax
Populasyonlarmin Filogenisi ve Filocografyas1” isimli TUBITAK 3501 Kariyer projesi
tarafindan desteklenmistir. Bu tez calismasinda, Nigde Omer Halisdemir Universitesi,
Bilimsel Arastirmalar Birimi tarafindan desteklenen ve 14.12.2011 tarihinde baglayan
18.10.2012 tarihinde tamamlanan “Nannospalax nehringi ve Nannospalax ehrenbergi
(Rodentia, Spalacidae) tiirlerinde PCR-RFLP ile mitokondriyal DNA D-loop ve Sitokrom
b bélgelerinin haplotip gesitliligi” baslikli proje kapsaminda ve TUBITAK tarafindan
desteklenen ve TUBITAK 1127660 kodlu “DNA’da SSR (Mikrosatellit) Analiz
Yontemiyle Korfare (Nannospalax nehringi) Populasyonlarinin Genetik Yapisinin
Aragtirilmas1” baglikli Hizli Destek Projesi kapsaminda Teoman KANKILIC tarafindan
Tiirkiye genelinden arazi galismasi yapilarak toplanan Korfare orneklerine ait derin
dondurucuda saklanmis dokular (Karaciger, Kas, vb.) kullanilmistir. Bu tez ¢aligmasinda
kullanilan doku 6rnekleri Nigde Omer Halisdemir Universitesi Hayvan Deneyleri Etik
Kurulu tarafindan B.30.2.NGU.0.70.00.00/050-99/13 say1 ve 04.01.2012 tarihli etik kurul
izni ve Orman ve Su Isleri Bakanligi Doga Koruma ve Milli Parklar Genel Miidiirliigii
tarafindan B.23.0.DMP.0.15.01.510.02-15758 say1 ve 14.10.2011 tarihli izni

dogrultusunda kullanilmistir.

3.1 Materyal

Tez caligmasinda Tirkiye geneli 71 farkli lokaliteden toplanmig dort tiire ait 16
kromozomal form igeren 106 korfare doku drnegi kullanilmistir. Tez calismasinda N.
xanthodon tiiriine ait 78 6rnek birey, 11 sitotip (2n=36, 38, 40, 44, 48, 50, 52, 54, 56, 58,
60); N. tuncelicus tiiriine ait 6 birey, 1 (2n=54) sitorip; N. leucodon tiiriine ait 6 birey, 1
sitotip (2n=56) ve N. ehrenbergi tiiriine ait 16 birey, 3 sitotip (2n=48, 52, 56) ¢alisilmistir.
Caligilan 6rneklere ait bilgiler Cizelge 3’de ve cografik yayilislart Sekil 4’de sunulmustur.
Dis grup olarak kullanilmasi i¢in Nannospalax ile ayni1 familyaya dahil olan Mus ve

Rattus cinslerine ait 2 6rnek filogenetik analizlerde kullanilmistir.
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilanNannospalax cinsi korfare drneklerine ait bilgiler
(OS: Ornek sayis1, HN: Harita Numarasi, ON: Miize Numaras1)

0S HN ON Tiir Lokalite Sitotip
N. xanthodon

1 1 6209 N. xanthodon Aydin- Kogarli- Haydarli Koyt 2n=36 NF=68

2 1 6207 N. xanthodon Aydin- Kogarli- Haydarli Koyt 2n=36 NF=68

3 1 6251 N. xanthodon Aydin- Kogarli- Haydarli Koyt 2n=36 NF=68

4 2 6222 N. xanthodon Aydin-Kogarli-Yaghanli Koyt 2n=36 NF=68

5 2 6250 N. xanthodon Aydin-Kogarli-Yaghanh Koyii 2n=36 NF=68

6 2 6256 N. xanthodon Aydin-Kogarli-Yaghanl Koyii 2n=36 NF=68

7 3 6197 N. xanthodon Aydin- Kogarli- Bryikli Koyt 2n=36 NF=68

8 4 6232 N. xanthodon Aydin-Ortaklar-Magnesia 2n=36 NF=68

9 5 6131 N. xanthodon Akhisar-Manisa 2n=38 NF=74
10 5 6153 N. xanthodon Akhisar-Manisa 2n=38 NF=74
11 6 6161 N. xanthodon Balikesir-Comlek¢i Koyii Bigadig'e 15 km Bat1 2n=38 NF=74
12 6 6134 N. xanthodon Balikesir-Comlekgi Koyl Bigadig'e 15 km Bati 2n=38 NF=74
13 7 6160 N. xanthodon Balikesir- Kepsut 2n=38 NF=74
14 7 6162 N. xanthodon Balikesir- Kepsut 2n=38 NF=74
15 8 6132 N. xanthodon Foca-Bagaras1 Koyii- Izmir 2n=38 NF=74
16 9 231 N. xanthodon Gokgeada-Canakkale 2n=38 NF=74
17 9 236 N. xanthodon Gokgeada-Canakkale 2n=38 NF=74
18 9 241 N. xanthodon Gokgeada-Canakkale 2n=38 NF=74
19 9 243 N. xanthodon Gokgeada-Canakkale 2n=38 NF=74
20 10 6263 N. xanthodon Yesildag-Konya 2n=40 NF=72
21 10 6267 N. xanthodon Yesildag-Konya 2n=40 NF=72
22 10 6268 N. xanthodon Yesildag-Konya 2n=40 NF=72
23 10 6255 N. xanthodon Yesildag-Konya 2n=40 NF=72
24 11 6204 N. xanthodon Yenisarbademli-Isparta 2n=40 NF=72
25 11 6202 N. xanthodon Yenisarbademli-Isparta 2n=40 NF=72
26 11 6206 N. xanthodon Yenisarbademli-Isparta 2n=40 NF=72
27 11 6254 N. xanthodon Yenisarbademli-Isparta 2n=40 NF=72
28 12 4929 N. xanthodon Abant-Bolu 2n=52 NF=70 K
29 13 4830 N. xanthodon Gerede-Bolu 2n=52 NF=70 K
30 14 4203 N. xanthodon Mudurnu-Bolu 2n=52 NF=70 K
31 15 4828 N. xanthodon Ankara-Celtikli 2n=52 NF=70 K
32 16 4936 N. xanthodon Merkez-Bolu 2n=52 NF=70 K
33 17 4009 N. xanthodon Yenicag 1 km Dogu-Bolu 2n=52 NF=70 K
34 17 4011 N. xanthodon Yenigag 1 km Dogu-Bolu 2n=52 NF=70 K
35 17 4016 N. xanthodon Yeni¢ag 1 km Dogu-Bolu 2n=52 NF=70 K
36 18 120 N. xanthodon Mersin-Sebil Yaylasi 2n=52 NF=72 G
37 18 121 N. xanthodon Mersin-Sebil Yaylasi 2n=52 NF=72 G
38 19 122 N. xanthodon Mersin-Camliyayla 2n=52 NF=72 G
39 19 124 N. xanthodon Mersin-Camliyayla 2n=52 NF=72 G
40 20 4913 N. xanthodon Keskin-Kirikkale 2n=54 NF=74
41 21 4912 N. xanthodon Kirikkale-Merkez 2n=54 NF=74
42 22 244 N. xanthodon Kirikkale-Sulakyurt 2n=54 NF=74
43 23 4572 N. xanthodon  Seyfe Golii-Kirsehir 2n=54 NF=74
44 24 237 N. xanthodon Adana-Tufanbeyli-Gezbeli Gegidi 2n=54 NF=74
45 24 239 N. xanthodon Adana-Tufanbeyli-Gezbeli Gegidi 2n=54 NF=74
46 25 4795 N. xanthodon  Yilanli Koyii-Aksu-Isparta 2n=56 NF=72
47 26 134 N. xanthodon Adana-Pozanti-Akgatekir Yaylast 2n=56 NF=72
48 27 150 N. xanthodon Mersin-Giilek 2n=56 NF=72
49 28 36 N. xanthodon Nigde-Camard1 2n=58 NF=72
50 29 38 N. xanthodon Nigde-Nigde Universitesi Kampiis 2n=58 NF=72
51 30 6149 N. xanthodon Bilecik-Sogiit 2n=60 NF=76
52 31 6159 N. xanthodon Bilecik-Boziiyiik 2n=60 NF=76
53 32 3683 N. xanthodon Kiitahya-Merkez 2n=60 NF=76
54 32 3684 N. xanthodon Kiitahya-Merkez 2n=60 NF=76
55 33 5939 N. xanthodon  Eskisehir-Sivrihisar-Giinytizii 2n=60 NF=76
56 34 4786 N. xanthodon Aksehir-Konya 2n=60 NF=76
57 35 4294 N. xanthodon Konya-Beysehir-Kireli 2n=60 NF=76
58 36 4788 N. xanthodon Madenli-Gelendost-1sparta 2n=60 NF=78
59 37 6201 N. xanthodon Isparta-Gonen 2n=60 NF=78
60 38 6208 N. xanthodon Isparta-Yalvag 2n=60 NF=78
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61 39 6231 N. xanthodon Isparta-Atabey 2n=60 NF=78
62 40 4657 N. xanthodon  Sivas-imranli 2n=60 NF=80
63 41 4644 N. xanthodon Sivas-Yildizeli 2n=60 NF=80
64 42 5304 N. xanthodon Yozgat-Saraykent 2n=60 NF=80
65 43 4302 N. xanthodon Konya-Yunak 2n=60 NF=80
66 44 4537 N. xanthodon Konya-Cihanbeyli 2n=60 NF=80
67 45 4915 N. xanthodon Kizilcahamam-Soguksu-Ankara 2n=60 NF=80
68 46 2504 N. xanthodon Afyon 10km Giineybati 2n=60 NF=82
69 47 6253 N. xanthodon Harmanl Koyii-Yesilova-Burdur 2n=60 NF=84
70 48 6234 N. xanthodon Denizli-Cameli-Bigakli Koyt 2n=60 NF=84
71 49 73 N. xanthodon Tunceli-Kirmizi1 K6prii 2n=44 NF=74
72 50 6363 N. xanthodon Agri-Taslicay 2n=48 NF=68
73 50 70 N. xanthodon Agri-Taslicay 2n=48 NF=68
74 51 75 N. xanthodon Van-Gonderme-Caldiran 2n=48 NF=68
75 52 79 N. xanthodon Van-Kocapinar 2n=48 NF=68
76 52 80 N. xanthodon Van-Kocapinar 2n=48 NF=68
77 53 4880 N. xanthodon Kars-Selim 2n=50 NF=70
78 54 4661 N. xanthodon Demirdzii-Bayburt 2n=50 NF=72
N. tuncelicus
79 55 59 N. tuncelicus Tunceli-Pertek Yolu-Elmakasi 2n=54 NF=74
80 56 76 N. tuncelicus Bingdl-Yolgatt 2n=54 NF=74
81 56 68 N. tuncelicus Bingol-Yolgati 2n=54 NF=74
82 57 82 N. tuncelicus Mus-Bozbulut Koyl 2n=54 NF=74
83 57 83 N. tuncelicus Mus-Bozbulut Koyt 2n=54 NF=74
84 58 77 N. tuncelicus  Bitlis-Rahva 2n=54 NF=74
N. ehrenbergi
85 59 39 N. ehrenbergi  Hatay Senkdy Yoncakdy'e 3 km kala Catbagi mevki 2n=48 NF=74
86 59 45 N. ehrenbergi Hatay Senkdy Yoncakdy'e 3 km kala Catbagi mevki 2n=48 NF=74
87 59 46 N. ehrenbergi  Hatay Senkdy Yoncakdy'e 3 km kala Catbagi mevki 2n=48 NF=74
88 59 50 N. ehrenbergi Hatay Senkdy Yoncakdy'e 3 km kala Catbagi mevki 2n=48 NF=74
89 59 51 N. ehrenbergi Hatay Senkdy Yoncakdy'e 3 km kala Catbagi mevki 2n=48 NF=74
90 60 47 N. ehrenbergi Iskenderun Arsuz yolu Karahiiseyinli 2n=52 NF=74
91 60 48 N. ehrenbergi Iskenderun Arsuz yolu Karahiiseyinli 2n=52 NF=74
92 61 53 N. ehrenbergi  Osmaniye Bah¢e Budacik Koy 2n=52 NF=74
93 62 84 N. ehrenbergi Elazig-Bagdere 2n=52 NF=76
94 62 88 N. ehrenbergi Elazig-Bagdere 2n=52 NF=76
95 63 85 N. ehrenbergi  Elazig-Sivrice-Kavak 2n=52 NF=76
96 64 221 N. ehrenbergi Mersin-Tarsus 2n=56 NF=72
97 65 229 N. ehrenbergi  Adana-Seyhmurat 2n=56 NF=72
98 66 55 N. ehrenbergi  Adana-Yiiregir 2n=56 NF=72
99 66 54 N. ehrenbergi  Adana-Yiiregir 2n=56 NF=72
100 67 52 N. ehrenbergi  Adana-Cukurova Universitesi Kampiis 2n=56 NF=72
N. leucodon
101 68 209 N. leucodon  Kirklareli-Hayrabolu 2n=56 NF=78
102 69 16 N. leucodon Istanbul-Catalca-Incegiz 2n=56 NF=78
103 70 19 N. leucodon Canakkale-Eceabat-Seddiilbahir 2n=56 NF=78
104 71 232 N. leucodon Tekirdag-Malkara-Erenler Koyt 2n=56 NF=78
105 71 233 N. leucodon Tekirdag-Malkara-Erenler Koyt 2n=56 NF=78
106 71 240 N. leucodon Tekirdag-Malkara-Erenler Koyii 2n=56 NF=78
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N. elirenbergl
N. xanthodon
N. lewcodon
N. tuncellcus

: o B

Sekil 3.1. Calismada kullanilan Nannospalax cinsi korfare 6rneklerinin alindigi
lokaliteler

3.2 Orneklerin DNA izolasyonu

Calisilan korfare 6rneklerinin karaciger dokularindan DNA izole edilmistir. Ekstraksiyon
islemi yapilincaya kadar dokular derin dondurucu igerisinde muhafaza edilmistir.
Ekstraksiyon igleminde Doyle (1991) metodunun modifiye edilmesiyle olusturulan

asagida sunulan “CTAB DNA Izolasyon” metodu uygulanmustir.
3.3 CTAB lzolasyon Prosediirii

e  Orneklere ait dokular kiigiik parcalara ayrilir ve 200 pl CTAB tamponu (NaCl,
Tris-HCl EDTA, Kloroform) iizerine eklenerek doku tamamen homojen hale
gelinceye kadar homojenize ¢ubuklar ile ependorf tiip igerisinde ezilir.

e 400 ul CTAB ve 50 ul BEM (BC-Merkaptoetanol) bu homojenizat iizerine ilave
edilir ve 10 sn. vortekslenir.

e Ependorf tiipler 65°C’ye ayarlanms su banyosunda 60 dk inkiibasyona tabi
tutulur.

e 500 pul C:IAA (24:1) eklenerek karisimin siite benzer bir hal almasi i¢in yavasca

karigtirilir.
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e +4°C’de, 13000 rpm’de 15 dk. santrifiij yapilir.

e Santriflij isleminin ardindan alinan tiiplerin iist fazinda DNA bulunmaktadir.
Dikkatli bir sekilde alinan tiipler soguk buz {izerine konur. Ardindan iist faz pipet
yardimi ile alinarak yeni ependorf tiiplere aktarilir.

e Tiip igerisinde bulunan DNA karisimi iizerine buzdolabinda 20°C’de bekletilen
Izopropanol’den 500 pl eklenir ve karismasi saglanir.

e -20°C’de bir gece bekletilen tiipler ertesi giin alinarak 13000 rpm’de 10 dk
santrifiij edilir.

e Santrifiij islemi sonrasinda siipernatant kisim atilir ve tiip i¢inde bulunan pellet
%70’1ik ve %100’liik etanol ile 2-3 kez yikanarak laminar flow kabin igerisinde
bir gece kurumaya birakilir.

e Elde edilen ve kuruyan DNA 100 pl TE (Tris-EDTA) tampon eklenmek suretiyle

¢oziiliir, +4°C’de bir gece bekletilir.

Coziinen DNA’ya 2 pl Riboniikleaz (RNAse) eklenir ve sonra -20°C’ye alinir.
3.4 Nanodrop ile Izole Edilen DNA Miktarimin Belirlenmesi

DNA izolasyonu sonrasinda, izolatlarin konsantrasyon ve safliklarint 6l¢iilmek igin
spektrofotometre kullanilmistir. Biospec-nano Spektrofotometre cihazi ile, izolasyon
sonrast elde edilen DNA’1n miktar ve safliklarini ifade eden degerler hesaplanmstir.
Orneklerin  konsantrasyonlarina ek olarak, izolatlarim A260/280 parametreleride
hesaplanmustir. Olgiimleri gerceklestirilerek belirlenen DNA’lar, her tiipte DNA
miktarlar1 50ng/5pl olacak sekilde seyreltilmistir.

3.5 Genomik DNA ve Kullanilan Primerler

Bu tez ¢alismasinda, niikleer gen biiyiime hormon reseptérii exon 10 (GHR exon 10)
bolgesi c¢alisilmistir. Bu bolgenin PCR ile g¢ogaltilabilmesi icin, Adkins vd. (2001)
tarafindan yapilan ¢aligmalarda kullanilan primer ¢iftleri kullanilmis ve yaklasik 819 bp
uzunlugunda bir bolge cogaltilmistir (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2. Calisilan gen bolgeleri primerlerin baz dizileri

Primer adi Baz uzunlugu (5'-3") Referans

Forward Primerler

GHREXON10 5’-GGRAARTTRGAGGAGGTGAACACMATCTT-3’ Adkins vd. 2001

GHR50F 5’- TTCTAYARYGATGACTCYTGGGT-3’ Adkins vd. 2001
Reverse Primerler

GHR750R 5’-GTAAGGCTTTCTGTGGTGATRTAA-3’ Adkins vd. 2001

GHR930R 5’-RTAGCCACANGANGAGAGRAA-3’ Adkins vd. 2001

GHREND 5’-CTACTGCATGATTTTGTTCAGTTGGTCTGTGCTCAC-3" | Adkins vd. 2001

3.6 PCR Amplifikasyonu islemi

Polimeraz Zincir Metodu (PCR) ile ¢aligilan 6rneklerin biiylime hormon reseptorii exon
10 (GHR exon 10) bolgesi amplifiye edilmesi amaglanmistir. PCR amplifikasyonu i¢in
Adkins vd. (2001) makalelerinde kullanilan PCR dongii programlart ile kullanilan iiriin
miktarlar1 incelenmistir. Sonug olarak modifiye edilerek kullanilabilecek en 1yi program

ve PCR karisimi hazirlanmistir (Cizelge 3.3).

Amplifikasyon i¢in Applied Biosystems gradient cihazlar1 kullanilmistir. GHR exon 10
amplikasyonu igin; 94°C’de 5 dakika 6n denaturasyon, 94°C’de 45 saniye denaturasyon
islemi yapilmustir. 1.30 dakika 50°C’de baglanmay1 1.40 dakika 72°C’de uzama islemi
izlemistir. 72°C’deki 10 dakikalik sondaki uzama asamasi ile tamamlanan program

toplamda 35 tekrardan olusur.

Cizelge 3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) karisimi

Kimyasallar Kullanilan miktarlar Stok

Primer 1 (Forward) 12,5 ul 2mM
Primer 1 (Rewerse) 12,5 ul 2 mM

dNTP 1 pl 10 mM
Buffer Tampon 10 pl 5x reaksiyon buffer
H20 oul -

Taqg polimeraz 0,2 ul Su/ul
Toplam 50 ul

19



3.7 PCR Uriiniiniin Agaroz Jel Elektroforezi

PCR amplifikasyon driinleri %1,5’luk agaroz jelde kosturulmustur. Erlende 100 ml
IXTAE tamponunal,5 gr. agaroz ilave edilmistir. Agaroz ve tampon ¢ozelti Mikrodalga
icerisinde hafifce karistirarak kopitiriip saydamlasincaya kadar tutulmustur ve ardindan 3
pul midori green eklenmistir. Agaroz ve tampon karisimi Elektroforez kiivetine
dokiilmeden once kuyucuk olusturmak icin taraklar konulmustur. Jelin donmasiyla
birlikte, taraklar ¢ikartilmistir. Seyreltilmis jelde 1XTAE Buffer konulmus olan bulunan
elektroforesis tank sistemine yerlestirilmistir. Ilk kuyucuga 5 ul 100 bp DNA Ladder
konmustur. Ornekler ise 3’er ul alimmis ve 3 ul 5x Green Reaction Buffer (yiikleme
coOzeltisi) ile karistirllarak diger kuyucuklara yiliklenmistir. En son kuyucuga 6rnek
eklenmeksizin yalnizca PCR karigimi konarak bant varligi olup olmadigi kontrol edilmek

istenmistir.
3.8 Sekans Sonuclarinin Degerlendirilmesi
3.8.1 Sekanslarn eldesi

Elde edilen PCR friinleri Medsantek ve MacroGen Firmasi’na (Hollanda)’ya
gonderilmis, burada BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)
otomatik sekans aleti kullanilarak, zincir durdurma metodu olarak da bilinen Sanger
Yontemi ile DNA dizileri belirlenmistir. Bu metoda gore, her bir DNA niikleotidi farkl
floresan boya (Big Dye Mix) ile boyanarak, DNA parcalar1 kolondan gectikten sonra
lazer 15181 yardimiyla DNA bazlarinin dizisinin tespiti yapilmistir. Dizi sonucu elde edilen

ham sekans verileri (kramotogromlar) tarafimiza e-mail yoluyla génderilmistir.
3.8.2 Sekanslarin okunmasi, dizi analizi

Her bir birey i¢in elde edilen sekans sonuclar1 BioEdit (ver. 7.0.9) programu ile dizilim
diizenlenmistir. Hizalanmalar1 tamamlanan her bir ornek icin ileri primer ve geri
primerler i¢in elimizde olan sekanslar yine ayni program ile align edilip birlestirilmistir.
Sahip olunan tiim orneklerde bu islemin yapilmasinin ardindan biitiin 6rnekler altalta

dizilerek analize hazir hale getirilmistir.
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3.9 istatistik Analizler

Populasyonlar arasindaki farklilik ve degisimleri hesaplamak i¢in asagidaki istatistik

analizler yapilmistir.

e Niikleotid Cesitliligi () ve Haplotip cesitliligi (h) Hesaplama

Haplotipleri belirlemek icin ARLEQUIN (ver. 3.5; Holsinger, 2010) adli populasyon
genetigi calismalarinda yaygin olarak kullanilmakta olan analiz programi kullanilmistir.
Ayrica dnaSP5 (ver: 5) programi ile haplotipler gerek tek tek gerek popiilasyon, tiirve
sitotip temelinde hesaplanmistir, sonuglara ARLEQUIN programi ile de ulasilarak

programlarin dogruluklari teyit edilmistir.

e Network Analizi

Network analizi, bu ¢alismada &rnekler arasinda nasil bir baglanti oldugunu ve ayni

haplotipte gruplanan korfare bireylerini daha iyi incelemek icin kullanilmistir.

e mtDNA Haplotiplerinin Filogenetik Analizleri

Ayni1 haplotipe sahip bireyler ve dis gruplarin eklenmesiyle birlikte MEGA (ver. 5.2)
programlari ile ve online hizmet veren phyML montpeiller (ver. 3) ile cesitli filogenetik
agaclar hazirlanmistir. Bu filogenetik agaclar ¢izilmeden 6nce MEGA (ver. 5.2) programi
ile model test yapilmistir. Model teste sokulan bir data sonucu analizde kullanilacak en
uygun filogenetik agacin olusturulacagi modeli belirleyerek boostrap degerlerinin daha
giivenilir ¢ikmasina ve evrimsel soy hatlarin arastirilan sitotiplerde daha iyi sonuglar

saglamaktadir.
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BOLUM IV

BULGULAR

Tez ¢alismasinda analiz edilen 106 korfare (Nannospalax) 6rneginin biiyiime hormon
reseptorii exon 10 (GHR exon 10) gen bolgesi i¢in 819 bp uzunlugundaki DNA dizisinin
niikleotid igerigi Adenin ve Sitozin bazlar1 agidindan zengin bulunmustur (%29,30 A, %

22,48 T, % 26,35 C, % 21,87 G).

Nokta mutasyonlart DNA’da transversiyon ve transisyon olarak adlandirilan iki sekilde
meydana gelmektedir. Piirinlerin piirinlere degisimleri (yani Adenin ve Guanin bazlari
arasindaki degisimi) ve pirimidinlerin pirimidinlere (Timinin ve Sitozin bazlar
arasindaki degisimi) degisimi Transisyon niikleotid degisimi olarak bilinmektedir.
Piirinlerin pirimidinlere ve pirimidinlerin piirinlere degisimi (Adenin ve Guanin bazlari
ile Timin ve Sitozin bazlar1 arasinda degisimler) transversiyon olarak bilinmektedir. DNA
sekans dizisinde niikleotidlerdeki degisimin anlasilmasinda transisyon ve transversiyon
oraninin 6nemli biiyiiktiir. Tez ¢alismasinda kullanilan korfare 6rneklerinden elde edilen
DNA dizisinin niikleotit kompozisyonunun transisyon - transversiyon orani piirinlerde (A
ve G) ki= 8,611, pirimidinlerde (T, C) ise k= 6,400 olarak bulunmustur. R degeri
(toplamda transisyon - transversiyon orani) “R=[A*G*ki + T*C*kz2] / [(A+G) * (T+C)]”
formiiliiyle hesaplanarak 1,23 bulunmustur. Niikleotidlerin yer degisimi Cizelge 4.1’de

ayrintili olarak verilmistir.

Cizelge 4.1. Nannospalax cinsine ait 6rnekler i¢in niikleotidler i¢indeki transisyon -
transversiyon oranlari (transisyon koyu olarak; transversiyon italik olarak verilmistir)

A T C G
A ] 55952 55952 13,8096
T 5,5952 : 13,8096  5,5952
c 55952 13,8096 . 5,5952
G

13,8096 5,5952 5,5952 -
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4.1 GHR exon 10 Sonuglarina Gore Belirlenen Haplotipler

Biiyiime hormon reseptorii exon 10 (GHR exon 10) gen bdlgesinin ¢alisiimasiyla elde
edilen sekans verilerinin dnaSP version 5.10.01 programu ile analizi sonucunda 6zgiin
haplotipler belirlenmistir. Tez g¢alismasinda degerlendirilen 106 Nannospalax cinsi

korfarelere 6rnegi i¢in 15 6zgiin haplotip belirlenmistir (Cizelge 4.3).

4.1.1 Genetik cesitlilik analiz sonuclar

Tez caligmasinda degerlendirilen 106 korfare 6rneginin analizi sonucu 15 6zgiin haplotip
tespit edilmis ve tiim verilerden elde edilen haplotip ¢esitliligi h=1,000 olarak
belirlenmistir. Bununla beraber o6rneklerin niikleotid degisimi 7=0,0078 olarak
bulunmustur. Kimura-2 parametresine gore (Kimura, 1980) haplotipler arasinda
hesaplanan mesafe (distance) degerleri Cizelge 4.2°de ayrintili bir sekilde sunulmustur.
Haplotipler arasinda belirlenen kimura -2 genetik mesafe degerleri incelendiginde Hap 2
(2n=56 Trakya N. leucodon) ve Hap 4 (2n=56 N. ehrenbergi) ve Hap 11 (2n=56 N.
ehrenbergi) arasinda en yiiksek degerler gostermistir. Diger taraftan Hap 2 (2n=56 Trakya
N. leucodon) ile Hap 8 (2n=54 N. tuncelicus) arasinda da oldukga yiiksek belirlenmistir.
Tiirler arasinda karsilastirma yapildiginda N. ehrenbergi ile N. leucodon arasinda 0,021,
N. leucodon ile N. tuncelicus arasinda 0,016, N. ehrenbergi ile N. leucodon arasinda

0,015, N. ehrenbergi ile N. xanthodon arasinda 0,010 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Haplotipler arasinda kimura 2- parametre degerleri

Hapl Hap2 Hap3 Hap4 Hap5 Hap6 Hap7 Hap8 Hap9 Hapl0 Hapll Hapl2 Hapl3 Hapl4 Hapl5

Hapl

Hap2 0,019

Hap3 0,011 0,015

Hap4 0,001 0,020 0,012

Hap5 0,011 0,015 0,005 0,012

Hap6 0,011 0,015 0,005 0,012 0,005

Hap7 0,010 0,014 0,004 0,011 0,004 0,001

Hap8 0,012 0,016 0,006 0,014 0,001 0,004 0,005

Hap9 0,009 0,012 0,002 0,010 0,002 0,002 0,001 0,004

Hapl10 0,010 0,014 0,004 0,011 0,001 0,004 0,002 0,002 0,001

Hapll 0,002 0,021 0,014 0,001 0,014 0,014 0,012 0,015 0,011 0,012

Hapl2 0,012 0,016 0,004 0,014 0,006 0,006 0,005 0,007 0,004 0,005 0,015

Hap13 0,011 0,015 0,005 0,012 0,002 0,005 0,004 0,004 0,002 0,001 0,014 0,006

Hapl4 0,011 0,015 0,002 0,012 0,005 0,005 0,004 0,006 0,002 0,004 0,014 0,001 0,005

Hapl5 0,011 0,015 0,005 0,012 0,002 0,005 0,004 0,004 0,002 0,001 0,014 0,006 0,002 0,005
Hapl6 0,010 0,014 0,001 0,011 0,004 0,004 0,002 0,005 0,001 0,002 0,012 0,002 0,004 0,001 0,004
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Cizelge 4.3. Calismada degerlendirilen Nannospalax tiirlerinde elde edlilen 6zgiin
haplotip listesi

Haplotip | Ornek Ornek Numarasi

Numarasi | Sayisi

H1 11 39 (Hatay), 45 (Hatay), 46 (Hatay), 47 (Iskenderun), 48 (Iskenderun),
50 (Hatay), 51 (Hatay), 53 (Osmaniye), 84 (Elazig), 85(Elaz1g), 88
(Elaz1g)
H2 6 16 (Istanbul), 19 (Canakkale), 209 (Kirklareli), 232 (Tekirdag), 233
(Tekirdag), 240 (Tekirdag)
H3 14 38 (Nigde), 120 (Mersin), 121 (Mersin), 3683 (Ankara), 4537

(Konya), 4915 (Ankara), 3684 (Kiitahya), 4644 (Sivas), 4657 (Sivas),
4786 (Konya), 4788 (Isparta), 5304 (Yozgat), 5939 (Eskisehir),
Bilecik (6149)

H4 4 52 (Adana), 54 (Adana), 55 (Adana), 221(Kahramanmaras)

H5 4 59 (Tunceli), 68 (Bingdl), 82 (Mus), 83 (Mus)

H6 2 70 (Agr), 75 (Van)

H7 6 73 (Tunceli), 79 (Tunceli), 80 (Van), 4661 (Bayburt), 4880

(Bayburt), 6363 (Agr)

H8 2 76 (Bitlis), 77(Bitlis)

H9 9 134 (Adana), 150 (Kahramanmaras), 237 (Adana), 239 (Adana), 244
(Kirikkale), 4572 (Kirsehir), 4795 (Isparta), 4912 (Kirikkale), 4913

(Kirikkale)
H10 26 231 (Canakkale), 236 (Canakkale), 241 (Canakkale), 243
(Canakkale), 6131 (Manisa), 6162 (Balikesir), 6132 (Izmir), 6134
(Balikesir), (Manisa), 6160 (Balikesir), 6161 (Balikesir), 6202
(Isparta), 6206 (Isparta), 6207 (Aydn), 6209 (Aydin), 6222 (Aydin),
6232 (Izmir), 6250 (Aydin), 6251 (Aydm), 6254 (Isparta), 6255

(Konya), 6256 (Aydin), 6263 (Konya), 6267 (Konya), 6268 (Konya)

H11 1 229 (Adana)

H12 3 2504 (Afyonkarahisar), 6231 (Isparta), 6253 (Burdur)

H13 8 4009 (Bolu), 4011 (Bolu), 4016 (Bolu), 4203 (Bolu), 4828 (Ankara),

4830 (Bolu), 4929 (Bolu), 4936 (Bolu)
H14 8 122 (Mersin), 124 (Mersin), 4294 (Konya), 4302 (Konya), 6159
(Bilecik), 6201 (Isparta), 6208 (Isparta), 6234 (Denizli)
H15 1 6197 (Aydn)
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4.1.2 Filogenetik analizlerde kullamlan model testin belirlenmesi

Tez caligmasinda GHR exon 10 gen bolgesi icin filogenetik analizler belirlenen 15
haplotip iizerinden yapilmistir. Belirlenen haplotiplerin filogenetik agaclarinin
olusturulmasinda kullanilcak modeli belirlemek i¢in MEGA version 7.0.7 programi
kullanilmistir. Bu program ile haplotiplerin sekanslar1 analiz edilmis ve en uygun model

K2 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4. GHR exon 10 geni filogenetik analizlerinde kullanilan model test sonuglari
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4.1.3 GHR exon 10 geni maksimum likelihood (ML) analizi sonuglari

Tez calismasinda GHR exon 10 gen bolgesinin filogenetik analizi sonucunda ML agaci,
korfareler i¢in Tirkiye’de tanimlanan dort tiiri N. xanthodon, N. ehrenbergi, N.
tuncelicus ve N. leucodon tiirleri net bigimde ayrilmis, ayri birer monofiletik soy (lineage)
olusturmustur. Bu tiirler arasinda ilk biiylik kopma Trakya’da yayilis gosteren N.
leucodon ve Anadolu’da yayilig gosteren diger ii¢ tiir (N. xanthodon, N. ehrenbergi ve N.
tuncelicus) arasinda meydana gelmistir. Anadolu tiirleri arasinda ise ikinci biiyiik fark N.
tuncelicus ve N. xanthodon tiirleri ile N. ehrenbergi tiirii arasinda bulunmustur. Tiirler ve
haplotipler arasinda hesaplanan genetik mesafe analizleri, tiirler arasindaki ilk
izolasyonun Trakya formlar1 ve Anadolu formlar1 arasinda oldugunu desteklemektedir.
Tez ¢alismamizda Trakya’dan ve Anadolu’dan elde edilen korfare popiilasyonuna ait
ornekler % 95 oraninda yiiksek bir bootstrap degeri ile birbirinden ayrilmigtir. ML
analizinde N. xanthodon, N. tuncelicus ve N. nehringi tiirlerini yakin kiimelemistir. Fakat
olusan bu parafiletik grup bile kendi i¢inde % 50’nin iizerinde bootstrap degeri ile
ayrilmistir. Bilinen tiirlerin aksine (N. xanthodon, N. ehrenbergi ve N. leucodon) 6zellikle
I¢ Anadolu’da yayilis gdsteren korfare populasyonlar: bu iig tiirle ayni seviyede genetik
farkliliga sahip oldugu belirlenmistir Bu durum N. ehrenbergi tiirii i¢inde gruplanan
2n=56 ve 2n=48, 52 sitotipleri arasinda da %99 gibi yliksek degerle belirlenmistir (Sekil
4.1).

Hap10 2n= 36, 2n=38, 2n=40 b
Hap1d 2n=52K Nannospalax xanthodon
Hap15 2n=36

Hap5 2n=54 Tunceli, Muy, Bitlis
Haps 2n=54 Tunceli, Muy, Bitlis
Hap6 2n=48

Hap7 2n=44, In=48, 2n=30
Hap9 2n=54, 2n=56

Hap3 2n=52G, 2n=58, In=60
Hap12 2In=60

Hapt4 2n=51G, 2n=60 —
Hap2  2n=56 Trakya j Nannospalax leucodon

Nannospalax tuncelicuy

Nannospalax nehringi?

] L

Nannospalax xanthodon

Nannospalax cilicicus !

Hapt 2n=48 Hatay, 2n=52
Hapd  2n=56 Nannespalax chrenbergi

{Hapi‘ 2n=56

L — MFo74900

Sekil 4.1. GHR exon 10 geni i¢in olusturulanMaksimum Likelihood (ML) filogenetik
agaclt
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4.1.4 GHR exon 10 geni icin neigbour-joining (NJ) analiz sonuc¢lari

Yapilan analiz sonucu N. leucodon, N. ehrenbergi ve N. xanthodon tiirleri ML analizin
de oldugu gibi net bir sekilde birbirinde ayrilmigtir. Ayni sekilde N. cilicicus 6rneklerinin
I¢ Anadolu populasyonunun ayrimini ML analizinde oldugu gibi net bir sekilde NJ
analizinde de ortaya koymustur. N. tuncelicus tiiriine ait haplotipler N. xanthodon kladina
yakin kiimelense de % 50’nin iizerinde bootstrap degeriyle farkli bulunmustur. N.
ehrenbergi kladi igerisinde yer alan haplotipler ve sitotipler mevcut {i¢ tiir arasinda

gozlenen farklilik derecesinde ayr1 monofiletik gruplar olusturmustur (Sekil 4.2.).

{ Hap10 2n= 36, 2n=38, 2n=40
29 Hap13 2n=52K Nannospalax xanthodon
Hapl§ 2u=36

Hap5 2n=54 Tunceli, Muy, Bitlis ; >
{ Nannospalax tuncelicus

67 Hap8 2n=54 Tunceli, Muy, Bitlis

5( —Hap6 2n=48 y P
3 1 Hap7 2n=44, 20=48, 2n=50 Nannospalax nehringi?

Hap9 2n=54, 2n=56
Hapl 2n=52G, 20=58, 2n=60

T _{:"ﬂplz In=60

7 Hapl4 2n=52GC, 2n=60
Hap2 2n=56 Trakya j Nannospalax leucodon
Hapl 2n=48 Hatay, 2n=52

. ‘__{:H“P" 2In=56 ] Nannospalax ehrenbergi
17 Hap112n=56

—— AM910976
39 L— MF074900

Nannospalax xanthedon

Nannospalax cilicicus ?

Sekil 4.2. GHR exon 10 geni igin ¢izilen Neigbour-Joining (NJ) filogenetik agaci

4.1.5 GHR exon 10 geni icin bayesian analiz sonuglari

Bayes filogenetik analizi Maksimum likelihood algoritmasi ile analiz edilen 10000
tekrarli se¢-bagla (bootstrap) agacina olduk¢a benzer agag topolojisini gostermistir. Bu
analizde de glinlimiizde gegerli olan ii¢ tiir (N. ehrenbergi, N. leucodon, N. xanthodon)
bu analizde de belirgin bir sekilde ii¢ ayr1 kladlar olusturmustur. Bu ii¢ tiiriin haricinde N.

cilicicus ve N. tuncelicus ayr1 monofiletik gruplar olusturmustur (Sekil 4.3).
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Hap1 2n=48 Hatay, 2n=52 j Nannospalax ehrenbergi
Hap2 2n=56 Trakya j Nannospalax leucodon

I —Hap3 2n=52G, 2n=58, 2n=60
o

Hap12 2n=60 Nannospalax cilicicus

Hap14 2n=52C, 2Zn=60

4 100%
’ | —Hap5 2n=54 Tunceli, Mus, Bitlis
i1

] Nannospalax tuncelicus
- Hap8 2n=54 Tunceli, Mus, Bitlis

Hap10 2n= 36, 2n=38, 2n=40

| e Hap13 2n=52K Nannospalax xanthodon
Hap15 2n=36
Hapé 2n=48

m -97.83% ] Nannospalax nehringi?
Hap7 2n=44, 2n=48, 2n=50

Hapd 2n=54, 2n=56 j Nannospalax cilicicus ?

Hap4 2n=56

- Nannospalax ehrenbergi
Hap11 2n=56

AMO10976

100%

MFQ074900

Sekil 4.3. GHR exon 10 gen bolgesi icin ¢izilen Bayesian filogenetik agaci

4.1.6 GHR exon 10 gen bélgesi icin network analizi sonug¢lari

4.1.7 GHR exon 10 Gen Bolgesi icin Network Analizi Sonuclar:

GHR Exon geni igin sekans analizi sonuglar1 Network 5.0 programi ile analiz edilmistir.
Network analiz sonuglar1 tiim filogenetik agaglarin sonuglari ile benzerlik gostermistir.
Network analizi sonucu N. tuncelicus ile N. xanthodon tiirii arasindaki baglantinin Hap13
(2n=52K) kuzeydeki sitotip araciligi ile oldugunu gdstermistir. N. nehringi tiiriiniin ise
yine N. xanthodon farkli zamanda ayristigin1 gostermektedir. N. nehringi tiiriiniin N.
xanthodon tiirii haplotipleri arasindaki baglantiy1 ise Hap 9 (2n=54) I¢ Anadolu’da
bulunan sitotip ile sagladigi belirlenmistir. Network analizi sonuglari da diger filogenetik
analizler gibi N. tuncelicus, N. nehringi, N. cilicicus ve N. ehrenbergi i¢indeki farkli

sitotiplerin ayr tiir seviyesinde farkliliklara sahip oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.4. GHR exon 10 gen bdlgesine ait Network analiz sonuglari
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BOLUM V

TARTISMA

Biyogesitlilik yonetimi ve koruma ¢aligmalarinin planlanabilmesi icin tiirlerin
dagilimlarinin ve taksonomik durumlarinin bilinmesi elzemdir. Tiirkiye korfare
populasyonlar1 ve sitotiplerinin taksonomik durumlar1 belirsizligini korumaktadir.
Muhtemelen endemik statiide degerlendirilecek yeni tiirler barindiran Tiirkiye korfare
populasyonlar1 iizerine yapilacak her tiirlii ¢alisma tiirlin korunmasi i¢in 6nem arz
etmektedir. Ayrica Tiirkiye’de taksonomik olarak belirsiz olan sitotip ve populasyonlarin
taksonomik durumlarinin belirlenmesi 6zellikle kanser ¢alismalarinda model organizma

olarak kullanilan korfareler tizerine ileride yapilacak ¢alismalara temel olusturacaktir.

Tiirkiye korfareleri i¢in bu zamana kadar ¢ok sayida tiir ve alttiir tanim1 yapilmigtir.
Bunlardan ilki Nordmann (1840) tarafindan izmir’den S. typhlus xanthodon adiyla
verilmistir. Ardindan Méhely (1909) S. monticola anatolicus adiyla Bornova’dan bir
alttlir tammmlamustir. Bu iki alttiiriin yayilis gosterdigi alanlardan (Balikesir, Manisa,
Canakkale, Bursa, Gok¢eada, Bozcaada’dan) daha sonra yapilan karyolojik ¢aligmalar
sonucunda bu tiirlerin karyotipinin 2n = 38 NF = 74 oldugu belirlenmistir (Arslan ve
Zima, 2013; Kankili¢ vd., 2009; Kankili¢ vd., 2010; Nevo vd., 1995; Savi¢ ve Soldatovi¢,
1979; Sozen, 2004; Sozen vd., 2013; Tez vd., 2002). Bu karyotipin giiniimiizde yayilis
gosterdigi lokaliteler incelendiginde Oncelik kurali nedeniyle kabul edilen N.
xanthodon’un populasyonlarinin izmir’den baslayarak Bursa’nin batisina kadar ve
Gokgeada ve Bozcaada’da deniz etkisindeki bolgelerde yayilis gosterdigi sdylenebilir
(Sekil 5.1).

Tunceli ili Yukar1 Firat havzasinda kalan ve topraklarinin %70’ gecit vermeyen
daglardan olusan bir bolgedir. Bu daglar asilmasi gii¢ sinirlar olusturdugu i¢in Tunceli
korfareleri, dogusundaki Igdir ovasindan baslayan ve Erzincan Ovasina kadar uzanan
verimli ¢Okiintli alanlarinda yayilis gosteren N. nehringi tiirtine ait korfareler (2n = 48,
50) ile biitiinlesememistir. Dogu Toros daglarinin uzantilar1 Dogu-Bat1 yoniinde uzanarak
ilin kuzeyini giineyinden ayirir. Mercan daglar ilin kuzey batis1 ve glineyi arasinda bir
set olusturarak kuzeyde N. munzuri Coskun (2004) (2n = 58), giineyde ise N. tuncelicus

Coskun (2004) (2n = 54) tiirlerinin olusmasina neden olmustur. Karagol daglari ise Ilin
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Kuzey Dogusunu diger bolgelerden ayiran bir etkiye sahiptir ve bu bolge farkli bir sitotipe
2n =44 NF = 72 ev sahipligi yapmaktadir.

Anadolu’dan ayrica Satunin (1898) tarafindan N. nehringi tiirii Kaskoparan’dan
tamimlanmistir. Daha sonra Topachevskii (1969), N. nehringi tiiriiniin Kafkaslar ve
Tiirkiyenin dogusunda yayilis gosterdigini teyit etmistir. Bu tiir yakin zamanda KryStufek
vd. (2009) tarafindan N. xanthodon tiiriniin sinonimi olarak kabul etmis olsa da, hem
cografik olarak farkli konumlanmasi hemde morfolojik agidan bu tiiriin tiim 6rneklerinin
palatin kemiginin arkasinda diken seklinde bir ¢ikint1 icermesi, iist molarlarin 3 koklii
olmast, 6zgiin bakulum yapisi ve karyolojik agidan farkli say1 ve morfolojideki otozomal
kromozomlara sahip olmasindan dolay1 (Coskun, 2003; Kankili¢ vd., 2007; Kankilig¢ ve
Giirpinar, 2014; Kivang, 1988), bu taksonu ayr1 bir tiir olarak degerlendirilmistir. Bu tiir
cografik olarak “Anadolu Diyagonali” olarak bilinen, Anadoluyu kuzeyden giineye
ayiran topografik olusumlarin etkisiyle I¢ Anadolu kérfare populasyonlarindan ve
giineydeki Giiney Dogu Toros Daglari ile N. ehrenbergi tiirtinden cografik olarak izole
allopatrik tiirdiir. Bu nedenle bu tiir Kafkas cografik bolgesi ile Anadolu’nun en yiiksek
yaylalarii iceren Dogu Anadolu Bolgesinde ve Dogu Karadeniz Daglarinin yiiksek
gliney yamaglarinda yayilis gosterdigi kabul edilmistir. Bu tiiriin yayilis alanlardaki
populasyonlar (Kars, Ardahan, Erzurum, Igdir, Agri, Mus and Van) icin yapilan
karyolojik ¢aligmalar incelendiginde bu alanda iki farkl: sitotipin 2n = 48 ve 50 yayilis
gosterdigi belirlenmistir (Coskun ve Kaya, 2013; Coskun vd., 2012; Coskun vd., 2009;
Kankili¢ vd., 2007).

N. ehrenbergi Nehring (1897) tarafindan Yafa-Israil’den verilmistir. Daha sonra
Tiirkiye’den Iskenderun-Arsuz-Cengelkdéy Nehring (1897) N. intermedius tiirii
tanimlanmistir. Nehring (1897) N. kirgisorum’u baska bir tiir olarak Bati1 Kirgizistanin
Ryn Peski steplerinden tanimlamistir (simdiki bati Kazakistan; Topachevskii (1969),
daha sonra tanimlanan bu holotipin tip lokalitesinin yanlis oldugu belirtilerek ve holotipin
Kirgiz steplerinin aksine Suriye’den alinmis olabilecegi oOnerilmistir (Ellerman ve
Morrison-Scott, 1966; Harrison ve Bates, 1991; Méhely, 1913). Kivang (1988) Tiirkiye
N. ehrenbergi populasyonlari N. e. intermedius ve N. e. kKirgisorum olmak tizere iki alttiire
ayrrmustir (N. e. intermedius ve N. e. kirgisorum). Kivang (1988)’a gore N. e. kirgisorum
Urfa’da bulunmakta, N. e. intermedius ise Giiney Dogu Anadolu’da Urfa hari¢ diger

bolgelerde bulunmaktadir. N. kirgisorum tiirii tip lokalitesindeki belirsizliginden dolay1
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gegcerli bir tiir veya alttiir degildir. Bu nedenle N. ehrenbergi tiiriine ait populasyonlarin
ve sitoriplerin taksonomileri yeniden degerlendirilmelidir. Karyolojik ¢aligmalar
sonucunda N. ehrenbergi tiirtinde 5 farkli sitotip (2n =48, 52, 54, 56 ve 58) belirlenmistir
(Coskun vd., 2006; Ivanitskaya vd., 1997; S6zen vd., 2006). Bu sitotiplerin yayiliglart
Coskun vd. (2006) ayrintil1 bir sekilde sunulmustur.

N. ehrenbergi tiiriiniin 2n = 56 NF = 72 sitotipi Adana ve Tarsus’tan tanimlanmistir
(Coskun vd., 2006; Ivanitskaya vd., 1997; Sozen vd., 2006). Fakrli olarak ayni sitotip
Szunyoghy (1941) tarafindan Adana’dan N. ehrenbergi var. ceyhanus olarak

tanimlanmigtir. Fakat bu tanimlanan tiiriin gegerliligi halen tartismalidir.

Korfareler iizerine son yapilan revizyon ¢alismasinda (Krystufek vd., 2009) tarafindan
Tiirkiye’de 3 korfare tiiriiniin bulundugu, sitotiplerin ayr tiirler olarak degerlendirilmesi
durumunda yaklagik 20 ilave tiir tanimina ihtiya¢ oldugunu ve bu durumun korfare

taksonomisini daha karmasik bir hale sokacagini belirtmektedir.

Bu tez ¢alismasinda yapilan filogenetik analizler Tiirkiye’de sadece 3 tiirtin oldugu (N.
xanthodon, N. ehrenbergi ve N. leucodon) goriisiinii desteklememektedir. Bu tez ayrica
N. xanthodon tiiriniin tiim Anadolu’yu temsil edebilecek kadar homojen olmadigi,
ozellikle dogudan tanimlanan N. tuncelicus ve N. nehringi tiirlerinin ve I¢ Anadolu’da
2n=54, 56, 58, 60 sitotiplerini barindiran populasyonlarin ayri tiirler olarak
stiflandirilmasimi 6nermektedir. i¢ Anadolu populasyonlarini tanimlama asamasinda, bu
bolgeden daha 6nce tanimlanan en eski tiir taniminin N. cilicicus ismiyle tanimlanmasi
nedeniyle (N. leucodon cilicicus Mehely, 1909, Nigde- Madenkdy), I¢ Anadolu
populasyonlart i¢in N. cilicicus tir ismi kullanilmistir. N. xanthodon tiiriiniin ise ilk
tanimlandig1 izmir (2n=38) ve dolaylarinda ayni kromozomal forma sahip populasyonlar
ve bu populasyondan evrildigi diisiiniilen 2n=36 ve 2n=40 sitotipleririni temsil eden
populasyonlar i¢in kullanilmas1 gerekliligi onerilmistir. Bu tiirlerin haricinde 6zellikle
Bolu ili ve ¢evresinde genis bir yayilisa sahip olan 2n=52K sitotipinin ilave yeni tiir

oldugu kabul edilmistir.

Tiirkiye korfarelerinin son taksonomik durumlari Sekil 5.1°de 6zetlenmistir. Tiirkiye igin
mevcudiyeti kabul yeni kabul edilen bu tiirler (N. nehringi, N. tuncelicus, N. cilicicus)

arasinda hesaplanan kimura-2 mesafe degerleri bu durumu desteklemektedir. Ozellikle
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yapilan filogenetik agaglarda bu tiirlerin géstermis oldugu topolojiler ve olusan yeni

kladlar bu goriisii desteklemistir.

Nannespalax ehrenbergl

n= 36, =08, =40
n=52K I\mnm\nmubdu
2n=36 k
20=8 Tuncell, Muy, Bitlis <
In=54 Tunceli, Muy, Bitlis .-"‘"“P““m
| In=42 ) '

5 244, 2048, 250 i il | ;
In=54, 2056
2n=82G, In=3§, In=00) I\m.mnh cltieiens 2 | =
260
n=82G, In=80)
1nw%5 Trakya . ansagpalir leacods

In=48 Hatay, In=52
Hapd 0% Nammorpiioe ehranbergi

; {u;,n =56

—ANS12978
Al MFO740

Sekil 5.1. Tiirkiye korfare tiirleri ve cografik dagilislart
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