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Danigsman: Prof. Dr. Reyhan COLAK

Sar1 yakali orman faresi olarak bilinen Apodemus flavicollis Bati Palearktik’te yayilis gosteren
bir kemirici tiriidiir. Bu tez calismasi kapsaminda Anadolu ve Trakya’dan toplam 17
lokaliteden A. flavicollis populasyonlarinda genetik varyasyon seviyesi mitokondriyal (sitokrom
b) ve ¢ekirdek DNA (mikrosatellit) belirtecleri kullanilarak belirlenmistir. A. flavicollis’in
gruplar (Trakya-Anadolu), populasyonlar ve bireyler arasi genetik ¢esitlilik ve farklilasma
seviyeleri ile filogenetik iliskileri belirlenmis, bu farklilasmaya yol acan evrimsel siirecler
degerlendirilmistir. Her iki belirtec ile ayri1 ayri yapilan analiz sonuglarina gore; genetik
varyasyonun populasyon iginde ve populasyonlar arasinda yiiksek oldugu, A. flavicollis
populasyonlarinin Anadolu ve Trakya olarak iki gruba ayrildigi, Anadolu populasyonlarina ait
orneklerin ise karmasik bir gruplanma sergiledigi belirlenmistir. Genetik varyasyonun yiiksek
bulunmasinda Anadolu’nun Kuvaterner buzul donemlerinde siginak olarak gérev yapmasi etkili
olmus olabilir. A. flavicollis populasyonlarinin Trakya ve Anadolu seklindeki yapilanmasi ise
Kuvaterner buzul donemleri siiresince Trakya ve Anadolu A. flavicollis gruplarinin biri Anadolu
digeri Italya-Balkan olmak iizere iki farkli sigmakta hayatta kalmus olmasiyla agiklanabilir.
Biyocografik bariyer olarak Karadeniz ve Kafkas Daglari ile Istanbul ve Canakkale
Bogazlari’nin, iki kita arasinda kolonizasyonu engellemesiyle populasyonlar arasindaki gen
akisinin kesilmesine bagli olarak farklilagma gergeklesmis olabilir. Tiirkiye’de daha 6nce
morfolojik calismalar 1s1ginda yapilan alttiir tanimlar1 yeniden degerlendirildiginde, yapilan
genetik analizlerin sonuglarina dayanarak Trakya populasyonlarinin A. f. brauneri, Anadolu
populasyonlarinin ise A. f. saturatus olarak degerlendirilebilecegi sonucuna varilmistir.

Haziran 2016, 151 sayfa
Anahtar Kelimeler: Apodemus flavicollis, genetik cesitlilik, sitokrom b, mikrosatellitler,

Tiirkiye



ABSTRACT
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DETERMINATION OF GENETIC VARIATIONS OF Apodemus flavicollis
(MELCHIOR, 1834) (MAMMALIA: RODENTIA) POPULATIONS IN TURKEY
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The yellow-necked fieldmouse, Apodemus flavicollis is a Rodent species distributed across the
Western Palearctic region. In the present study, genetic variations of A. flavicollis populations
from 17 locations in Anatolia and Thrace were determined using mitochondrial (cytochrome b)
and nuclear DNA (microsatellites) markers. Within- and among-population and among-group
(Thrace-Anatolia) genetic diversity and genetic differentiation levels and phylogenetic
relationships of populations were evaluated to develop a better understanding of the
evolutionary processes leading to the observed genetic differentiation. Results of the study
pointed to a high genetic diversity within and among populations; indicating two distinct genetic
groups in Thrace and Anatolia whose samples of A. flavicollis populations exhibited an
admixture grouping. High genetic variation is thought to be attributable to the refuge position of
Anatolia in Quaternary ice ages. Further, the Anatolian and Thracian grouping of A.
flavicollis populations can be explained by isolation of two groups in two different refugia (one
in Anatolia and the other one in Italo-Balkan region) during the Quaternary ice ages. Likewise,
genetic differentiation may be due to the restricted gene flow resulting from hindering the
colonization between two continents by the biogeographic barrier effect of the Black Sea, the
Caucasus, the Bosphorus and Dardanelles. Also taking into consideration previously identified
subspecies of A. flavicollis by morphological studies in Turkey, together with the genetic
analysis results here, we conclude that Thrace populations can be described as A. f. brauneri and
Anatolian populations as A. f. saturatus.

June 2016, 151 pages
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SIMGELER DiZiNi

% Yiizde

+ Art1

o Niikleotid cesitliligi

°C Santigrat derece

2n Diploid Kromozom Sayis1

o Transisyon

B Transversiyon

BME B-Merkapto etanol

ul Mikrolitre

MgCl, Magnezyum dikloriir

ml Mililitre

mM Milimolar

NaCl Sodyum kloriir

nmol Nano mol

OH Hidroksit

Rpm Revolutions per minute (Dakikadaki devir sayisi)
Kisaltmalar

A Adenin

A Lokus bagina diisen ortalama allel sayist
AIC Akaike Information Criterion (Akaike Bilgi Kistasi)
AFLP Cogaltilmig par¢a uzunluk polimorfizmi

AMOVA  Analysis of Molecular Variance (Molekiiler Varyans Analizi)
ATP Adenozin trifosfat

BAPS Bayesian Analysis of Population Structure

be Baz ¢ifti

BIC Bayesian Information Criterion (Bayesian Bilgi Kistasi)
C Sitozin

C:I1IAA Kloroform: izoamil alkol

CTAB Setil trimetil amonyum bromiir

Cv Populasyon biiylimesiyle ilgili degiskenlik katsay1
Cyt-b Sitokrom b

D Genetik mesafe degeri

Da Nei vd. (1983) genetik mesafe degeri

DNA Deoksiribo niikleik asit

dNTP Deoksiribo niikleotid trifosfat

ddNTP Dideoksiribo niikleotid trifosfat

EDTA Etilendiamin tetraasetik asit

ESS Efektif 6rneklem biiyiikligii

FCA Faktoriyel Benzerlik Analizi

Fer Gruplar arasi fiksasyon indeksi

Fsc Grup i¢in populasyonlar arasi fiksasyon indeksi

vii



Fst Gruplar arasi populasyonlar arasi fiksasyon indeksi

Fis Soy i¢i iireme miktarnin 6l¢iimii

Fir Toplam soy i¢i iireme katsayisi

Fsr Fiksasyon indeksi

G Guanin

GTR+G Generalized time reversible+Gamma

GTR+G+l  Generalized time reversible+Gamma+Invariant sites
h Haplotip cesitliligi

H Ortalama heterozigotluk

H. Beklenen heterozigotluk

Ho Gozlenen heterozigotluk

K STRUCTURE analizinde muhtemel populasyon sayisi
K2pP Kimura 2 parametresi

MCMC Markov Chain Monte Carlo

MJ Median-joining

ML Maksimum Olasilik (Maximum Likelihood)
MP Maksimum Tutumluluk (Maximum Parsimony)
MtDNA Mitokondriyal DNA

Myd Milyon y1l 6nce

NF Temel kromozom sayisi

NFa Otozomal kol sayis1

NJ Neighbour Joining

Nm Gen akisi

P Polimorfik lokuslarin yiizdesi

pmol Pikomol

PZR Polimeraz Zincir Reaksiyonu

r Raggedness istatistigi

R Toplam transisyon/transversiyon orani

RAPD Rastgele cogaltilmis polimorfik DNA

RFLP Restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmi

RNA Ribo niikleik asit

rRNA Ribozomal RNA

SNP Tek niikleotid polimorfizmi

SSR Simple Sequence Repeats (Basit dizi tekrarlari)
STR Short Tandem Repeats (Kisa ard arda tekrarlar)
T Timin

TAE Tris Asetik asit EDTA

Tau Mutasyon zamanina gore populasyon biiyiimesinin Ol¢titii
TBR Tree-bisection-reconnection

TE Tris EDTA

TEM Gegirimli elektron mikroskobu

Tris-HCI Tris Hidroklorik asit

tRNA Tastyict RNA

uv Ultraviyole
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1. GIRIS

Anadolu; topografyasi ve iklimindeki ¢esitlilik bakimindan benzersiz bir kara pargasi
olmakla birlikte kiiciik bir kita olarak ta tanimlanabilmektedir (Asia Minor- Kiiciik
Asya). Siradaglarin, volkanlarin, ovalarin, karstik platolarin, gollerin, denizlerin ve
akarsularin birbirlerine olan yakinliklari, farkli iklim tiplerinin ayni zaman dilimi i¢inde
yan yana goriilmesini miimkiin kilmaktadir. iklimdeki cesitlilik ve topografya
Tirkiye’deki biyocesitlilige iki sekilde yansimaktadir. Bunlardan ilki; dogal yasam
ortamlarinin yani ekosistemlerin ¢esitliligi (fundaliklar, bozkirlar, ormanlar, tuzcul
goller gibi) iken, digeri; diger alanlardan fiziksel ve iklimsel olarak kopmus alanlarin
(ylksek dag zirveleri, kapali havza goller, derin nehir vadileri gibi) cesitliligidir. Diger
alanlardan kopmus bu tip alanlarda zaman icerisinde iklimsel olarak, jeomorfolojik
olarak ve toprak yapisi bakimindan degisiklikler olusmasi ile fiziksel yalitimin etkisi
daha da artmaktadir. Tim bu cografik kosullar zaman igerisinde endemizmin

olusumuna neden olarak biyocesitliligi arttirmaktadir.

Genetik varyasyon, biyocesitliligin devamliligi acisindan olduk¢a Onemlidir. Habitat
parcalanmas1 ya da tahribatiyla kiigiilen populasyonlar genetik siiriiklenme, soy i¢i
iireme gibi etkenlerle genetik varyasyonlarini kaybetme tehlikesi altindadirlar. Diisiik
genetik varyasyon, populasyonlart olusturan bireylerin uyum giicli, hastalik ya da
parazitlere kars1 direnci, ¢evresel degisikliklere cevap olusturma kabiliyetini diistirtir.
Dolayisiyla populasyon bazinda uyum giicii, direnglilik ve uzun siireli adaptasyonda
azalmaya yol acar. Biyocesitlilik kaybi; ekosistem tahribati, ekolojik komiinitelerin
tahribati, tiirlerin yok olmasi, populasyon cesitliliginin azalmasi, lokal populasyonlari
olusturan bireylerdeki genetik varyasyonun kaybedilmesi seklinde degisik seviyelerde
kendini gosterir. Biyogesitlilik kaybi farkli seviyelerde degerlendirilse de aslinda hepsi
birbiriyle iligkilidir. Bu nedenle biyogesitliligin siirdiiriilmesi ic¢in tiim seviyelerde

devamlilik 6nemlidir (Lacy 1997).

Biyogesitliligin devamliligi, genetik ve ekolojik olarak farklilasmis populasyonlarin
varligiyla miimkiindiir. Populasyon yapisi, hem gilinlimiizde isleyen siire¢lerin hem de

geemis slireclerin bir biitiinii olarak olugsmaktadir (Hewitt ve Butlin 1997). Molekiiler



belirtegler kullanilarak populasyon biiyiikliigiiniin, gen akiginin, es se¢iminin, {ireme
basarisinin belirlenmesi ile siiriiklenme, yayilig, ¢iftlesme ve secilim gibi giiniimiiz
evrimsel siire¢lerinin tanimlanmasi miimkiin olmustur. Giinlimiiz siire¢leri kadar uzak
gecmiste meydana gelmis olaylarin tiirlerin ve populasyonlarin genomlar:1 iizerine

etkilerinin belirlenmesi de 6nemlidir (Hewitt 1999).

Tiirkiye, Palearktik Bolge (Orta ve Kuzey Asyat+Avrupa+Kuzey Afrika) igcerisinde yer
aldig1 icin gliniimiiz zoocografik yapisi ve bilesimi Palearktik faunanin bir pargasi
olarak degerlendirilir. Paleontolojik veriler, Anadolu, Balkanlar, Ege Denizi ve
Ortadogu’yu kapsayan Dogu Akdeniz’in, Neojen/Tersiyer boyunca Asya, Avrupa ve
Afrika arasinda memeliler i¢in bir degisim noktasi ve dnemli bir gegis yolu oldugunu
gostermektedir (Koufos vd. 2005). Bu bolge; 6zellikle Palearktik yiliksek endemizme
sahiptir (Krystufek vd. 2009). Dogu Akdeniz’in giiniimiiz cografyasi Orta Miyosen’den
itibaren sekillenmeye baslamistir ve bu bolgedeki birgok taksonun yayilisi Neojen’de
gerceklesen jeolojik olaylarla yakindan iliskilidir (Macey vd. 1998, Koufos vd. 2005).

Anadolu’nun esas sekillenmesi Akdeniz ve On Asya bolgesindeki plaka tektonigi
sayesinde Geg Tersiyer’de (Miyosen+Pliyosen= Neojen) (22- 1.8 My6) gergeklesmistir.
Miyosen’de Iran siituru boyunca gergeklesen Arabistan-Avrasya Plaka’sinin ¢arpisma
sonucu birlesmesiyle Anadolu’nun topografik ve buna bagl olarak biyolojik
evrimlesmesi derinden etkilenmistir. Dogu Anadolu bu ¢arpismayla plato seklinde
yiikselmistir. Orta Miyosen’de su baglantis1 olmamakla birlikte Canakkale ve Istanbul
bogaz1 genel yapisim1 kazanmis, Ege Bolgesi ylikselerek deniz geri ¢ekilmis, Geg
Miyosen’de Anadolu bugiinkiine yakin bir sekil almistir. Hatay’dan baslayan ve
Binboga, Munzur, Kargapazari, Allahuekber Daglar1 ile devam eden Anadolu
Diyagonali, Miyosen sonunda ortaya ¢ikmistir. Orta Pliyosen’de Canakkale ve Istanbul
Bogazlari’nin bulundugu yerlerdeki nehirler erozyonla derin vadiler agmis ve burada
gecici su baglantisinin olugsmasini saglamistir. Neojen’de sekillenen Anadolu’nun
gliniimiiz tektonigi ise Kuvaterner’deki (Pleistosen+Holosen) (1.81 Myd6-giiniimiiz)
stirecin devamidir. Tersiyer’in erken donemlerinden itibaren gergeklesen topografik
yapidaki degisim ve buna bagli olarak Kuzey ve Giiney Anadolu siradaglarinin

olusumu, Anadolu diyagonali ve devami olarak Kafkas Daglari, batida Anadolu’yu



enlemesine bolen Batt Anadolu Daglar1 ve 6zellikle Kuvaterner’de meydana gelen dort
biiyiik buzul devri Tiirkiye flora ve faunasinin olusumuna zemin hazirlayan etkenlerdir

(Demirsoy 2007).

Memeliler iizerinde yapilan c¢esitli molekiiler filogenetik calismalar, mevcut tiirlerin
giiniimiizdeki yayiliglarinin belirlenmesinde son 10-20 milyon yilin olduk¢a onemli
oldugunu ortaya koymustur (Serizawa vd. 2000, Michaux vd. 2002, 2003, 2004, Suzuki
vd. 2003, 2004). Spesifik ekolojik habitat tercihi olan kiigiik memeliler {izerine yapilan
molekiiler caligmalar, mevcut flora ve faunanin giliniimiize kadar nasil geldiginin
anlasilmasi1 bakimindan 6nemli ipuglar1 verir. Bunun yaninda, Tersiyer’in sonlarinda ve
Kuvaterner’de meydana gelen ¢evresel degisikliklerin hayvan soylarimin farkli alanlar
ve kitalar arasindaki hareketleri lizerine etkilerinin anlagilmasi i¢in faydalidir. Tiirlesme
olayr iizerinde etkili olan faktorler mutlaka biyocografik bir perspektif ile
degerlendirilmelidir. Avrasya’daki en yaygin kemiricilerden biri olan Apodemus cinsi,
pek cok farklt memeli grubu arasinda biyocografik ¢aligsmalar i¢in en uygun olanlardan

biridir (Suzuki vd. 2008).

Apodemus cinsine ait tiirler Palearktik Bolge’nin 1liman zonunda bulunan en yaygin
kemiricilerdir. Cinse ait yaris1 Asya’da, diger yaris1t Avrupa’da yayilis gosteren 20’den
fazla tir bulunmaktadir. Bat1 Palearktik’te yayilis gosteren sari yakali orman faresi
olarak ta bilinen Apodemus flavicollis bu tiirlerden biridir. A. flavicollis batida
Ingiltere’den doguda Urallar’a ve Kafkaslar’a kadar genis bir alanda yayilis gosterir
(Sekil 1.1). Yasam alani olarak yagis alan ve yapraklarini doken ormanlar1 ve calilik
alanlar1 tercih eder (Krystufek ve VVohlarik 2009). Tiirkiye’de A. flavicollis’e ait 2 alttiir;
A. f. saturatus Neuhauser tarafindan 1936’da Rize’de ve Dogramaci tarafindan 1974’te
Dogu Karadeniz’de (Artvin, Rize, Trabzon), A. f. brauneri ise Dogramaci tarafindan
1974°te Trakya’da (Edirne, Kirklareli, Canakkale) ve Anadolu’nun degisik bolgelerinde
(Bolu, Ak¢akoca, Bursa, Istanbul, Trabzon, Zonguldak, Bartin) kaydedilmistir.
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Sekil 1.1 A. flavicollis’in Bat1 Palearktik’teki yayilis alan1 (https://commons.wikimedia
alani.org/wiki/File:Mapa_Apodemus_flavicollis.png, 2015a)

A. flavicollis’in Bati Palearktik ve Yakin Dogu bdlgelerini kapsayan genis yayilis alani
ve kolay yakalanmasinin yaninda, Apodemus cinsine ait bol miktarda fosil verisi
sayesinde tiirlin evrimsel gecmisi de iyi bilinmektedir (Michaux ve Pasquier 1974,
Serizawa vd. 2000, Suzuki vd. 2000, Michaux vd. 1997, 2002, 2004). Bu nedenle bu
cins i¢in molekiiler saat kalibrasyonu yapmak miimkiin olmustur. A. flavicollis’in Bati
Palearktik’te yaklasik 3 milyon yildir yayilis gosteren bir orman tiirli olmasi; tiiriin
ormanlik alanlar gibi, Kuvaterner buzul donemleri boyunca yayilis alaninda onemli
dalgalanmalara maruz kalarak hayatta kalmis olmasi ihtimalini akla getirmektedir

(Michaux vd. 2004).

A. flavicollis’e ait tiir i¢i genetik farklilasma ve filogenetik iliskiler ile diger Apodemus
tirleri ile A. flavicollis arasindaki genetik farklilagsma pek ¢ok arastirict tarafindan hem
biyokimyasal hem de molekiiler belirtegler kullanilarak belirlenmistir (Makova vd.
2000, Macholan vd. 2001, Marsh vd. 2001, Filipucci vd. 2002, Juskaitis 2002, Michaux
vd. 2001, 2002, 2004, 2005, Axtner ve Sommer 2009, Gornung vd. 2009, Kozakiewicz
vd. 2009, Adnadevic vd. 2012, Bugarski-Stanojevic vd. 2011, 2013, Krystufek vd.
2012, Jojic vd. 2014, Gortat vd. 2010, 2015, Darvish vd. 2015).



Gortat vd. (2010) Polonya’da A. flavicollis’in genetik yapisi ve yayilisi lizerine yaptigi
calismada, ekolojik bariyerlerin hayvan populasyonlar iizerine etkilerini incelemistir.
Ekolojik bariyerler birbirinden izole olmus habitat pargalari olusumuna yol agar,
hayvanlarin bu habitatlar arasindaki hareketini engelleyerek populasyonlarin alt
populasyonlar seklinde boliimlenerek genetik farklilasmasina zemin yaratir. Yapilan
caligmalar otoyollar ve nehirler gibi habitat bariyerlerinin kemirici populasyonlarini
farkli genetik gruplara ayirdigini gostermektedir (Aars vd. 1998, Gerlach ve Musolf
2000). Ancak habitat c¢esitliliginin tek basina, genetik cesitliligin ve lokal
populasyonlardaki bireysel ekolojik tercihin olusmasi ve siirdiiriilmesine yol agip
acmadig1 bilinmemektedir. Lokal populasyonlar arasindaki gen akiginin sinirlanmasi,
populasyon icindeki genetik varyasyonun azalmasiyla sonuglanmaktadir. Yiiksek
hareket kabiliyetine sahip bireylerden olusan populasyonlar habitat bariyerlerini
kolaylikla gegebilirler ve parcalanmis habitatlarda yasasalar dahi uzun vadede genetik
varyasyonlarint koruyabilirler. Diisiik hareket kabiliyetine sahip bireylerden olusan
populasyonlarsa habitat bariyerlerince daha fazla sinirlanmaya ve genetik siiriiklenmeye
ugramaya daha meyillidirler. Orta Avrupa’nin ormanlik kesimlerinde en yaygin
kemirici tiirleri; diisiik hareket kabiliyetine sahip Myodes glareolus ve daha aktif ve
bariyerleri kolaylikla gecebilmesiyle bilinen A. flavicollis’tir. Gortat vd. (2010) habitat
par¢alanmasina maruz kalan bolgelerden A. flavicollis 6rnekleriyle ¢alismiglar ve 654
ornegin 7 mikrosatellit lokusunu incelemislerdir. Calismada; populasyonlarin diisiik
genetik varyasyona sahip oldugu, su bariyerinin (gol) populasyonlar arasi gen akisini
engelledigi belirlenmistir. Buna gore, cografik mesafenin tek basina populasyonlarin
genetik yapisini etkileyen bir faktor olmadigi, bariyerlerin ve parcalanmis habitatlarin
bireylerin hareketini engelleyerek lokal populasyonlar arasi gen akigini siirlamasinda

daha 6nemli bir rol oynadig1 sonucuna varilmstir.

Avrupa’da yapilan cesitli filocografik calismalarda (Taberlet vd. 1998, Hewitt 1999,
2001, Michaux vd. 2003) memeli tiirlerinin biiyiik béliimiiniin Kuvaterner buzul dénemi
boyunca Iber Yarimadasi, italya-Balkanlar gibi Akdeniz si§maklarinda hayatta kaldig
belirtilmektedir. Son buzul doénemi sona erince (yaklasik 16 bin yil 6nce) bu

bolgelerden Kuzey Avrupa’ya yayilmiglardir (Hewitt 2001, Michaux vd. 2003).



Anadolu, Kafkaslar ve Ural Daglari’nin giiney boliimiiniin ise dogu siginaklari oldugu
belirtilmistir (Hewitt 1999, Michaux vd. 2004, Dubey vd. 2006).

Michaux vd. (2004) tarafindan yapilan kapsamli filocografya c¢alismasinda, buzul
sigmaklarinin  lokasyonu ve Avrupa memelilerinin buzul sonrasi donemdeki
yayiliglarinin tam olarak belirlenemedigi, bundan dolayr Tiirkiye’nin de icinde
bulundugu Bati Palearktik Bolge’de yapilacak c¢alismalara ihtiyag duyuldugu
belirtilmektedir. Calismada; A. flavicollis populasyonlarinin Kuvaterner buzul dénemi
boyunca Akdeniz siginaklari, Kafkaslar ve Giiney Urallar gibi dogu siginaklar1 veya
Orta Avrupa siginaklarindan hangisini kullandig1 ve Tiirkiye ve Yakin Dogu bolgesinin
buzul donemindeki roliiniin ne oldugu gibi sorulara cevap aranmistir. Buna gore, A.
flavicollis buzul donemi boyunca Italya-Balkan ve Tiirkiye-Yakin Dogu olmak iizere iki
bolgede hayatta kalmis, buzul doneminin sona ermesiyle Italya-Balkan bolgesinden tiim
Avrupa’ya yayillmustir. Tirkiye ve Yakin Dogu populasyonlart ise Avrupa
populasyonlarindan ayr1 kalmis ve Palearktik Bolge’ye yayillamamistir. Bunun nedeni
olarak; Karadeniz ve Kafkaslar’in Tiirkiye ve Yakin Dogu populasyonlarinin yayilisini
engelleyen bir fiziksel bariyer gorevi yapmasi ve sinirli sayida 6rnek bu bariyerleri asma
basaris1 gosterse bile Balkanlar’da uzun siiredir varlik gosteren A. flavicollis
populasyonlarinca Avrupa’ya yayilislarinin engellendigi diisiiniilmektedir. Boylece
Tiirkiye-Yakin Dogu populasyonlart genetik olarak Avrupa populasyonlarindan
farklilagsmistir hatta farkli alttiirler olarak degerlendirilmeleri miimkiindiir. Bu sonug
Palearktik memelileri igin siginak gorevi yapan Tirkiye, Yakin ve Orta Dogu

bolgelerinin 6nemini belirtmektedir.

Colak vd. (2005), Trakya Bolgesi’nden A. flavicollis, A. sylvaticus ve A. agrarius
orneklerinin morfometrik, karyotipik ve elektroforetik analizini yapmis, morfometrik
analizle birbirlerinden ayrilamayan A. flavicollis ve A. sylvaticus 6rnekleri elektroforetik
analizle ayrilmistir. Colak vd. (2007) tarafindan yapilan daha kapsamli bir diger
calismada ise Apodemus cinsinin Tirkiye genelindeki yayilisi, morfometrik ve
biyokimyasal varyasyonlar1 belirlenmistir. Caligma sonuglarina goére Tiirkiye’de
Apodemus cinsine ait; A. mystacinus, A. sylvaticus, A. flavicollis, A. agrarius, A.

uralensis ve A. witherbyi olmak iizere 6 tiir yayilis gostermektedir. Bu tiirlerden A.



sylvaticus ve A. agrarius sadece Trakya’da, A. witherbyi Giineydogu Anadolu ve
Trakya hari¢ tiim Tiirkiye’de, A. flavicollis tiim Tiirkiye’de (Orta ve Dogu Anadolu’da
nadiren), A. uralensis Marmara ve Bati Karadeniz Bolgesi’nde ve A. mystacinus
Anadolu’da yayilis géstermektedir. Calisma sonuglarina gore A. flavicollis, A. uralensis
ve A. witherbyi’nin simpatrik yayilis gosterdigi, allozim analizlerine gore A. flavicollis’e
genetik olarak en yakin tiirin A. witherbyi, en uzak olaninsa A. mystacinus oldugu
belirlenmistir. Helvact vd. (2013) tarafindan Dogu Karadeniz Boélgesi’nde yayilis
gosteren A. mystacinus, A. flavicollis, A. uralensis ve A. witherbyi 6rnekleriyle yapilan

morfometri ¢alismasiyla Colak vd. nin (2007) allozim bulgular1 desteklenmistir.

Literatiirde Tirkiye’den A. flavicollis’e ait ¢alismalar bulunsa da mitokondriyal ve
cekirdek DNA temelli belirteglerin kullanildigi ¢alisma eksikligi agiktir. Michaux vd.
(2004) tarafindan da ozellikle belirtildigi gibi Bati1 Palearktik’te yapilacak calismalar
Avrupa memeli faunasinin yayilisinin belirlenmesinde 6nem tasimaktadir. Ozellikle
Kuvaterner buzul donemlerinde karasal tiirler i¢in siginak olarak (gen merkezi) gorev
yaptig1 diisiiniilen Anadolu’dan A. flavicollis 6rnekleriyle yapilacak c¢alismalar Avrupa

memeli faunasina ait filocografya ¢alismalari i¢in degerli bilgiler sunacaktir.

Bu tez calismas1 kapsaminda Anadolu ve Trakya’dan toplam 17 lokaliteden A.
flavicollis populasyonlarinda genetik varyasyon seviyesi mitokondriyal (sitokrom b) ve
¢ekirdek DNA (mikrosatellitler) belirtegleri kullanilarak belirlenmistir. Asya ve Avrupa
kitalar1 arasinda karasal canlilar i¢in onemli bir gecis yolu olan Tiirkiye’de iki kita
arasinda karasal baglantiyr kesen ve biyocografik bariyer olarak bilinen Istanbul ve
Canakkale Bogazlari’nin Tiirkiye A. flavicollis populasyonlarinin genetik yapisi lizerine
etkileri degerlendirilmistir (Kosswig 1955). A. flavicollis’in gruplar (Trakya-Anadolu),
populasyonlar ve bireyler arasi genetik ¢esitlilik ve farklilagma seviyeleri ile filogenetik
iligkileri belirlenmis, bu farklilasmaya yol acan evrimsel siire¢ler degerlendirilmistir.
Bunlara ek olarak, daha once morfolojik analizler araciligiyla belirlenmis alttiirlerin
gecerliligi  tartigilarak ~ A.  flavicollis’in ~ Tiirkiye’deki  taksonomik  durumu

degerlendirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

Regnhum : Animalia
Classis : Mammalia

Subclassis: Eutheria

2.1 Ordo: Rodentia

Iki binden fazla tiire sahip olan kemiriciler, memelilerin en genis takimi olup, giiniimiiz
memelilerinin yaris1 bu takima aittir. Antarktika hari¢ tiim kitalarda yayilis gosterirler.
Yasam alan1 olarak karasal alanlar, toprak alti, agaglar, yar1 sucul habitatlar gibi ¢ok
degisik alanlar tercih edebildikleri gibi insanlarla ortak olarak ta yasayabilirler (Wolff
ve Sherman 2007).

En 6nemli ozellikleri dis yapilaridir. Her ¢ene yarisinda kemirmeye uyumlu tek bir
kokstiz kesici dis vardir. Siirekli biiyiime yeteneginde olan kesici digler ¢ikarilirsa
yerlerine yenisi ¢ikmaz veya tek biri ¢ikarilacak olursa karsisindaki siirekli biiyiliyerek
hayvanin 6liimiine neden olur. Kopek disleri ve premolarlar1 bulunmamasi nedeniyle

¢enelerinde diastema olarak adlandirilan genis bosluklar bulunur (Demirsoy 1996).

Kemiriciler omnivor ya da herbivor beslenirler. Baz tiirlerinde besinin toplanmasina
yarayan yanak keseleri bulunur. Basit bir mideye ve uzun kor bagirsaklara sahiptirler.
Kuyruklar1 uzundur, tirnaklar toprak altinda tlineller kazarak yasayanlar tiirlerde
gelismistir. Gozlerin biiyiikliigii yasam bicimine bagl olarak degisebilir. Ornegin,
toprak altinda yasayanlar oldukc¢a kiiglilmiis gozlere sahipken bazi tiirlerde deri altinda
kalarak korelmistir. Gececil tiirler ise oldukga biiyiik gozlere sahiptir. Gozler basin yan
taraflarinda bulundugu i¢in hem 6nli hem de arkay1 iyi bir sekilde gorebilirler. Suda
yasayanlarda ise gozler basin iist kisminda yer alir. Kulaklar da gozler gibi yasam
bi¢cimine bagli olarak degisiklik gosterir. Toprak altinda ve suda yasayanlarda hayli
kiigtilmiistiir. Kemirici tiirlerinin bir boliimiinde koku alma duyusu iyi gelismisken, bir
bolimiinde ise bas, burun, 6n lyeler ve gogiis lizerindeki dokunma killar1 sayesinde,

dokunma duyusu da oldukga iyi gelismistir. Beyinleri basit yapili ve az girintilidir.



Gebelik siiresi 14 ile 170 giin arasinda degisir. Cogunlukla yilda birden fazla dogum
yapar, bir dogumda 1-18 yavru verirler. Kiigiik kemiricilerin 6mrii iki yildan azdir. Cok
iyi sigrar, kosar, tirmanir ve yiizerler. Cok cesitli kosullarda yasayabilir ve degisen

kosullara ¢ok kisa siirede uyum saglayabilirler (Kuru 2009).

Kemiriciler insanlarin besinleri, tahta, kagit, deri, yer alti kablolar1 gibi yapilara
kemirerek zarar vermeleri ve hastalik tasiyicilart olmalari agisindan da onemlidirler.
Cok hizli sekilde tiremeleri ve genetik yapi bakimindan insanlara ¢ok benzemeleri
nedeniyle deney hayvani olarak laboratuvarlarda genis bir kullanim alanlar1 vardir. Pek
cok karnivor tiiriin besinini olusturmak suretiyle dogal dengenin olugmasi bakimindan

da 6nemlidirler (Kuru 2009).

2.2 Familya: Muridae

Yaklagik 100 cins, 370 tiir ve 1500 alttiirle temsil edilen familyanin iiyeleri diinyanin
her tarafinda yasar. Derileri, yumusak ya da kalin ve kisa sert killarla ortiiliidiir.
Kuyruklar1 genelde viicuttan daha uzun, ¢iplak ve iizeri pullarla Ortiilii oldugu gibi
seyrek killarla kapli da olabilir. Kuyruk, tirmanma ve sucul tiirlerde diimen araci olarak
kullanilir. Her tiirlii bitkisel ve hayvansal besinle beslenirler. En dar yerden gecebilir,
gecemedikleri yerleri kemirerek genisletirler. Ureme yetenekleri ¢cok yiiksek olup, her

tiirlii gevre kosuluna en iyi uyum saglayan memelilerdir (Kuru 2009).

2.3 Genus: Apodemus Kaup, 1829

Palearktik Bolge’de yayilis gosteren Apodemus cinsine ait tiirler kiiciik ve orta
biyiikliikteki farelerdir. Bunlar, disteki enamelin katlanma bi¢imi, tutunucu o6zellikte
olmayan kuyruk ve normal bir kafatas1 ile karakterize edilirler. Biiyik gozler ve
kulaklara sahiptir. Kiirk rengi genelde dorsalde belirgin sariyla karismis koyu
kahverengi ve ventralde solgun gridir. Kiirkleri genellikle yumusaktir ve kuyruklar: ince
killarla kaplidir. Apodemus tiirleri 16 adet dise sahip olup dis formiilleri i 1/1 ¢ 0/0 pm
3/3 seklindedir. Cok hareketli olup iyi tirmanir ve sigrarlar. Genellikle gece aktiftirler.



Cogalma hizlar1 yiiksektir. Tohum, bdcek, salyangoz ve omurgalilarla beslenirler

(Demirsoy 1996).

Apodemus cinsi Zimmerman (1962) tarafindan; Orta Avrupa’dan Dogu Asya’ya kadar
yayilis gosteren Apodemus, Bati Palearktik’te yayilis gosteren Sylvaemus ve Dogu
Palearktik’te yayilis gosteren Alsomys olmak iizere toplam 3 altcinse ayrilmistir. Daha
sonra Musser vd. (1996) Apodemus-Sylvaemus taksonomik problemlerini dikkate alarak
cinsi Slyvaemus (Apodemus sylvaticus, Apodemus flavicollis, Apodemus uralensis,
Apodemus mystacinus, Apodemus fulvipectus, Apodemus witherbyi, Apodemus alpicola,
Apodemus arianus, Apodemus hyrcanicus, Apodemus ponticus, Apodemus rusiges,
Apodemus wardi), Apodemus (Apodemus agrarius, Apodemus chevrieri, Apodemus
speciosus, Apodemus peninsulae, Apodemus latronum, Apodemus draco, Apodemus
semotus, Apodemus gurkha) ve Argenteus (Apodemus argenteus) olmak iizere 3
altcinse ayirmistir. Mitokondriyal DNA (sitokrom b bolgesi) ve niikleer DNA (IRBP
geni) analizlerine dayanarak yapilan molekiiler filogeni ¢alismalarina gore; Slyvaemus,
Apodemus, Apodemus argenteus ve Apodemus gurkha olmak tizere 4 farkli grup
belirlenmistir (Serizawa vd. 2000, Michaux vd. 2002, Suzuki vd. 2003). Bu
gruplandirma her ne kadar Musser vd.’nin (1996) siniflandirmasiyla karsilagtirilabilir
olsa da A. mystacinus, zaman zaman Karstomys altcinsi altinda diger tiirlerden ayr
olarak siniflandirilabilmektedir (Michaux vd. 2002, Suzuki vd. 2008).

Cinsin Tirkiye’de yasayan alti tlirii mevcuttur. Bunlar A. mystacinus, A. sylvaticus, A.
flavicollis, A. agrarius, A. uralensis ve A. witherbyi’dir (Filipucci vd. 1996, Macholan
vd. 2001, Colak vd. 2007, Krystufek ve VVohlarik 2009).

2.4 Species: Apodemus flavicollis (Melchior, 1834)

Tip yeri Sielland, Danimarka olan A. flavicollis Giineydogu Anadolu ve I¢ Anadolu
hari¢ tiim Tiirkiye’de yayilis gostermektedir (Sekil 2.1). Batida Ingiltere’den doguda
Urallar’a ve Kafkaslar’a kadar yayilis gosterir. Sar1 yakali (boyunlu) orman faresi olarak
ta bilinir. Boylar1 9-12, kuyruklar1 9.5-13.5 cm, agirliklar1 20-50 gr kadardir. Morfolojik

olarak diger Apodemus tiirlerinden; kiirk renginin viicudun alt kisminda daha agik renk
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olmasi, sirt kisminin renk olarak karin kismindan daha belirgin sekilde farkli olmasi,
kuyrugun bas ve govdeden daha uzun olmasi ve arka ayak uzunlugunun 24 mm’den
fazla olmamasi ile ayrilirlar. Sar1 gogiis benegi daha genistir. Dorsal kiirk rengi, agik
kizildan, koyu griye kadar farkli renklerde olabilir. Yiiz bolgesi dorsal kiirkle ayni
renktedir. Kuyruk iki renklidir, alt kism1 ventral, tist kism1 dorsal kiirkle ayn1 renktedir,
karin kiirkii ise kirli beyaz renktedir. Gogiis benegi genelde belirgin olmakla beraber
cok cesitlilik gostermektedir; kiiciik benekli ya da beneksiz bireyler de mevcuttur. On
ve arka ayaklarin tist kismi kisa ve kirli beyaz killarla kapliyken ayak tabanlar1 ¢iplaktir
(Demirsoy 1996, Demirsoy vd. 2006) (Sekil 2.2).

e da
2 7 5ed 16 C
85 4 qes 7 i

[} b -
| 2] g4

i o — . f/j}
; 4 Py,

Sekil 2.2 A. flavicollis’in post karakteri (Foto: P. Paolucci)
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Yasam alan1 olarak yagis alan ve yapraklarint doken ormanlar ile ¢alilik alanlar: tercih
eder, nadiren kayaliklarda da bulunur (Sekil 2.3). Sicagi ¢ok sevmeyen A. flavicollis,
yuvasini koklerin arasinda golge yerlerde yapan gececil bir tiirdiir. Ureme aylar1 Mart-
Eyliil arasinda olup bir dogumda ortalama dort yavru meydana getirir (Demirsoy 1996,

Demirsoy vd. 2006).

Sekil 2.3 A. flavicollis’in habitati (Rize)

A. flavicollis’in diploid kromozom sayist 2n = 48, otozomal kol sayisi NFa = 46 ve
temel kromozom sayis1 NF = 48’dir. Biitiin otozomlar akrosentriktir, X kromozomu
biiylik akrosentrik, Y kromozomu ise kiigiik akrosentriktir (Sekil 2.4) (Demirsoy vd.
2006).
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Sekil 2.4 A. flavicollis’te erkek ve disi 6rnegin karyotipi

Tirkiye’de A. flavicollis’e ait iki alttir kaydedilmistir. A. f. saturatus Dogu
Karadeniz’de, A. f. brauneri ise Trakya’da ve Anadolu’nun degisik bolgelerinde (Bolu,
Akcgakoca, Bursa, Istanbul, Trabzon, Zonguldak, Bartin) kaydedilmistir (Neuhauser
1936, Dogramaci 1974).

2.5 Populasyon Genetigi

Populasyon, aym1 cografik bolgede yasayan ve aralarinda c¢iftleserek verimli doller
olusturabilen aym tiire ait bireylerden olusan gruptur. Populasyon genetigi alaninda,
populasyon icindeki ve populasyonlar arasindaki genetik varyasyon ve bu
varyasyonlarin zaman i¢inde nasil degistigi incelenir. Genetik varyasyon (cesitlilik),
genel anlamda, farkli bireylere ait DNA sekanslari arasindaki farkliliklar olarak
tanimlanir. Her birey kendine 6zgili genotipik ve fenotipik ozellikler sergiler. Bireysel
varyasyon tiim tiirlerde gozlenmektedir. Genetik yapidaki degisikliklerin  bir
populasyonun evrimine temel olusturmasi nedeniyle populasyon genetigi, evrimsel

biyoloji agisindan 6nemlidir (Klug vd. 2011, Reece vd. 2013).

2.5.1 Bir populasyon i¢cindeki varyasyon

Bir populasyonda degisiklik gosteren karakterler ayrik ya da niceldir. Mendel’in
bezelye bitkilerindeki mor ya da beyaz gicek rengi gibi ayrik karakterler o ya da bu
temelinde gruplandirilir yani her bitkideki ¢igcekler ya mor ya da beyazdir. Ayrik

karakterlerin ¢ogu farkli fenotipleri meydana getiren farkli allelleri iceren tek bir gen
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lokusu ile tanimlanir. Ancak pek ¢ok kalitsal varyasyon populasyon iginde nicel
karakterlere sahiptir. Kalitilabilen nicel varyasyon iki ya da daha fazla genin tek bir

fenotipik karakteri belirlemesi durumunda ortaya ¢ikar.

Ayrik ve nicel karakterler i¢in belirli bir populasyondaki genetik varyasyon miktarini
belirlemek gerekmektedir. Genetik varyasyon; gen diizeyinde (gen cesitliligi) ve
DNA’nin molekiiler diizeyinde (niikleotid g¢esitliligi) oOl¢iilebilir. Gen c¢esitliligi,
heterozigot lokuslarin ortalama orani olan “ortalama heterozigotluk” olarak ta
adlandirilabilir. Ornegin sirke sinegi, Drosophila melanogaster ortalama olarak 13700
lokusun  1920’si  bakimindan heterozigottur. Buna gore bir sirke sinegi

populasyonundaki ortalama heterozigotlugun %14 oldugunu sdylenebilir.

Niikleotid ¢esitliligini 6lgmek i¢in, bir populasyondaki iki farkli bireyin DNA sekanslari
karsilastirilmakta, daha sonra tiim bireyler icin bu islem yapilip karsilastirmalarin
ortalamasi alinmaktadir. Genomu yaklagik 180 milyon niikleotidden olusan iki sirke
sinegine ait DNA dizileri karsilagtirmasi sonucu ortalama 1.8 milyon niikleotidde
degisiklik gozlenmistir. Buna gore sirke sine8i populasyonunda niikleotid degiskenligi

%1°dir (Reece vd. 2013).

2.5.2 Populasyonlar arasindaki varyasyon

Tiirler, bir populasyon i¢inde gozlenen varyasyona sahip olduklar1 gibi, farkli
populasyonlar1 arasinda da genetik yap1 bakimindan varyasyon —diger bir deyisle
cografik varyasyon- gosterebilirler. Ornegin Atlantik’in Mader Adasi’ndaki daglarla
birbirinden ayrilan findik faresi (Mus musculus) populasyonlarindaki cografik
varyasyon buna giizel bir Ornektir (Sekil 2.5). Onbesinci yiizyillda Portekiz’den
gemilerle yanlislikla adaya getirilen farelerden, ¢ok sayida fare populasyonu birbirinden
izole sekilde evrimlesmistir. Aragtirmacilar birbirinden izole olmus bu populasyonlarin
karyotiplerinde  (kromozom takimlari) farkliliklar tespit etmislerdir. Bazi
populasyonlarda birtakim kromozomlarin kaynasmis oldugu belirlenmistir. Kromozom
seviyesindeki bu degisiklikler genleri etkilemediginden, farelerin fenotipinde

degisiklige sebep olmamustir.
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Sekil 2.5 Mader Adasi’ndaki izole fare populasyonlarindaki cografik varyasyon (Reece
vd. 2013)

Cografik varyasyonun bir diger tipi, bir cografik eksen boyunca belirli bir karakterdeki
kademeli degisim anlamina gelen “klin” seklinde goriilebilir. Baz1 klinal varyasyonlar,
ornegin siirli baliginda (Fundurus heteroclitus) soguga dayaniklilik alleli frekansina
sicakligin etkisi gibi bir c¢evresel degiskenin kademeli etkisiyle de ortaya cikabilir
(Reece vd. 2013).

2.5.3 Genetik varyasyonun kaynaklar:

Genetik varyasyon; mutasyon ve rekombinasyon olmak iizere iki mekanizma tarafindan

olusturulur.

Mutasyon: Mutasyon, DNA dizisindeki bir degisikliktir. Bir DNA molekiiliiniin
herhangi bir yerindeki bir baz cifti degisikligi mutasyon olarak degerlendirilebilir.
Mutasyon, bir baz c¢ifti degisimi, insersiyonu ya da delesyonu olabildigi gibi

kromozomun yapisindaki 6nemli bir degisim de olabilir.
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Bir DNA molekiiliinde bir niikleotid ¢iftinin diger bir niikleotid ¢iftine doniistimii nokta
mutasyonu olarak adlandirilir. Eger niikleotid degismesi, bir genin protein kodlayan
kismindaki bir kodonda gerceklesirse, farkli bir aminoasit olugabilir. Bu durum yan/is
anlamli mutasyon olarak isimlendirilir. Diger bir olasilik ise kodonun bir dur (stop)
kodonuna donilismesi ve translasyonun zamanindan 6nce sonlanmasina neden olacaktir.
Sonug olarak daha kisa bir polipeptid olusur. Bu tip mutasyonlar yanlis anlamli
mutasyon olarak adlandirilir. Eger nokta mutasyonu bir kodonu degistirir ancak
aminoasit degisikligine neden olmazsa bu durum da sessiz mutasyon olarak adlandirilir

(Klug vd. 2011).

Niikleotid yer degistirmesi bir piirinin (adenin, guanin) diger bir piirin baza ya da bir
primidinin (sitozin, timin) diger bir pirimidine donismesi seklindeyse transisyon
(gegis), eger bir piirin baz bir pirimidine ya da bir pirimidin baz piirin baza doniisiir ise
transversiyon (degisim) adini alir (Freeland 2005) (Sekil 2.6).

NHz o
I .
L\N H purin bazlar HoN N H
adenin A Transisyon G guanin

Transversiyon Transversiyon

NHp C Transisyon T o
» 185
irimidin bazlar
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sitozin timin

Sekil 2.6 Transisyon ve transversiyon tip mutasyonlar

Diger bir degisiklik tipi, gen icinde bir noktaya bir ya da daha fazla niikleotidin girmesi
(insersiyon) veya c¢ikmasidir (delesyon). Tek bir niikleotidin kaybedilmesi ya da
kazanilmasi, sonraki tiim kodon igliilerindeki degisime, dolayisiyla translasyon
sirasinda {iclii okuma cercevesinin degisimine neden olur ki bu da cergeve kaymasi
mutasyonu olarak adlandirilir. Ugiin katlar1 disinda herhangi bir sayida baz eklenir ya da

cikarilirsa cerceve kaymasi mutasyonlari olusur. Gen mutasyonlarindan farkli olarak,
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toplam kromozom sayisindaki degisimler, gen ya da kromozom pargalarinda
delesyonlar, duplikasyonlar ve ayn1 kromozom i¢inde ya da kromozomlar arasinda
genetik materyalin yeniden dilizenlenmesi seklinde goriilen modifikasyonlar ise

kromozomal mutasyonlardir (Klug vd. 2011).

Mutasyonlarin biiylik boliimii replikasyon hatalarindan ve baz modifikasyonlarindan
kaynaklanmaktadir. Replikasyon sirasinda iki DNA zincirinin arasindaki hidrojen
baglar1 kirilarak her biri yeni sentezlenen zincir i¢in kalip gorevini gorecek iki bagimsiz
zincir olusur. Replikasyonun sentez yonii 5-3' seklindedir. Yeni sentezlenen zincire
kalip zincirle komplementer olusturacak sekilde niikleotidleri takan DNA polimeraz
enziminin yaptigi hata sonucu yanlig niikleotid yerlestirilebilir. Eger bu replikasyon
hatas1t DNA tamir mekanizmalarinca taninip diizeltilmezse mutasyona yol agabilir. Bu
tip replikasyon hatalar1 ¢cogunlukla nokta mutasyonuna yol acar. Nokta mutasyonlarina
ek olarak DNA replikasyonu insersiyon ya da delesyonlara da neden olabilir (Freeland
2005, Klug vd. 2011).

Mutasyonlarin diger bir nedeni baz modifikasyonlaridir. Depiirinasyon, c¢ift sarmal
DNA molekiilii i¢cindeki azotlu bazlardan birinin kaybolmasini icerirken deaminasyon,
adenin ve sitozindeki bir amino grubunun keto grubuna doniismesini igerir.
Deaminasyon sonucu sitozin urasile, adenin ise hipoksantine doniisiir. Replikasyon ve
baz hasarlarina ek olarak yer degistirebilen genetik elemanlar olan transpozonlar da

spontan mutasyon ajanlaridir.

Mutasyonlar somatik hiicrelerde ya da germ hiicrelerinde olabilir. Somatik hiicrelerde
olanlar lokal hiicre 6liimlerine, hiicresel fonksiyon degisikligine ya da tiimor olusumuna
neden olurken, germ hiicrelerinde olanlar ise kalitilabilirler ve dolayisiyla genetik

hastaliklarin, genetik varyasyonun ve evrimin temelini olustururlar (Klug vd. 2011).

Rekombinasyon: Genetik varyasyona neden olan bir diger mekanizma
rekombinasyondur. Mutasyonlar genlerin “allel” olarak adlandirilan farkli versiyonlarini
olusturur. Bu farkliliklar meydana geldigi zaman, eseyli iireme sirasinda allellerin

yeniden karilmasi, populasyonun her bireyinin kendine 6zgii kombinasyonuna yani
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varyasyona sahip olmasiyla sonuglanir. Eseyli lireyen tlirlerde kromozomlarin mayoz ve
dollenme olaylarindaki davranisi, her bir kusakta ortaya ¢ikan varyasyona neden olur.
Eseyli liremeyle ortaya ¢ikan kalitsal varyasyonlara katki saglayan ii¢ temel mekanizma;

kromozomlarin bagimsiz ayrilmasi, krossing over ve rastgele dollenmedir.

Eseyli liremenin genetik varyasyon olusturmasimin bir yolu, mayoz I’in metafaz
evresinde homolog kromozom ¢iftlerinin rastgele yonelimidir. Metafaz I evresinde biri
anadan biri babadan gelen kromozomun olusturdugu homolog ¢iftler metataz plagina
yerlesirler. Her bir homolog ¢ift metafaz plaginda diger ciftlerden bagimsiz olarak yer
alir. Homolog ciftlerin ayrilmasi ve bagimsiz olarak kutuplara yonelimi rastgeledir.
Buna kromozomlarin “bagimsiz ayrilmasi” denir. Her bir yavru hiicre, anadan ve
babadan gelen kromozomlarin olasi tiim kombinasyonlarindan birini temsil etmektedir

(Sekil 2.7) (Reece vd. 2013).
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Sekil 2.7 Mayozda homolog kromozomlarin bagimsiz ayrilmasi (Reece vd. 2013)

Kalitsal varyasyonlara katki saglayan bir diger mekanizma krossing overdir. Krossing
over, iki farkli ebeveynden gelen genleri tasiyan rekombinant kromozomlari iireten bir
mekanizmadir. Krossing over, profaz [ evresinin erken doneminde homolog
kromozomlar birbirlerine baglanip ¢ift olusturduklarinda baslar. Bu baglanma sirasinda

bir homolog kromozom {izerindeki her bir gen diger homolog tizerindeki karsilik gelen
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genle ayni hizaya gelir. Kardes olmayan iki kromatidin DNA’s1 6zel proteinlerce tam
karsilikli gelen noktalardan kesilir ve kesilen her bir par¢a diger kromatidle birlestirilir.
Boylece maternal ve paternal kromatidler arasinda parga degisimi meydana gelmis olur.
Sonug olarak krossing over ile anadan ve babadan gelen allellerin kombinasyonuna
sahip rekombinant kromozomlar iiretilmis olur (Sekil 2.8). Insandaki mayozda,
kromozomun biiyiikliigiine ve sentromerin konumuna bagli olarak kromozom gifti

basina ortalama bir ile {i¢ arasinda krossing over gerceklesir (Reece vd. 2013).

Kardeg olmayan kromatidler
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Sekil 2.8 Mayozda gerceklesen krossing over mekanizmasi (Reece vd. 2013)
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Varyasyona neden olan son mekanizma rastgele dollenmedir. Rastgele dollenme
mayozda olusan varyasyona katki saglar. Ornegin insanda her erkek ve disi gamet,
kromozomlarin  bagimsiz  ayrilmasina uygun olarak 22 olasi  kromozom
kombinasyonundan birini temsil eder. Doéllenme sirasinda erkek ve disi gamet
birlesmesi sonucu 2% x 2% (yaklasik 70 trilyon) diploid kombinasyonundan herhangi

birine sahip bir zigot olusacaktir (Reece vd. 2013).
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2.6 Populasyon Genetiginin Temel Prensipleri

Yirminci yiizyilin baslarinda Yule, Castle, Hardy ve Weinberg gibi arastiricilar
populasyon genetiginin temel prensiplerini formiile etmisler; Wright, Fisher gibi teorik
genetikgiler de populasyonun genetik yapisini tanimlamak i¢in matematiksel modeller
gelistirmislerdir. Son zamanlarda bu alanda c¢alisan arastiricilar, varyasyonu dogrudan
DNA ve protein seviyesinde 6lgebilen biyokimyasal ve molekiiler yontemler kullanarak
bu modelleri deneme imkani bulmuslardir. Bu deneylerde, allel frekanslar1 ve bunlar
tizerinde etkili olan mutasyon, secilim, genetik siiriklenme ve go¢ gibi giicler

incelenmistir (Klug vd. 2011).

2.6.1 Gen havuzlan ve allel frekanslar:

Bir populasyonun genetik yapisi, o populasyonu olusturan bireyler tarafindan ortak
olarak paylasilan allellerin tamaminin olusturdugu gen havuzu ile tanimlanabilir. Bir
populasyonda belirli bir lokus i¢in tek bir allel bulunuyorsa, tiim bireyler bu allel
bakimindan homozigot olarak tanimlanir. Eger bir populasyonda belirli bir lokus i¢in iki
ya da daha fazla allel varsa, bireyler homozigot ya da heterozigot olabilirler. Her allelin

populasyonda bir frekansi (sikligi) bulunur (Reece vd. 2013).

Bir populasyondaki tek bir gen lokusunu inceledigimiz zaman, genellikle bu lokustaki
allellerin dagilimimin farkli genotipe sahip bireylerin ortaya ¢ikmasina neden oldugu
goriilmektedir. Gen havuzundaki allel frekanslarmin hesaplanmasi, populasyondaki
farkl1 genotiplerin frekanslar1 ve bunlarin kusaklar boyunca nasil degistiginin

belirlenmesi populasyon genetiginin temelini olusturmaktadir (Klug vd. 2011).

Populasyonlar dinamiktir; dogum-6liim oranlarindaki degisimlerle, gocle veya diger
populasyonlarla karigarak genisleyebilir ya da daralabilir. Populasyon i¢indeki bazi
bireylerin digerlerinden daha fazla yavru vererek, gelecek dollere kendi allellerinden
esit olmayan oranda (daha fazla) katkida bulunmasi siklikla gozlenen bir durumdur.
Boylece populasyonlarin dinamik yapisi, populasyonun gen havuzunda zamanla

degisikliklere neden olabilir (Klug vd. 2011).

20



2.6.2 Hardy-Weinberg kurah

Belirli bir lokusta dogal se¢ilim ya da baska bir etkenin evrime neden olup olmadigini
belirlemek i¢in oncelikle bu lokusta evrim meydana gelmeseydi populasyonun genetik
yapisinin nasil olacaginin belirlenmesi gerekir. Buradan yola ¢ikarak evrim gegirmeyen
bir populasyonun gen havuzu, 1908 yilinda birbirinden bagimsiz olarak ayni sonuca
ulasan Ingiliz matematik¢i Godfrey H. Hardy ve Alman hekim Wilhelm Weinberg
tarafindan gelistirilen matematiksel bir modelle tarif edilmistir. Hardy-Weinberg kurali
olarak adlandirilan bu model; sinirsiz biiytikliikte, rastgele eslesen ve mutasyon, goc ve
secilim gibi evrimsel giiclere maruz kalmayan hipotetik bir populasyonda allel ve
genotiplere ne olacagmi tanimlar. Bu sartlar altinda, Hardy-Weinberg modeli iki

tahminde bulunur:

1) Gen havuzundaki allellerin sikligi zaman icerisinde degismez.

2) Eger bir lokustaki A ve a gibi iki allel g6z dniine alinirsa, bir kusak rastgele dollenme
sonucunda populasyondaki AA:Aa:aa genotiplerinin sikhigi: p*+ 2pq + 2g°= 1 (p = A
allelinin sikligi, g = a allelinin siklig1) seklinde hesaplanir. Bu kriterleri saglayan bir
lokustaki iki allele ait p ve g sikliklari, 6ngoriilen genotipik sikliklarla sonuglanan bir
populasyon Hardy-Weinberg dengesindedir. Diger bir deyisle, inceledigimiz lokus

acisindan bakildiginda populasyon degismez ve evrilmez.

Hardy-Weinberg modelinde tanimlanan hipotetik populasyonda:

- Se¢ilim yoktur, yani tiim genotiplerin bireyleri esit hayatta kalma oranlarina ve esit

tireme basarilarina sahiptir.

Mutasyonla yeni alleller olusturulmaz veya bir allel digerine doniistiiriilmez.

Bireyler populasyonun i¢ine veya disina go¢ etmez.

Populasyon smirsiz biiyiikliiktedir, 6rnekleme hatalart ve rastgele etkiler ihmal
edilebilir.

- Populasyondaki bireyler rastgele ¢iftlesirler.
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Bu kosullardan herhangi birinin ihlal edilmesi evrimin potansiyel nedenidir. Hardy-
Weinberg kurali, saglandiklarinda populasyonlarin evrimlesmeyecegi sartlarin listesini
vererek, gercek diinyada allel sikliginin degismesine neden olan giigleri tanimlar.
Hardy-Weinberg kuralini bir sifir model (null model) haline getiren budur. Bu
varsayimlar, Hardy-Weinberg kuralinin populasyon genetigi ¢aligmalarinda kullanimini
faydali kilmaktadir. Bu sayede dogada allel ve genotip frekanslarin1 hesaplanabilir ve
Hardy-Weinberg sonuglarinin saglanip saglanmadigi, yani populasyonun evrim gegirip

gecirmedigi belirlenebilir (Klug vd. 2011).

2.6.3 Dogal secilim

Hardy-Weinberg kuralinin ilk varsayimi, biitiin genotiplere ait bireylerin esit hayatta
kalma ve ilireme basarisina sahip olmasidir. Eger bu varsayim ihlal edilirse, allel siklig1
bir kusaktan digerine degisir. Bu degisime neden olan bireyler arasindaki hayatta kalma
veya ireme orami farkliligi, dogal segilim olarak adlandirilir. Dogal secilim, biiyiik
populasyonlarda allel sikliklarini degistiren en 6nemli etkendir. Secilim, belirli bir
genotipe sahip bireylerin diger genotipe sahip bireylere gore daha fazla hayatta kalma
ve lireme avantaji elde ettigi zaman ortaya ¢ikar. Hayatta kalma ve tiremedeki avantajlar
bu genotiplerin gelecek kusaklara daha yiiksek oranda aktarilmasi ile sonuglanir. Bir
bireyin gelecek nesillere olan genetik katkist uyumluluk (fitness) olarak tanimlanir.
Buna gore, yiiksek iireme basarisina sahip bireylerin yiiksek uyumluluga, diisiik lireme
basarisina sahip olanlarin ise diisiik uyumluluga sahip oldugu kabul edilir (Klug vd.
2011).

2.6.4 Mutasyon

Populasyon icindeki gen havuzu, her nesilde, yavrularda yeni genotipler olusturmak
tizere yeniden karistirilir. Olasi genetik kombinasyonlarin ¢ok olmasi sebebiyle,
populasyonun hayattaki tiyeleri, herhangi bir zamanda, tiim olas1 genotiplerin sadece bir
kismini1 temsil eder. Gen havuzunda bulunan bu cesitlilik, Mendel dagilimi ve
rekombinasyonla devamli olarak yeni genotipik kombinasyonlarin olugsmasini saglar.

Fakat dagilim ve rekombinasyon yeni alleller olusturmaz, yeni allellerin olusumu
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sadece mutasyonla miimkiindiir. Mutasyon, organizmaya fayda ya da zarar verdigine

bakmaksizin rastgele ortaya ¢ikan bir olaydir (Klug vd. 2011).

2.6.5 Gog ve gen akisi

Bazen bir tiir, cografi olarak ayrilmis populasyonlara boliinebilir. Secilim gibi gesitli
evrimsel giigler, bu populasyonlarda farkli allel sikliklart olusturabilir. Gog, bireylerin
populasyonlar arasinda hareket etmeleriyle olusur, diger bir deyisle go¢, gen akisim
ifade eder. Gog, bir populasyondan digerine allel aktarimini saglayacak herhangi bir sey
sonucu ortaya cikabilir. Gen akist mekanizmalari, gen¢ hayvanlarin yaptigt uzun
mesafeli goclerden, polen, tohum ve sporlarin riizgar, su veya hayvanlar araciligiyla
tasinmasina kadar cok cesitli sekillerde olabilir (Freeman ve Herron 2009, Klug vd.
2011).

2.6.6 Genetik siiruklenme

Genetik siiriiklenme; populasyonda iireyen birey sayisi ¢ok az oldugu zaman, gen
havuzundaki allellerin tamaminin mevcut olan frekanslar1 ile gelecek nesillere
aktarilmasi durumunda ortaya c¢ikar. Siriiklenme, rastgele gamet Orneklemesi
sonucunda allel frekansindaki degisiklik olarak tanimlanir. Dogada kiigiik
populasyonlar, salgin hastaliklar gibi felaketler sonucunda ya da genis bir
populasyondan kii¢iik bir grubun gbo¢ etmesi ve yeni bir ¢evreye kurucu olarak
yerlesmesiyle ortaya ¢ikabilir. Nesli tiikenme tehlikesi altinda olan bitki ve hayvanlarda
habitat kaybi, kii¢iik izole populasyonlarda siiriiklenme ile genetik c¢esitliligin

kaybedilmesi de, tiiriin uzun siireli hayatta kalma sansin azaltir (Klug vd. 2011).

2.6.7 Rastgele olmayan eslesmeler

Hardy-Weinberg kuralinin besinci ve son varsayimi olan populasyon iiyelerinin rastgele
eslesmesi, populasyondaki tiim bireylerin bir digeriyle esit eslesme olasiligina sahip
olmasidir. Rastgele olmayan eslesme populasyondaki allel frekansimi degistirebilir.

Ardindan, belirli baz1 genotipler i¢cin ya da bunlara kars1 yapilan segilim, mevcut
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allellerin frekansini degistirmede potansiyel etkiye sahiptir, fakat rastgele olmayan

eslesme tek basina dogrudan allel sikligin1 degistirmez (Klug vd. 2011).

Rastgele olmayan eslesme bir kag¢ sekilde olabilir. Pozitif benzer (assortiv) eslesme
tipinde benzer genotipler, benzemeyen genotiplere gore, birbiriyle daha ¢ok eslesme
olasiligina sahiptir. Bu duruma insanda siklikla rastlanir. Negatif benzer eslesme tipinde
ise, benzemeyen genotipler birbiriyle eslesme egilimindedir. Fakat populasyon
genetiginde genotip sikligin etkileyen, rastgele olmayan eslesmenin en yaygin tipi, soy
ici eslesmedir. Soy i¢i eslesme (inbreeding), populasyondan rastgele secilen herhangi
iki bireyden ziyade birbirine ¢ok yakin akraba olan bireylerin eslesmesi demektir, yani
akraba evliligi olarak ta tamimlanabilir. Soy i¢i eslesme, belirli bir allelin
populasyondaki homozigotluk oranini arttirir, daha 6nce heterozigotlarda gizli kalan
cekinik alleller icin homozigot olan bireylerin ortaya ¢ikmasina neden olur. Bir¢ok
¢ekinik allel homozigot durumda zararli oldugu igin, soy ici eslesmeler ¢ekinik zararli
bir allel i¢in homozigot olan bireylerin ortaya ¢ikma sansini arttirmaktadir. Sonug
olarak rastgele olmayan eslesmeler, populasyondaki genotip sikliginin Hardy-Weinberg
kural1 ile beklenen degerden oldukca farkli olmasina neden olarak dolayli yoldan evrimi

etkilemektedir (Klug vd. 2011).

2.7 Genetik Varyasyonun Korunmasi

Populasyonlardaki genetik varyasyonun bir kismi segici bir avantaj ya da dezavantaj
olusturmayan DNA dizisindeki farkliliklar olan nétr varyasyonlar bigiminde ortaya
cikar. Buna karsin varyasyon, secilime maruz kalan lokuslarda da ortaya ¢ikabilir.
Dogal secilim, dezavantaj olusturan allelleri eleyerek genetik varyasyonu azaltma
egilimindedir. Ancak bu noktada, diploitlik ve dengeleyici secilim gibi varyasyonu

koruyan mekanizmalarca engellenmektedir (Reece vd. 2013).

2.7.1 Diploitlik

Diploit 6karyotlarda, genetik varyasyonun 6nemli bir kismi ¢ekinik alleller bigiminde

sec¢ilim baskisindan korunur. Mevcut ¢evresel kosullarda zararli dahi olabilen ¢ekinik
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alleller heterozigot bireylerde saklanarak korunabilirler. Bu gizli varyasyon, ancak her
iki ebeveynde c¢ekinik olarak bulunan allellerin zigotta bir araya gelmesiyle ifade
edildiginde secilimden etkilenir. Heterozigotlarca korunan ¢ekinik alleller, mevcut
sartlarda desteklenmese bile gelecekte c¢evresel sartlar degistiginde avantaj

saglayabilecek biiyiik bir allel havuzunun olugmasini saglar (Reece vd. 2013).

2.7.2 Dengeleyici secilim

Bazi lokuslardaki varyasyon bizzat se¢ilim tarafindan da korunabilir. Dogal seg¢ilim bir
populasyonda iki ya da daha fazla form olusturdugunda dengeleyici secilim ortaya
cikar. Dengeleyici secilim heterozigot avantaji ve frekansa bagl secilim seklinde

kendini gosterir.

Heterozigot avantaji: Belirli bir lokus igin heterozigot olan bireyler homozigot
bireylere gore daha yiiksek uyum giiciine sahipse bunlarda heterozigot avantaji vardir.
Bu tip durumlarda seg¢ilim populasyonun devamlilig1 agisindan bu lokustaki birden fazla
alleli korur. Bu konuda oldukc¢a bilindik bir 6rnek Afrika ve Akdeniz insan
populasyonlarinda B-hemoglobin lokusunda goriilen heterozigot avantajidir. Bu
populasyonlarda bu lokusta normal hemoglobin alleli (A) ve orak hiicre hemoglobin
alleli (S) olmak iizere iki allel bulunmaktadir. SS bireyler orak hiicre anemisi
rahatsizligindan muzdaripken SA bireyler kansizlik c¢ekmekle birlikte saglikli AA
bireylere gore Plasmodium faciparum parazitinin neden oldugu sitma hastaligina karsi
daha direnglidirler. Bundan dolay1 sitmanin yaygin goriildiigii bolgelerde heterozigot
bireyler homozigotlara gore avantajli durumdadirlar ve her iki allel de populasyon

icinde korunmaktadir (Freeland 2005).

Frekansa bagh secilim: Diger bir dengeleyici secilim tipi olan frekansa bagl secilimde
bir fenotipin uyumu onun populasyonda ne kadar yaygin olduguna baglhdir. Tropikal bir
kelebek tiirii olan Heliconius erato populasyonlarinin farkli renkli formlari
bulunmaktadir. Renklenme, potansiyel avcilara karsi lezzetsiz olduguna dair bir uyari
gorevi Uistlenmektedir. Eger bu populasyondan bir birey farkli bir rengin baskin oldugu

baska bir populasyona karisirsa, lezzetsizligine karsin avci tarafindan kolaylikla fark
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edilip avlanabilir. Bu 6rnekte goriilecegi lizere bu populasyonda en iyi uyum saglayan

genotip en yaygin olandir (Freeland 2005).

2.8 Mitokondriyal DNA

Genetik varyasyon c¢aligmalarinda siklikla kullanilan materyalin basinda mitokondriyal
DNA gelmektedir. Mitokondri, Okaryotik hiicrelerde bulunan ve hiicrede oksidatif
fosforilasyonla enerji (ATP) yapiminda gérev alan organeldir. Mitokondriler hiicrelerin
“kimyasal fabrikalar1” olarak ta diisiiniilebilir c¢iinkii hiicresel aerobik solunumun
gerceklestigi yerlerdir. Hiicre ihtiyacina ve fonksiyonuna gore tipik bir hayvan
hiicresinde 750-2000 aras1 mitokondri bulunur. Mitokondrilerin, kendinden daha biiyiik
hiicreler igerisinde canliliklarin1 koruyarak (endosimbiyozis) simbiyotik bir iliski
gelistiren bakterilerden evrimlestikleri distiniilmektedir (Cooper ve Hausman 2006)
(Sekil 2.9).

Mitokondri

Zarlar-arasi bolge

Mitokondri

matriksindeki ‘ > :

serbest
ribozomlar

0.1 um
Sekil 2.9 Mitokondrinin béliimleri ve TEM goriintiisii (Reece vd. 2013)
Mitokondriler hiicre genomundan ayr1 olarak, kendilerine ait genetik materyal igerirler.
Mitokondrilerin genomlari, bakterilerde oldugu gibi, genellikle halkasal DNA
molekiilleridir ve organel icinde ¢ok sayida kopyalar1 bulunur. Mitokondriyal DNA

(mtDNA) biyiikligii, organizasyonu ve kodladigi proteinler tiirler arasinda farklilik
gosterir. Ornegin insanda mtDNA 37 protein kodlayan gen igerir ve 16500 bg
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uzunlugundadir. Yiiksek bitkilerde mtDNA daha biiyiik ve kompleks yapidadir. Hayvan
MtDNA’s1 13 protein kodlayan gen, 22 tRNA ve iki rRNA geni igermektedir (Sekil
2.10). Bunlara ek olarak replikasyon ve transkripsiyon baslangici olarak gorev yapan bir
kontrol bolgesi de icermektedir. Mitokondriyal genlerin diizeni hayvan tiirleri arasinda
kiiciik farkliliklar igermekle birlikte biitiin olarak MtDNA genel yapi, biiytiklik ve
diizenlenme bakimindan olduk¢a korunmustur (Cooper ve Hausman 2006, Lodish vd.
2011).
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Sekil 2.10 Hayvan mitokondriyal DNA’sinin organizasyonu (Freeland 2005)

Mayalar ve diger tek hiicreli organizmalarda yapilan calismalar, mitokondrilerin
sitoplazmik (maternal) kalitim gosterdigini gostermistir. Memeliler ve diger ¢ok hiicreli
organizmalarda sperm zigota hemen hemen hi¢ sitoplazma vermez ve bu nedenle
embriyodaki mitokondrilerin tamamina yakini sperm degil yumurtadan gelir. Fareler
lizerinde yapilan calismalar mtDNA’nin %99.99’unun maternal kalitildigin1 ortaya
koymustur (Lodish vd. 2011).

Mitokondriyal DNA’nin populasyon genetigi ¢alismalarinda tercih edilmesinin pek ¢ok
sebebi vardir. Mitokondriyal DNA, kiigliik yapisi ve gen diizeninin korunmasi ile
calisilmasi oldukg¢a kolaydir. Mitokondriyal DNA’nin gen diizeninin korunmasi; PCR
calismasi icin evrensel primer sentezlenmesini kolaylastirir ve ¢alisilacak tiirliin DNA

dizisiyle ilgili herhangi bir 6n bilgiye sahip olunmasini gerektirmez. Ancak, gen diizeni
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korunmasina ragmen mutasyon oranit oldukc¢a yiiksektir. Mitokondriyal DNA, niikleer
DNA’ya gore 10 kat fazla mutasyon oranina sahiptir. Bu yiiksek mutasyon orani; DNA
polimerazin hataya meyilli olusu, yeterli DNA tamir mekanizmasina sahip olmamasi,
oksijen radikalleri gibi mutajenlere maruz kalma ile ac¢iklanmaktadir. Memeli
mitokondriyal DNA’sinda sinonim mutasyon oraninin yilda 5.7x10°® baz degisimi kadar
oldugu tahmin edilmektedir (Freeland 2005).

Mitokondriyal DNA temelli belirteglerin kullanimi1 populasyon genetigi ¢alismalarinda
yaygin olsa da pseudogenlerin varligi sikinti yaratmaktadir. Mitokondriyal
pseudogenler; niikleer genomda bulunan islevsiz mitokondriyal DNA sekanslaridir ve
mitokonriyal DNA’dan bagimsiz olarak evrimlesmektedirler. PZR sirasinda, primer
baglanma bolgesi pseudogende korunuyorsa, ¢ogaltmay1 hedefledigimiz mitokondriyal
DNA bolgesine ek olarak pseudogenler de ¢cogalacaktir (Freeland 2005). Pseudogenler
80 kadar okaryotik tiirde tanimlanmistir (Bensasson vd. 2001).

Pseudogenlerin ve mitokondriyal genlerin DNA amplifikasyonu sirasinda karigmast,
istatistik analizlerde kullanilacak verinin hatali olmasina ve dolayisiyla tiirlerin yanlis
tanimlanmasina ve hatali filogenetik analizlere yol acgabilir. Pseudogenlere ait diziler;
stop kodonu ve cerceve kaymasi mutasyonlari, yanlis anlamli mutasyon birikimi,
pseudogen ve mitokondriyal genin birlikte cogaltilmast sonucu olusan kimerik

sekanslari varligiyla mitokondriyal genlerden ayirt edilebilirler (Dubey vd. 2009).

Sitokrom b: Bu tez c¢alismasinda mitokondriyal DNA’nin sitokrom b bolgesi
incelenmistir. Filogenetik ¢aligmalarda siklikla kullanilan sitokrom b, protein triiniiniin
yapist ve fonksiyonu bakimindan en iyi bilinen mitokondriyal genlerden biridir.
Okaryot mitokondrisinde bulunan sitokrom b gen iiriinii, elektron transfer zincirinde yer
alan bir transmembran proteindir ve mitokondri solunum zincirinde goérevli sitokrom c
rediiktaz enziminin (bc; kompleksi) merkezi katalitik alt birimidir. Mitokondriyal
sitokrom b ile ilgili mevcut bilgi, DNA dizi analizi yardimiyla hizli bir sekilde
biylimektedir. Genetik olarak uzak tiirler arasinda yapilan sitokrom b dizi
karsilagtirmalari, aminoasit kompozisyonunun farkl tiirlerde yiiksek oranda korunmus

oldugunu gostermistir. Bu durum, proteinin yapisal ve fonksiyonel olarak goérevini
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yapabilmesi i¢in spesifik bir aminoasit dizilimine sahip olmasi gerekliliginden
kaynaklanmaktadir (Esposti vd. 1993). Az sayidaki aminoasit degisikleri ise genellikle
sitokrom b proteininin transmembran segmentlerinde ya da amino ve karboksil
uclarinda olmaktadir. Proteinin membran disinda kalan kismi (dis) transmembran kisma
(ig) gore daha yavas evrimlesmektedir. Transmembran kismindaki aminoasit
kompozisyonundaki degisimler biiyilk oranda hidrofobik aminoasitler (16sin, izoldsin,
valin) arasinda ger¢eklesmektedir. Proteinin fonksiyonel bir 6nemi olmayan amino ve
karboksil uglarinin ¢ogu i¢ kistmda bulunur. Dis kisimda ise evrimsel olarak hayli
korunmus olan ve redoks merkezleri olarak gérev yapan Q, ve Q; bolgeleri bulunur. Bu

bolgeler membran disinda kalan kismin evrimsel hizini diistirmektedir (Irwin vd. 1991).

Aminoasit kompozisyonu korunmasina ragmen, sitokrom b geni farkli evrimlesme
oranlarina sahip olan kodon pozisyonlarina ve korunma ve degiskenlik bakimindan
farkli bolgelere sahiptir (Farias vd. 2001). Memelilerde sitokrom b geninde birinci ve
ikinci kodon pozisyonunda baz degisim orani milyon yilda 0.4 olarak hesaplanmistir.
Varyasyon seviyesi en yiiksek olan, niikleotid degisimlerinin ¢ogunlukla sessiz
mutasyona yol actigi iiclincli pozisyondur. Aminoasit degisimine neden olan baz
degisimi ise biiyiik oranda birinci kodon pozisyonunda (ikinci pozisyonun yaklasik dort

kat1 fazla varyasyona sahiptir) gerceklesmektedir (Irwin vd. 1991).

Sitokrom b’nin yavas ve hizli evrimlesen kodon pozisyonlarina ve evrimsel korunma
diizeylerinde farklilik gésteren domainlere sahip olmasi, bu geni derin filogenetik
iligkilerin agiga cikarilmasindan yakin zamanda farklilagsmis takson ve populasyon
seviyesinde ayrimlarin ortaya konmasma kadar pek ¢ok c¢alismada kullanigli hale
getirmektedir. Ancak iigiincii kodon pozisyonundaki varyasyon miktar1 fazlayken
birinci ve ikinci kodon pozisyonlarindaki varyasyonun sinirli olmasi ve soylar
arasindaki evrimlesme oran farkliliklart sitokrom b’yi derin evrimsel sorularin

cevaplanmasinda yetersiz kilmaktadir (Farias vd. 2001).
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2.9 Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Giiniimiizde genom hakkinda elde edilen genis bilginin kaynagi, PZR tekniginin
kesfidir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), dizisi bilinen bir DNA bolgesinin
enzimatik olarak ¢ogaltilmasini saglayan ve kisa zamanda DNA bolgesinin milyonlarca
kopyasin1 olusturmaya olanak saglayan in vitro bir tekniktir. PZR teknigini gelistiren
arastiric1 Dr. Karry Mullis bu kesfi ile 1993 yilinda Nobel Kimya Odiilii’nii kazanmustir.
PZR isleminin prensibi; cogaltilacak DNA’nin yiiksek sicaklikta denatiirasyonu,
primerin hedef DNA’ya baglanmasi ve primerin uzamasi olmak tizere tekrarlanan 3
basamaga dayanir (Birben 2006) (Sekil 2.11).
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Sekil 2.11 PZR’n genel basamaklari (http://users.ugent.be/~avierstr/, 2012)

PZR’in en onemli avantaji, 6zel bir DNA bdlgesinin segilip gogaltilarak istenmeyen
bolgelerin ¢ogalmasint dnlemesidir. Bu 6zellik sadece bolgeye ait dizinin taninmasini
kolaylastirmakla kalmaz, DNA’nin analiz edilmesini de saglar. Fakat burada 6nemli
nokta, c¢alisilacak olan DNA pargasinin her iki ucunun niikleotid diziliminin

bilinmesinin gerekliligidir. Bu bilgi ilgilenilen DNA pargasinin her iki ucu i¢in primer
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gelistirilmesini zorunlu kilar. Primerler 20-30 niikleotidden olusan sekanslar olup sentez
icin basamak olusturan baslatici yardimer oligoniikleotidlerdir. Tipik primerler % 50-60
G+C bilesimine sahiptir ve 18-28 baz uzunlugundadir. Primerler ¢ogaltilacak DNA

bolgesine 6zglil olarak tasarlanirlar (Tiirkyi1lmaz ve Esendal 2000).

Amplifikasyonda kullanilan DNA polimeraz enzimi, Thermus aquaticus adli sicak
kaynak sularinda yasayan bir bakteriden elde edilmektedir. Taq polimeraz enzimi
termostabil Ozelliginden dolay1 1siya dayaniklidir ve yiiksek 1sida kararliligimi korur.

PZR isleminde kullanilan diger bilesenler; dNTP karisimi, Mg+2 ve PZR tamponudur.

Deoksiriboniikleozid Trifosfat molekiilleri (dAATP, dTTP, dCTP, dGTP) polimerizasyon
basamaginda gorev alirlar. Sentezlenecek olan hedef DNA’nin uzunlugu, sayisi,
dongiiniin ka¢ kez tekrarlanacagi reaksiyondaki dNTP karisimi miktari ile yakindan
ilgili olup; bunlar reaksiyondaki fosfat grubunun da esas kaynagini olusturmaktadirlar

(Tirkyilmaz ve Esendal 2000).

MgJ'2 iyonlart, ANTP’ler ile ¢6ziinebilir kompleksler olustururlar, polimeraz aktivitesini
uyarirlar ve primer-kalip DNA hibridizasyonunu saglarlar. Bu nedenle MgCl,’tin PZR
Ozgilligli ve {irlin verimi {lizerinde c¢ok O©nemli etkisi vardir. Diisiik Mg+2
konsantrasyonu, iiriin olusumunda azalmaya, yiiksek Mg*? konsantrasyonu ise spesifik

olmayan iiriin olusumuna yol acar (Devrim ve Kaya 2004).

PZR tamponu ise DNA polimeraz aktivitesi i¢in gerekli olan kimyasal ortami (uygun
pH) saglar. PZR i¢in birkag ¢esit tampon kullanilmaktadir. Tag DNA polimeraz ile en
yaygin olarak kullanilan tampon Tris-HCI (pH= 8,3-8,6) tamponudur (Devrim ve Kaya
2004).

2.9.1 PZR’1mn basamaklari

1. Denatiirasyon: Ik adimda ¢ogaltilacak DNA denatiire edilerek tek zincirli hale
getirilir. Bunun igin ¢ift zincirli DNA, hedef DNA zincirlerini bir arada tutan
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hidrojen baglar1 kirilip, DNA tek zincirli hale getirilene kadar isitilir (90-95
°C’de yaklasik 5 dk) (Sekil 2.12).
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Sekil 2.12 Denatiirasyon (http://www.pharmaceutical-technology.com/projects/roche
/images/roche6.jpg, 2009a)

2. Baglanma (Annealing): Bu asamada, ¢ogaltilmak istenen DNA bolgesine 6zgiil iki
primer, sicakligin 60-70°C’ye diisiiriilmesiyle, ilk basamakta ayrilmis olan kalip
DNA’nin 6zgiil olduklar1 bolgelerine baglanir (Sekil 2.13).

Hedef Dizi

Hedef Dizi

Sekil 2.13 Baglanma (Annealing) (http://www.pharmaceutical-technology.com/projects
[/roche/images/roche7.jpg, 2009b)

3. Uzama (Extension): Bu asama Taq DNA polimeraz enziminin en yiiksek aktivite
gosterdigi sicaklik olan 70-75°C arasinda DNA sentezi gergeklesir. Polimeraz
enzimi, niikleotidleri 5'-3' yoniinde ekleyerek primerin uzamasini saglar ve hedef

DNA’nin iki zincirli kopyasini olusturur (Sekil 2.14).
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Sekil 2.14 Uzama (Extension) (http://www.pharmaceutical-technology.com/projects
[/roche/images/roche8.jpg, 2009c)

Bu ii¢ basamak bir dongiiyii olusturur ve her tekrarlanisinda iki primer arasinda kalan
0zgiil DNA pargas1 ¢ogaltilarak iki katina ¢ikar. Eski zincirlerle beraber yeni zincirler
de bir sonraki dongiide kalip olarak kullanilirlar. Yaklasik 5 dk siiren bir dongii bir¢ok
kez tekrar edilir ve 3 saatten daha az bir zamanda 25-30 dongii sonunda DNA miktar1

milyon kattan daha fazla artar (Birben 2006).

PZR teknigi; DNA’nin dizi analizi ve DNA haritalamasinda, insan genom projesindeki
arastirmalarda, genetik hastaliklarin teshisinde, DNA parmak izi analizinde, adli tip
orneklerinin genetik tiplendirilmesinde, doku transplantasyonu i¢in doku tipinin
belirlenmesinde, tarimda (tohum safliginin belirlenmesi), sistematik ve evrim
calismalarinda (dogadaki cesitli canli tiirlerinin tanisi, tiirler arasindaki polimorfizmin
belirlenmesinde), klonlama deneylerinde, mutagenez c¢alismalarinda, fosil DNA

caligmalarinda ve gen ifadelerinin karsilastirilmasinda kullanilmaktadir (Birben 2006).

2.10 Molekiiler Belirtecler

Molekiiler belirtecler (markorler) genel olarak; genomun 6zgiin bir bdlgesini
tanimlamak amaciyla kullanilmaktadirlar. Genom analiz caligmalarinda belirteg
secerken dikkat edilmesi gereken bir takim hususlar vardir. Oncelikle ¢alisma sonunda
gozlenmesi beklenen varyasyon miktart Onemlidir. Genomdaki baz1 bdlgelerin
mutasyon orani digerlerine gore daha yiiksektir, bir baska deyisle evrimlesme hizlart

daha fazladir. Genel anlamda, yakin iliskili organizmalarin ¢alisilmasinda daha fazla
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varyasyon gosteren belirtegler tercih edilirken daha uzak taksonlar arasindaki genetik
iligkilerin belirlenmesinde daha az varyasyon gosteren belirteclerin kullanimi uygundur.
Molekiiler belirtegler; ko-dominant ve dominant belirtecler olmak tizere ikiye ayrilir

(Freeland 2005).

2.10.1 Dominant belirtecler

Dominant belirtegler, ayn1 anda birden fazla lokusun g¢ogaltilmasina imkan saglayan
coklu-lokus belirtecleridir. Genomdaki rastgele bolgeler c¢ogaltildigi ic¢in ¢alisma
oncesinde sekansla ilgili 6n bilgi gerektirmez. Birden fazla lokusla calisildigindan
yiikksek polimorfizm elde edilmesini saglar. Genetik olarak yakin organizmalar
arasindaki varyasyonu belirlemede basarili olsalar da, daha derin evrimsel iliskileri
aciga cikarmada yeterli degildirler. Dominant markoérlerle calisma konusundaki en
biiyiikk sikinti, calisilan her lokustan sadece bir allel belirlenebilmesi nedeniyle
homozigotlarla heterozigotlarin ayriminin yapilamamasidir. Bu nedenle allel frekansinin
hesaplanmas1 zordur. Populasyon genetigi ¢alismalarinda en yaygin kullanilan dominant

belirtegler RAPD ve AFLP’dir (Freeland 2005).

RAPD: Kisa oligoniikleotid primerlerin hedef DNA dizisinde birden fazla bolgeye
baglanarak rastgele ¢ogaltma yapmasi prensibine dayanan RAPD (Rastgele ¢ogaltilmis
polimorfik DNA) teknigi, yiiksek oranda polimorfik bant verimi ve diisiik maliyetiyle
populasyon genetigi calismalarinda kullanilmaktadir. Amplifikasyon isleminden sonra
elde edilen PZR iiriinii agaroz jel elektroforezinde yiiriitilir ve bantlar halinde
gozlemlenerek  incelenir.  Bantlarin  varli@i  veya  yokluguyla  sonuglar
degerlendirilmektedir. RAPD yoOnteminin avantajlari calisilacak DNA dizisine ait 6n
bilgiye ihtiya¢ olmamasi, diger belirteglere goére ucuz ve kisa silirede sonug
alinabilmesidir ancak tekrar edilebilir olmamasi giivenilirligini azaltmaktadir (Aydin

2004).

AFLP: Cogaltilmis parca uzunluk polimorfizmi (AFLP), restriksiyon enzimleri ile
kesilmis DNA pargalarinin secici PZR ile ¢ogaltilmasina dayanir. Bu teknik, DNA’nin

enzimlerle kesilmesi ve kesilen yapiskan uglara oligoniikleotid adaptorlerin baglanmasi,
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kesilen bolgenin secici PZR ile ¢ogaltilmast ve ¢ogalan bdlgenin poliakrilamid jelde
goriintiilenmesi olmak tizere 3 temel basamaktan olusmaktadir. AFLP belirteci DNA
parmak izi analizinde siklikla kullanilmakla birlikte RFLP belirtecine benzer 6zelliklere
sahiptir, RFLP’ye gore analizi daha kolaydir ve daha az miktarda DNA’ya gereksinim
duyar (Ozsensoy ve Kurar 2012).

2.10.2 Ko-dominant belirtecler

Esbaskin belirtegler olarak ta bilinen ko-dominant belirteglerin en énemli 6zelligi bir
lokusta bulunan tiim allelleri belirleyebilme imkan1 vermesidir. Diploid tiirlerde, bir ko-
dominant belirteg, homozigot bireyde 1, heterozigot bireyde ise 2 allel belirleyecektir.
Boylece homozigotlar ile heterozigotlarin ayrimi saglanarak allel frekansinin
hesaplanmas1 miimkiin olacaktir. Bu 06zelliginden dolayr ko-dominant belirtecler
dominant belirteclere gore kesinlik acisindan tercih edilmektedir. Populasyon genetigi
caligmalarinda siklikla kullanilan ko-dominant belirtecler; allozimler, RFLP, SNPIer,
mikrosatellitler ve dizi analizi yapilan DNA sekanslaridir (Freeland 2005).

Allozimler: Allozimler, populasyon genetigi ¢alismalarinda kullanilan ilk molekiiler
belirtegtir. Allozimler, bir enzimin ayni lokustaki alleller tarafindan kodlanan farkli
versiyonlaridir. Proteinlerin molekiiler biiytlikliik ve aminoasit bilesiminde gosterdigi
farkliliklar jel elektroforez yontemi kullanilarak ortaya cikarilabilir. Genetik
caligmalarda kan ve doku proteinleri belirte¢ olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
Fakat polimorfizm degerlerinin nispeten diisiik olmasi, 6zgiin olarak kan orneklerine ya
da taze dokuya gereksinim duyulmasi, is ylkiinliin agir olmasit ve analizlerin uzun
zaman almasi nedeniyle son yillarda yerini DNA temelli belirteglere birakmistir

(Ozsensoy ve Kurar 2012).

RFLP: Insan genomu boyunca (&zellikle kodlayici olmayan bélgelerde) her 200
niikleotidde 1 dizi farklilig1 goriiliir. Bu niikleotid degisiklikleri 6zgiil bolgelerde olusur
ve tek bir niikleotid ciftinde degisiklik veya bir ya da birden fazla niikleotid ¢iftinin
delesyonu veya insersiyonu seklinde goriiliir. Bu degisiklikler bazen bir restriksiyon

enziminin kesim noktasini yok edebilir ya da yeni bir kesim noktas1 yaratabilir. Bu
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sekilde yaratilan bir restriksiyon bolgesi, bir kromozomda bulunur fakat homolog
kromozomda bulunmazsa, bu iki kromozom, restriksiyon parcalarinin membrana
aktarilan ya da jel elektroforezine tabi tutulan profillerinin analizi ile birbirinden ayirt
edilebilir. DNA dizilim farkliliklarina gére genom bolgesinde farkli restriksiyon enzim
alanlart ve dolayisiyla bireyler arasinda farkli DNA parca profilleri olusacaktir.
Restriksiyon kesim enzimleriyle olusturulan bu par¢a uzunluklarindaki farkliliklar,
restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi (RFLP) olarak adlandirilir. RFLPler oldukc¢a
yaygindir; insan genomunda binlercesi tanimlanmistir. RFLP teknolojisi ile DNA
dizisindeki farkliliklar kolayca tespit edilebilmektedir. RFLP belirtecinin en onemli
avantaj1 0zgiin dizi bilgisine ihtiya¢ duyulmamasidir. RFLP yontemi tiirler, cinsler ve
populasyonlarin analizinde kullanilmaktadir. Polimorfizm orani ¢ok yiiksek olmasindan

dolayi aile agaci ve haritalama analizlerinde tercih edilmektedir (Klug vd. 2011).

SNPler: SNPler (Tek niikleotid polimorfizmi) iki birey arasinda genomun belli bir
bolgesindeki tek niikleotid farkliliklaridir. Genomda oldukg¢a yaygin bulunan SNPIlere,
intron ve ekzon bdlgelerinde, 500-1000 bg siklikla rastlanabilir. SNPlerin olugsmasinda
insersiyon ya da delesyon tip mutasyonlar temel etkendir. Genellikle 2 allele sahip SNP
belirtecinin polimorfizm orani diisiik olsa da, genetik ¢esitlilik, populasyon yapisi,
genetik haritalama ve 1slah calismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Freeland

2005, Ozsensoy ve Kurar 2012).

Mikrosatellitler (SSR): Bu tez caligmasinda kullanilan diger bir belirteg olan
mikrosatellit DNA lokuslar1 1-6 niikleotid uzunlugunda kisa, tekrarlanan DNA dizilerini
ifade etmektedir. Kesifleri 1980°li yillara uzanan mikrosatellitler; basit dizi tekrarlar
(Simple Sequence Repeats-SSR) ya da kisa ard arda tekrarlar (Short Tandem Repeats-
STR) olarak ta adlandirilirlar. Mikrosatellitler ¢ekirdek ve kloroplast genomuna ek
olarak bazi tiirlerde mitokondriyal genomda da bulunabilmektedirler (Freeland 2005).
Tekrarlayan diziler genellikle kodlanmayan bdlgelerde bulunurlar ve kromozomal

sentromeri ¢evreledikleri icin satellit-uydu adini alirlar.

Mikrosatellitlerin genomda polimorfik olduklari ortaya konmustur. Bu dizilerin

tekrarlanma sayilar1 ve sikliklar1 yiiksek oranda polimorfizm gosterir ve bu diziler
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genom boyunca rastgele dagilmiglardir. Bir lokusta tekrar sayist 5-100 arasinda
degismektedir (Korkmaz-Agaoglu ve Ertugrul 2010) (Sekil 2.15). Genomda bulunma
sikliklar1 ve yiiksek polimorfizm gostermeleri mikrosatellitleri popiiler bir genetik
belirteg yapmaktadir (Kelkar vd. 2010). Populasyon iginde benzer 6zellikler
gostermelerine ragmen bireyden bireye farklilik gosterirler (Hearne vd. 1992). Bu
polimorfizm tarzi mikrosatellitlerin populasyon genetigi ¢aligmalarinda kullanimini

uygun hale getirmektedir.

Lokus 1 Lokus 2 Lokus 3

e TATATATA TAATAATAATAATAATAATAATAA s GCGCGCGCGCGCGC mummmm
e TATATATA me TAATAATAATAATAATAATAA GCGCGCGCGCGCGCGEC mum

Sekil 2.15 Polimorfik mikrosatellit lokuslari (Freeland 2005)

Bu yiiksek polimorfizm; yiikksek mutasyon oranindan kaynaklanmaktadir.
Mikrosatellitlerin mutasyon oran1 genomdaki diger bolgelere gore oldukga yiiksektir.
Her bir replikasyon ve lokus basina mutasyon oraninin, kendi genomlar1 i¢indeki diger
bolgelere gore, mayalarda 10-10 kat, farelerde ise 10°-10 kat fazla oldugu tahmin
edilmektedir (Dallas 1992, Strand vd. 1993). Yiiksek mutasyon orani ile mikrosatellitler
her bir lokusta birden fazla allel bulundurma sansina sahiptirler ve bu yiiksek mutasyon
orant ile nispeten daha yakin ge¢miste gerceklesen populasyonlar arasi genetik
iligkilerin aciga ¢ikarilmasinda uygun belirteclerdir. Dogu Afrika’da ¢iklet baligiyla
yapilan bir ¢aligma mikrosatellit belirtecinin bu anlamda basarisin1 gostermektedir
(Kornfield ve Smith 2000). Malawi ve Victoria golleri son 700.000 yil i¢inde (hatta bazi
tiirler i¢in son 200 yilda) evrimlesen yiizlerce tiire ev sahipligi yapmaktadir. Bu tiirlerin
evrimsel siireglerinin aydinlatilmasinda mtDNA ve allozim verilerinden sinirli bilgi elde
edilmistir. Polimorfik bdlgeler tanimlansa dahi, tiirlesme olaymmin c¢ok yakin bir
gecmiste olmasi pek cok allelin farkli taksonlar arasinda halen paylasilmakta oldugu
anlamina gelmektedir, ¢iinkii tiire 6zgii allellerin evrimlesebilmesi i¢in gereken zaman
heniiz gegcmemistir. 1990’larda diger belirteclere gore ¢iklet balig1 gruplari i¢inde ve
gruplar arasinda daha fazla varyasyon igeren mikrosatellit lokuslar1 tanimlanmasiyla

tiire ait evrimsel slire¢ aydinlatilabilmistir.
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Mikrosatellit lokuslarinda mutasyona neden olan ilk mekanizmanin; DNA replikasyonu
sirasinda olusan bir hata olan kayma (slippage) oldugu ortaya konmustur (Kelkar vd.
2010). Replikasyon kaymasi olarak bilinen bu durum tekrar bolgesinin replikasyonu
sirasinda olusur. DNA polimeraz enziminin kaymasi sonucu, replikasyon sirasinda
olusan yeni DNA zinciri, kalip DNA’ya gore daha kisa ya da uzun olur. Bu olay,
mikrosatellitlerin birkag¢ tekrar kazanmasi ya da kaybetmesiyle sonuglanir (Korkmaz-

Agaoglu ve Ertugrul 2010) (Sekil 2.16).

Replikasyon
— —— COimnsmm DN
— —— — — — Kalip DNA

l

Kavmn SHppoage
———
t— ee— ’ —— C—

" vanhs dizilim -

-
v 1 tekea 1 tekrnary

—
T ——— T ———

— — — —— —— — — —

Sekil 2.16 Replikasyon kaymasi sonucu mikrosatellitlerde olusan mutasyon (Korkmaz-
Agaoglu ve Ertugrul 2010)

a. Replikasyon sirasinda polimerazda olugan kayma b. Kalip ya da yeni sentezlenen DNA’da olusan
yanlis dizilim c. Replikasyonun devam etmesi ve eksik ya da fazla tekrar olugsmasi

Mutasyona neden olan bir diger mekanizma; homolog kromozomlardaki mikrosatellit
tekrarlarinda krossing-over sirasinda eslesmenin tam olmamasidir. Homolog kromozom
ciftleri arasinda 1yi olmayan bu eslesmelerin; tekrar sayilarinin artisindan kaynaklandig:

diistiniilmektedir (Sekil 2.17).
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Esit olmavan "krossing over"

homolog kromozom ciftlen
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Sekil 2.17 Esit olmayan krossing over (Korkmaz-Agaoglu ve Ertugrul 2010)

Mikrosatellitler araciligiyla genotiplerin belirlenmesi dort asamadan olusmaktadir:

1) DNA izolasyonu
2) PZR
3) Elektroforez

4) Fragment analizi ile verilerin elde edilmesi ve degerlendirilmesi

Mikrosatellit lokuslariin amplifikasyonunda kullanilan primerler tekrar bolgesinin iki
yaninda bulunan flanking (komsu) bolgelere gore tasarlanirlar. Flanking bolgeler yakin
akraba tiirler arasinda korundugu i¢in primerler birden fazla tiir i¢in kullanilabilmektedir
(Freeland 2005). Mikrosatellit primerleri  floresans boyayla isaretlenerek
kullanilmaktadir; tercihe gore 5 farkli floresan boya (FAM, HEX, ROX, TET, LI1Z) ile

isaretlenebilir.

Bir populasyonda; genomdaki mikrosatellit lokuslarinin PZR ile ¢ogaltilmas1 ve jel
elektroforezi ile yiiriitiilmesi sonucunda, heterozigot ve homozigot bireylere ait bantlar
jel lizerinde goriintiilenebilmektedir (Sekil 2.18). Bir canli; biri anneden digeri babadan
gelen kromozomlarin her ikisinde de ayni1 uzunlukta mikrosatellit tekrarina sahip ise bu
lokuslar bakimindan homozigottur ve PZR sonucu ¢ogalan bu mikrosatellit lokusu jel
tizerinde tek bir kalin bant olarak goriiliir (Sekil 2.18, AA ve BB’nin goriintiisii). Eger

birey, anne ve babadan gelen kromozomlarda farkli uzunlukta mikrosatellit tekrarlari
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iceriyorsa heterozigottur ve elektroforez sonucunda jel lizerinde farkli uzunlukta iki bant

gozlenir (Sekil 2.18, AB’nin goriintiisii).
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Sekil 2.18 Bir populasyondaki homozigot ve heterozigot bireylere ait elektroforez jel
goriintiisli (Korkmaz-Agaoglu ve Ertugrul 2010)

Mikrosatellitler jel elektroforezi ile goriintiilenebildikleri gibi otomatik dizi analiz
cihazlarinda fragment analizi de yapilabilmektedir. Floresan isaretli primerler
vasitasiyla PZR islemiyle ¢ogaltilan mikrosatellit lokuslarinin allel biiyiikliikleri
fragment analizi yontemiyle belirlenmektedir. Fragment analizi, kapiller elektroforez
vasitastyla molekiillerin biiyiikliik, elektriksel alandaki hareket kabiliyeti, faz ayrimi
gibi ozelliklere dayanarak ayrilmasi prensibine dayanir. Kapiller elektroforez sisteminde
silikayla kapli dar bir kapiller boru, kapillere polimer dolduran bir siringa, her iki
kutupta gecirgenligi saglayan tampon hazneleri ve yiiksek voltajli bir glic kaynagi
bulunmaktadir. Bunlara ek olarak bir floresan dedektér, lazer, tarayici ve bilgisayar da
kullanilir. Kapiller elektroforezde molekiillerin ayrimi yiiksek voltaj altinda gerceklesir.
Negatif yiiklii DNA molekiilleri polimer icerisinde sabit voltaj ve sicaklik altinda anoda
dogru hareket eder. Molekiillerin hareket hiz1 biiyiikliiklerine, elektriksel kuvvete ve
polimer yapisina baglidir. Molekiiller kapillerin silikayla kapli olmayan bdlgesinden
gecerken burada lazer 1simmina gére PZR isleminde kullanilan primerin rengine gore
degisik dalga boyunda 1s1ma yaparlar. Yayilan bu 151 6zel bir kamera tarafindan
algilanir. Bu veriler bilgisayar ortamina aktarilir ve burada uygun bir yazilim vasitasiyla
degerlendirilerek ekranda biiylikliik ve yogunlugu ifade eden pikler seklinde goriliir

Fragman uzunlugu bilinen floresan isaretli bir standart 6rnek yardimiyla piklerin analizi
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yapilabilmektedir (Asicioglu vd. 2002). Bu tez calismasinda elde edilen Ornek bir
mikrosatellit lokusuna ait fragment analizi sonucuna gore, mavi renkte goriilen piklerin
her biri farkli bir alleli ifade etmektedir (Sekil 2.19). Mikrosatellit lokuslar1 bakimindan

homozigot ve heterozigot olan bireyler sirasiyla tek ve ¢ift pik seklinde goriilmektedir.

200 240 210

210 207 217

(a) (b)

| -

Sekil 2.19 a. Homozigot ve b. heterozigot bireylere ait 6rnek fragment analiz dosyasi
goriintiileri

Mikrosatellitler; ko-dominant ve biparental kalitim 6zelligi gostermeleri, lokusa 6zgii
olmalari, genom iginde genis dagilim gostermeleri ve yiiksek polimorfizm orani ile
filocografya ve populasyon genetigi ¢alismalari i¢in idealdir (Zhang ve Hewitt 2003).
Ancak, geemisi ¢ok eski tarihlere dayanan evrimsel iligkilerin belirlenmesinde kullanigh
degildirler. Hizli mutasyon orani ve allel biiytikligiindeki artis ya da azalig egilimi,
siklikla kargilasilan biiyiikliik homoplazisine (size homoplasy) neden olmaktadir.
Ornegin aym lokusta bulunan iki atasal allelden biri 16 digeriyse 20 niikleotidli iki
tekrardan olugsmaktadir. Eger biiyiik allel mutasyonla bir tekrar kaybeder ve kiiciik allel
de bir tekrar kazanirsa bu durumda her iki allel de 18 tekrara sahip olacaktir. Bu
durumda gergekte evrimsel hikayeleri farkli olan bu alleller ayni atasal sekansin iki
kopyast gibi distiniilecektir. Biiyiikliik homoplazisi, mikrosatellit verisi kullanilarak

atasal iliskilerin ¢oziilmesini zorlastirmaktadir (Freeland 2005).

Mikrosatellitlerin diger kullanim alanlari, ebeveyn tayini ve baglant1 analizleri, genetik
haritalama c¢alismalar1 ve gen kaynaklarinin korunmasiyla ilgili ¢alismalardir (Korkmaz-
Agaoglu ve Ertugrul 2010). Mikrosatellitler ayrica FBI gibi kurumlar tarafindan,

suclularin DNA tiplendirilmesinde ve mahk(im edilen su¢lularin DNA profillerini igeren
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veri tabani olusturulmasinda da kullanilmaktadir. Veritaban1 biliylidiik¢e sug
dosyalarinin ¢ozlilmesinde 6nemli adimlar atilmaktadir. Olay yerinde elde edilen
DNA’nin mikrosatellit analizi araciligiyla elde edilen DNA profili ile veritabanindaki
DNA profilleri karsilastirilmasi sonucu ABD’de 3 yilda yaklasitk 1700 vaka
¢Oziilmiigtiir. Mikrosatellit lokuslart genom boyunca dagilmalari ve olduke¢a kiigiik
diziler olmalar1 dolayisiyla adli vakalarda tercih edilmektedir. Ciinkii olay yerinde
bulunan DNA 6rnegi yiiksek oranda pargalanmaya maruz kalmis dahi olsa mikrosatellit
dizisinin saglam kalma sansi oldukg¢a yliksektir. Mikrosatellitler bu 6zelligiyle adli
vakalarda en ¢ok kullanilan belirtegtir (Klug vd. 2011).

DNA dizi analizi: Bir DNA molekiilii, ancak niikleotid dizisi bilinirse tam olarak
karakterize edilebilir. DNA dizisinin belirlenmesi; genlerin yapisi, fonksiyonu,
regiilasyonu ve genom organizasyonu ile ilgili mekanizmalarin anlasilmasia biiyiik

katki saglamistir.

Gliniimiizde en ¢ok kullanilan DNA dizi analizi yontemi James Sanger ve arkadaslar
tarafindan gelistirilen “zincir sonlanma” ydntemidir. Bu yontemde oOncelikle, dizisi
belirlenecek DNA molekiilii denatiire edilerek tek zincirli hale doniistiirtliir. Tek
zincirlerden her biri farkl niikleotidlerle gelisiglizel sonlanmigtir. Daha sonra PZR
islemi icin 4 farkli tiipte reaksiyon karisimi hazirlanir. Klasik PZR isleminden farkl
olarak ANTP karisimina ek olarak her bir tiipe dideoksiniikleotid (ddATP, ddGTP,
ddCTP, ddTTP) adi verilen yapisi degistirilmis deoksiriboniikleotidlerden bir tanesi
ilave edilir. Dideoksiriboniikleotidler 3'-OH grubunda oksijen i¢cermez. Primer ya da
ddNTP’lerden biri dizi analizinin gerceklesmesi i¢in floresan ile isaretlenir. PZR
isleminde primer uzamasi basamagi sirasinda polimerazin dideoksiniikleotidlerden
birini zincire takmasiyla zincir o noktada sonlanir. Ciinkii ddNTP bir sonraki
niikleotidin baglanmas1 i¢in gereken 3'-OH grubunu icermez. Sonucta g¢esitli
uzunluklarda bir grup isaretlenmis iplik olusur. Isaretli iplikler, dizideki son niikleotidi
temsil eden isaretin rengindedir. Olusan PZR iiriinleri poliakrilamid jelde elektroforez
islemine tabi tutulurlar. Sekanslama islemi igin jel, kilcal bir tiipte olusturulur. Elde
edilen jel goriintiisiinde birbirinden ayrilan DNA parcalari, dizisinin belirlenmesi i¢in

incelenir. Kullanilan bir floresan dedektor yardimiyla her bir DNA pargasina ait isaret
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rengi algilanarak bazlar tek tek okunur (Sekil 2.20) (Klug vd. 2011, Reece vd. 2013).
Okunan bazlar, kromatogram dosyasi seklinde pikler halinde bilgisayar ekraninda

goriintiilenir (Sekil 2.21).
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Sekil 2.20 Zincir sonlanma yontemi kullanilarak yapilan DNA dizi analizi (Reece vd.
2013)

(1) Sekanslanacak DNA’nin denatiirasyonla tek iplik¢ige ayrilmasi ve PZR islemi igin kullanilacak
reaksiyon bilesenleri. (2) PZR islemi sonucu olusan farkli uzunlukta DNA fragmanlari. (3) Jel
elektroforezi ile fragmanlarin ayristirilmasi ve DNA dizisinin dedektdree belirlenmesi

Sekil 2.21 DNA dizi analizi sonucu elde edilen 6rnek kromatogram dosyasi
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2.11 Populasyon Genetigi Calismalarinda Kullanilan istatistiki Analizler

Genetik cesitlilik, bir populasyona ait en onemli 6zelliklerin basinda gelir. Cevresel
sartlarin siirekli degismesi ile beraber populasyonun mevcut sartlara adaptasyonu ve
evrimlesmeye devam etmesi noktasinda genetik varyasyonun belirlenmesi gereklidir.
Genetik varyasyonun diisilk olmasi, yiiksek seviyede soy i¢i ilireme (inbreeding)
gostergesidir ve populasyon ya da birey seviyesinde uyum giiciinii azaltabilir. Bu
nedenle, genetik c¢esitliligin  belirlenmesi  populasyon genetiginin  temelini
olusturmaktadir ve koruma biyolojisi ¢alismalarinda 6nemli bir uygulama olarak

karsimiza ¢ikmaktadir (Freeland 2005).

Bir tiire ait ya da tiirler aras1 genetik cesitliligin belirlenmesinde en 6nemli nokta
populasyon seviyesinde ve genomik seviyede isleyen evrimsel siirecleri anlamaktir.
PZR’1n kesfiyle hizla biiyliyen genetik bilgi birikimi beraberinde bu bilgiyi uygun
sekilde analiz edecek programlarin olusturulmasimni getirmistir. Giiniimiizde populasyon
genetidi calismalar1 i¢in ¢esitli istatistik programlart gelistirilmis, giin gectikce daha

sofistike programlarin yazilimi artmaktadir (Excoffier ve Heckel 2006).

Genetik varyasyonun Olgiilmesi kapsaminda yapilacak istatistiki analizler, tek bir
populasyon icindeki varyasyonun belirlenmesi ve populasyonlar arasindaki

varyasyonun belirlenmesi seklinde yapilir.

Tek bir populasyona ait analizlerde, allel ve genotip frekanslariin (sikliklari)
belirlenmesi gereklidir. Bu kapsamda yapilan allelik ¢esitlilik (A) 6lgimii; lokus basina
diisen ortalama allel sayisinin belirlenmesidir. Ornegin bir populasyondaki bir lokusta
dort allel ve diger lokusta alt1 allel oldugunu varsayarsak, A= (4+6)/2= 5 seklinde
bulunur. Diger bir genetik ¢esitlilik 6lgegi, polimorfik lokuslarin yiizdesidir (P). Eger
bir populasyonda on lokus incelenir ve bunlarin altis1 degisken ¢ikarsa, P= 6/10= 0.60
olarak bulunur. Ucgiincii varyasyon o6l¢iim sekli olan gozlenen heterozigotluk (Ho);
belirli bir lokusta gozlenen heterozigot birey sayisinin caligilan tiim 6rnek sayisina
boliimiiyle hesaplanir. Ornegin 1612 bireyden olusan bir populasyonda 138 heterozigot
birey varsa bu durumda Hy= 138/1612 = 0.085 olarak bulunur. Beklenen heterozigotluk
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ise (He), Hardy-Weinberg esitliginde olan bir populasyonda beklenen heterozigotlarin
sikligidir. Bir diger varyasyon Olcegi olan gen cesitliligi (h) haploid veri i¢in de
hesaplanir. Mitokondriyal veri igin; h genellikle haplotip ¢esitliliginin 6lglimiidiir. Buna
gore h, farkli mitokondriyal haplotiplerin say1 ve sikliklarini tanimlar. Ancak
mitokondriyal DNA gibi hizli evrimlesen genomlar igin, bireylerin biiylik cogunlugu
farkli bir haplotipe sahip olacagindan, haplotip cesitliligi yaklasik 1 olarak ¢ikacaktir.
Bu noktada daha bilgi verici olmasi agisindan, niikleotid gesitliligi () yani, iki DNA
dizisi arasindaki niikleotid farkliliklar1 dikkate alinir (Freeland 2005).

Genetik varyasyon ¢alismalarinda birden fazla populasyonla c¢alisilmasi durumunda tek
bir populasyondaki varyasyonun belirlenmesi kadar, populasyonlar arasindaki
varyasyonun belirlenmesi de énemlidir. Ciinkii populasyon genetigi, hem populasyon
ici hem de populasyonlar arasi siireclerden etkilenir. Bu nedenle gen akisinin (genlerin
bir populasyondan digerine aktarilmasi) populasyonlarin ve tiirlerin evrimini nasil
etkilediginin belirlenmesi gerekir. Iki populasyon arasindaki genetik benzerligi
Ol¢menin ilk yolu aralarindaki genetik mesafeyi (D) o6lgmektir. Genetik mesafenin
hesaplanmasinda pek ¢ok metot vardir ancak en yaygin kullanilani Nei’nin (1972)
standart genetik mesafe degeridir. Benzer allel sikligina sahip populasyonlarda D degeri
yaklasik O olarak cikacak, ortak allel sayis1 azaldik¢a bu deger de artacaktir (Freeland
2005).

Populasyonlar arasindaki genetik varyasyonun hesaplanmasinda en sik kullanilan
yontem F-istatistikleridir. Wright (1951) tarafindan bulunan ve Nei (1977) tarafindan
gelistirilen F-istatistikleri, genetik varyasyonun populasyon iginde ya da populasyonlar
arasinda paylastirilmasinda soy i¢i lireme (inbreeding) katsayilarini kullanir ve ii¢
sekilde hesaplanir. Fis bireyler arasindaki soy i¢i iireme miktarinin Ol¢limiidiir.
Fiksasyon indeksi olarak ta bilinen Fsr ise, altpopulasyonlar arasindaki farklilagma
degerini ifade eder. Populasyonun geri kalani ile kiyaslayarak, bir altpopulasyon
i¢indeki soy i¢i iiremenin 6l¢iimiidiir. Ugiincii F-istatistigi Fir’dir. Fi7 toplam soy ici
tireme katsayisidir. Bir bireye ait heterozigotlugun, tiim populasyon ile kiyaslanmasi ile
hesaplanir. Bu {i¢ F-istatistigi arasinda en sik kullanilani, fiksasyon indeksidir. Eger iki

populasyon ayni allel sikligina sahipse Fst degeri 0 olarak ¢ikacaktir. Eger iki
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populasyon farkli alleller i¢in fikse olmussa Fst degeri 1 olur. Buna gore Fst degerinin
0- 0,05 araliginda ¢ikmasi diisiik genetik farklilasma olarak, 0,05- 0,25 araligi ortalama
genetik farklilagsma olarak, 0,25’ten bliyiik ¢ikmasi durumunda ise yiliksek genetik
farklilasma oldugu yoniinde degerlendirilir. Yalnizca ¢ok istisnai durumlarda diistik
fiksasyon indeksi degeri yiiksek genetik farklilasmay1 ifade eder. Fiksasyon indeksi
ayrica gen akisinin (Np,) hesaplanmasina olanak vermesi acisindan da onemlidir. Gen

akist, 0,25 (1-Fst)/Fst formiiliiyle hesaplanir (Freeland 2005).

Genetik c¢esitliligin belirlenmesi yaninda taksonlarin filogenisinin yani tiirler veya
bireyler arasindaki evrimsel akrabaligin belirlenmesinde de istatistiki analiz
programlarinin  kullanimi  6nemlidir (Simon vd. 2006). Filogeniler, bir viral
enfeksiyonun orijininin ve yayilisinin belirlenmesi, tiirlere ait niifus degisimi ve gog
sekilleri gibi konularin agiga ¢ikarilmasinda ya da tiirler ve genler arasindaki iliskilerin
belirlenmesi gibi temel biyolojik sorularin yanitlarina 1sik tutmaktadir. DNA dizi analizi
teknolojisiyle birlikte filogeni yaklasimi “molekiiler filogeni” adi altinda molekiiler
temelli filogenetik yaklagimin gelismesine neden olmustur (Yang ve Rannala 2012).
Molekiiler filogeni c¢alismalarinda uygulanan genel basamaklar sekil 2.22°de

goriilmektedir.
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Organizma seimi
Uygun molekiiler belirte¢ secimi
PZR gahsmalan, dizi analizi
Dhzilerin diizenlenmesi
Evrimsel model secimi
Filogenetik analizler
Agac c&ugtunna

Filogenetik agacm degerlendiribmesi

Sekil 2.22 Molekiiler filogeni ¢alismalarinda izlenen temel basamaklar (Patwardhan vd.
2014)

Gilintimiizde kullanict dostu filogenetik agac olusturma yontemlerinin gelistirilmesi, pek
cok sistematik¢inin filogenetik metotlar1  kullaniminin = 6niinii  agmustir. DNA
sekanslarinin evrim mekanizmasi 6grenildik¢e, Maximum likelihood (ML) gibi model
bazli programlarin kullanimi yayginlasmistir. 1980°li ve 90’lh yillarda maximum
likelihood model bazli yaklagimlar filogenetik aga¢ olusturma programlarinda
kullanilmaya baglanmistir (Felsenstein 1981, Swofford vd. 1996). 2001 yilinda
MrBayes programinin ilk versiyonu kullanima sokulmustur. Bayesian analizi, olasilik
modellerini kullanarak filogenetik iliskileri agiga ¢ikarmaktadir (Huelsenbeck ve
Ronquist 2001). Bu tip programlar, evrimsel modelleme temeline dayanmasi, gergege
yakin modellerin olusturulmast ve bunlar1 arasindan en uygun olanmin segilmesine
olanak saglayarak sistematik ¢alismalarda kendine yer edinmistir (Posada ve Buckley
2004, Sullivan ve Joyce 2005). Modeltest gibi kullanici dostu programlar model
se¢imini kolaylagtirmistir (Posada ve Crandall 1998) (Sekil 2.23).
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1868: Jukas-Cantor {JC)
Bar frekanslar esittir mp=mp=mg=rT
Defisim orandar esithir. B

N

Transisyor frarsversivon egilimini seglor Baz frekanslarinin degisimine olanak saglor

1880: Kimura 2 paramatar (K2P) ' 1981: Falsanstaln (F81)
Baz frekonslar esittir Rp=Mp=Rg=Ty Baz frekonslar esit By RG#ETT
Transisyon ve transversiyon o fi degildir. =
tip degisim oronbarr Farkdidir. | Tek defizim tipi vardir.
3 degisim Tipine izin verir Tronsisyon/fransversiyon egilimini saglar

1881: Kilmura 3 parameter (K3P) A 1985: Hasagawa of al. (HK'Y85)
Baz frekonslar! esithir my=no=mg=mny Baz frekonslor! esit  ®a#FRodRgdnT

. oy # i # g dedgildir- w#f
1 tronsisyon 2 fronswersiyon

\_tip dedisim vardir

& defisim Tipine izin verir 3 defigim fipine izin verir
" 1983: Znarkikn symmetrical (SYM) | 1993: Tamura-Hel {TrH)
Baz frekanslart esitfir = =Ro=Rg=ny Baz frekonslar esit  ma#EncéngéEnT
. degikdir. @ # oy P
& degizim tipi farkl oranlara sahiptir. 2 fransisyon 1 fransversiyon tip
e 4\ dedigim vardir.
Baz sikikarinin degisimine izin verir 6 degisim Tipine izin verir

/1984-1990: General time reversible (GTR) |

Baz frekanslar esit MAERCENG#ERT
dedildir.

| & dedigim fipi farkl oranlara sohiptir.

.

Sekil 2.23 Filogenetik analizlerde kullanilan modeller (n= Her bir niikleotide ait
frekans, o= Transisyon orani, 3= Transversiyon orani) (Simon vd. 2006)
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 Materyal

Bu calisma Ankara Universitesi Biyoloji Béliimii Molekiiler — Sistematik
Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir. Caligmada, Tirkiye’deki 17 lokaliteden (Sekil
3.1) toplam 63 Apodemus flavicollis 6rnegi kullanilmistir (Cizelge 3.1). Calismada
sitokrom b bolgesi i¢cin DNA dizi analizi ve mikrosatellit lokuslar1 igin fragment analizi

olmak tizere iki farkli metot uygulanmistir.
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Sekil 3.1 Calismada kullanilan A. flavicollis 6rneklerinin toplandigi lokaliteler
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Cizelge 3.1 Calismada kullanilan A. flavicollis 6rneklerine ait lokaliteler ve miize

numaralari

Miize no Tiir Lokalite
1 2129 A.flavicollis Abant-BOLU
2 2178 A flavicollis KILiS
3 2885 A flavicollis KILIS
4 2384 A flavicollis Demirkdy-KIRKLARELI
5 2385 A flavicollis Demirkdy-KIRKLARELI
6 2386 A flavicollis Demirkdy-KIRKLARELI
7 2387 A flavicollis Demirkdy-KIRKLARELI
8 2389 A flavicollis Demirkdy-KIRKLARELI
9 6752 A flavicollis Kirikkdy- KIRKLARELI
10 2582 A flavicollis Beysehir-KONYA
11 2583 A flavicollis Beysehir-KONYA
12 2584 A flavicollis Beysehir-KONYA
13 2585 A flavicollis Beysehir-KONYA
14 2586 A flavicollis Beysehir-KONYA
15 2603 A flavicollis BURDUR
16 2851 A.flavicollis Kurupelit-SAMSUN
17 2852 A flavicollis Kurupelit-SAMSUN
18 3379 A flavicollis Hopa-ARTVIN
19 3400 A flavicollis Ardanu¢-ARTVIN
20 3447 A flavicollis Ardanu¢-ARTVIN
21 3448 A flavicollis Ardanu¢-ARTVIN
22 3790 A flavicollis Bor¢ka-ARTVIN
23 5657 A flavicollis Karanlikmese-ARTVIN
24 5702 A flavicollis Karanlikmese-ARTVIN
25 3452 A flavicollis CORUM
26 3453 A flavicollis CORUM
27 3454 A flavicollis CORUM
28 3455 A flavicollis CORUM
29 2839 A flavicollis Akkus-ORDU
30 3428 A flavicollis Efrili-ORDU
31 3471 A flavicollis Efrili-ORDU
32 3472 A flavicollis Efrili-ORDU
33 3473 A flavicollis Efrili-ORDU
34 3670 A flavicollis Uludag-BURSA
35 3677 A flavicollis Uludag-BURSA
36 3685 A flavicollis Uludag-BURSA
37 3695 A flavicollis Uludag-BURSA
38 3696 A flavicollis Uludag-BURSA
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Cizelge 3.1 Calismada kullanilan A. flavicollis 6rneklerine ait lokaliteler ve miize

numaralarim (devam)

Miize no Tiir Lokalite
39 3671 A flavicollis Caycuma-ZONGULDAK
40 3709 A flavicollis Caycuma-ZONGULDAK
41 3710 A flavicollis Caycuma-ZONGULDAK
42 3734 A flavicollis Caycuma-ZONGULDAK
43 3748 A flavicollis Caycuma-ZONGULDAK
44 3909 A flavicollis Yomra-TRABZON
45 3911 A flavicollis Kesap-GIRESUN
46 5271 A flavicollis Kemaliye-ERZINCAN
47 5272 A flavicollis Kemaliye-ERZINCAN
48 5273 A flavicollis Kemaliye-ERZINCAN
49 5274 A flavicollis Kemaliye-ERZINCAN
50 5275 A flavicollis Kemaliye-ERZINCAN
51 5283 A flavicollis Kemaliye-ERZINCAN
52 4003 A flavicollis Beykoz-ISTANBUL
53 4004 A flavicollis Beykoz-ISTANBUL
54 4005 A.flavicollis Beykoz-ISTANBUL
55 4008 A flavicollis Beykoz-ISTANBUL
56 5295 A flavicollis Cayeli-RiZE
57 5297 A flavicollis Cayeli-RIZE
58 5347 A flavicollis Cayeli-RIZE
59 5298 A flavicollis Cataldere-RiZE
60 7212 A flavicollis Can-CANAKKALE
61 7213 A flavicollis Can-CANAKKALE
62 7241 A flavicollis Can-CANAKKALE
63 7248 A flavicollis Can-CANAKKALE

Sitokrom b bolgesi ile yapilan analizlerde Genbank’tan alinan A. flavicollis 6rnekleri de
kullanilmis (Cizelge 3.2) ve dis grup olarak Apodemus mystacinus, Apodemus
sylvaticus, Mus domesticus, Mus macedonicus ve Rattus norvegicus ornekleri
kullanmilmistir. Di1s grup olarak kullanilan ornekler gerek halihazirda miizede

bulunanlardan gerekse GenBank’tan (Cizelge 3.3) temin edilmistir.
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Cizelge 3.2 Sitokrom b bolgesi analizlerinde kullanilan A. flavicollis GenBank 6rnekleri

Accesion number Tiir Lokalite

1 AJ605667 A flavicollis Mugla

2 AJ605668 A flavicollis Mugla

3 AJ605676 A flavicollis Mugla

4 AJ605667 A flavicollis Mugla

5 AJ605669 A flavicollis Isparta

6 AJ605670 A flavicollis Isparta

7 AJ605687 A flavicollis fran

8 AJ605688 A flavicollis fran

9 AJ605690 A flavicollis Israil

10 JF819962 A flavicollis Makedonya
11 JF819963 A flavicollis Makedonya
12 JF819964 A flavicollis Makedonya
13 AJ605642 A flavicollis Makedonya
14 JF819968 A flavicollis Bosna-Hersek
15 JF819969 A flavicollis Bosna-Hersek
16 JF819970 A flavicollis Bosna-Hersek
17 AJ605646 A flavicollis Romanya
18 AJ605647 A flavicollis Romanya
19 AJ605648 A flavicollis Romanya
20 AJ605691 A flavicollis Yugoslavya
21 AJ605692 A flavicollis Yugoslavya
22 AJ605672 A flavicollis Trakya
23 AJ605673 A flavicollis Trakya
24 AJ605618 A flavicollis Yunanistan
25 AJ605619 A flavicollis Yunanistan
26 AJ605620 A flavicollis Yunanistan
27 AJ605622 A flavicollis Yunanistan
28 AJ605624 A flavicollis Yunanistan
29 AJ605634 A flavicollis Yunanistan
30 AJ605656 A flavicollis Slovenya
31 AJ605657 A flavicollis Slovenya
32 AJ311150 A flavicollis italya
33 AJ298604 A flavicollis Italya
34 AJ605635 A flavicollis Italya
35 AJ605637 A flavicollis Italya
36 AJ605640 A flavicollis Italya
37 AJ311151 A flavicollis Fransa
38 AJ298602 A flavicollis Fransa
39 AJ605660 A flavicollis Ispanya
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Cizelge 3.2 Sitokrom b bolgesi analizlerinde kullanilan A. flavicollis GenBank 6rnekleri

(devam)
Accesion number Tiir Lokalite
40 AJ605661 A flavicollis Ispanya
41 AJ605663 A flavicollis Isveg
42 AJ605664 A flavicollis Isveg
43 AJ605616 A flavicollis Almanya
44 AJ298603 A flavicollis Almanya
45 AJ605600 A flavicollis Avusturya
46 AJ298601 A flavicollis Belgika
47 AJ605604 A flavicollis Belgika
48 AJ605610 A flavicollis Estonya
49 AJ605611 A flavicollis Estonya
50 AJ605608 A flavicollis Cek Cumhuriyeti
51 AJ605609 A flavicollis Cek Cumhuriyeti
52 AJ605641 A flavicollis Litvanya
53 AJ605601 A flavicollis Belarus
54 AJ605603 A flavicollis Belarus
55 AJ605652 A flavicollis Rusya
56 AJ605653 A flavicollis Rusya
Cizelge 3.3 Dis grup olarak kullanilan 6rnekler
Miize no Tiir Lokalite
1 2188 A.mystacinus Mersin
2 2189 A.mystacinus Mersin
3 AJ298600 A. sylvaticus Italya
4 AJ511907 A. sylvaticus Cek Cumbhuriyeti
5 AB746363 R. norvegicus Vietnam
6 AB746365 R. norvegicus Vietnam
7 5884 M. macedonicus [zmit
8 4091 M. domesticus Bartin
3.2 DNA izolasyonu

Calismada kullanilan 6rneklerin kas dokularindan DNA izolasyonu gergeklestirilmistir.
Doyle ve Doyle’un (1991) CTAB (Setil trimetil amonyum bromiir) DNA izolasyonu

uyarlanarak olusturulan izolasyon prosediirii asagida verilmistir:
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e Kiiciik pargalara ayrilan doku 6rnekleri ependorf tiipiine konulduktan sonra
tizerine 300 ul CTAB (CTAB, Tris-HCI, EDTA, NaCl) tamponu eklenip
miimkiin oldugu kadar homojen bir siv1 elde edinceye kadar tek kullanimlik

havaneli ile ezilmistir.

e Homojenata sirasiyla 300 ul CTAB ve 50 ul BME (B-Merkapto etanol) eklenip
ependorf tiip hafifce karigtirllmistir. Karisim 65°C’lik su banyosunda 1 saat

inkiibe edilmistir.

e 500 ul C: IAA (Kloroform: izoamil alkol) (24:1) ilave edilip karisim siite benzer
bir kivama gelinceye kadar hafifce karigtirtlmigtir. 13.000 rpm’de +4°C’de 15

dakika santrifiij edilmistir.

e Santrifiij edilen dokularin i¢inde oldugu ependorf tiipleri, ayn1 egik acida olacak
sekilde buza yerlestirilmistir. DNA istteki sivi tabakada olacagindan iist faz

pipetle ¢ekilip ayr1 bir ependorf tiipiine konulmustur.

e 500 pl -20°C’de sogutulmus izopropanol tiiplere eklenmis ve tiipler yavasca
karistirilmistir. -80°C’de 30 dk bekletilmistir.

e Daha sonra 13.000 rpm’de +4°C’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Stipernatant
dokiilmiis ve pellet 2 kere %70, 1 kere de %100’liik etil alkol ile yikanmistir.

e Ependorf tiiplindeki pelletler laminar flow kabinde en az 1 saat kurumaya

birakilmustir.

e Kuruyan DNA’nin iizerine 100 ul TE (Tris-EDTA) tamponu ilave edilerek
DNA’nin ¢6ziinmesi saglanmistir. Elde edilen DNA 6rnekleri ¢alisma boyunca -

20°C’de muhafaza edilmistir.

Izole edilen DNA &rneklerinin spektrofotometre (Agilent 2100 Bioanalyser NanoDrop
ND-1000 Spectrophotometer) ile miktar ve saflik derecesi Ol¢limleri yapilmistir.
Olgiilen DNA miktarlar1 64,1ng/pl ile 3472,2 ng/ul arasinda, safliklar1 ise 1,95 ile 2,16
arasindadir (Cizelge 3.4).
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Cizelge 3.4 Calismada kullanilan 6rneklerin DNA miktar ve saflik analizleri

Niikleik asit Ornek
# Miize no Lokalite miktari Unite 260/280  260/230 tipi
1 2129 Bolu 834,3 ng/pl 2 2,23 DNA
2 2178 Kilis 460,3 ng/pl 2,09 13 DNA
3 2885 Kilis 1103 ng/pl 2,05 2,27 DNA
4 2384 Kirklareli 504,5 ng/pl 1,99 2,21 DNA
5 2385 Kirklareli 814,6 ng/pl 2,03 2,28 DNA
6 2386 Kirklareli 931,6 ng/pl 2,02 2,26 DNA
7 2387 Kirklareli 1828,7 ng/pl 2,04 2,28 DNA
8 2389 Kirklareli 1644,6 ng/pl 2,06 2,1 DNA
9 6752 Kirklareli 195,5 ng/pl 2,08 1,37 DNA
10 2582 Konya 212,1 ng/pl 1,96 2,08 DNA
11 2583 Konya 755 ng/ul 2,03 2,26 DNA
12 2584 Konya 657,1 ng/pl 2 2,21 DNA
13 2585 Konya 677,8 ng/pl 1,98 2,19 DNA
14 2586 Konya 219,7 ng/ul 2,01 2,24 DNA
15 2603 Burdur 1126,1 ng/pl 2,04 2,28 DNA
16 2851 Samsun 1513,2 ng/pl 2,04 2,28 DNA
17 2852 Samsun 1417,1 ng/ul 2,04 2,32 DNA
18 3379 Artvin 255,2 ng/pl 1,95 2,17 DNA
19 3400 Artvin 2266,3 ng/pl 2,05 2,25 DNA
20 3447 Artvin 2611,3 ng/pl 2,03 2,24 DNA
21 3448 Artvin 823,8 ng/pl 2,02 2,21 DNA
22 3790 Artvin 1890,2 ng/pl 2,05 2,27 DNA
23 5657 Artvin 1007,9 ng/pl 2,06 2,17 DNA
24 5702 Artvin 721,6 ng/pl 2,01 2,21 DNA
25 3452 Corum 886,9 ng/ul 2,07 2,37 DNA
26 3453 Corum 971 ng/pl 2,03 2,26 DNA
27 3454 Corum 1103,3 ng/pl 2,04 2,25 DNA
28 3455 Corum 867,8 ng/pl 2,02 2,28 DNA
29 2839 Ordu 1513,2 ng/pl 2,04 2,28 DNA
30 3428 Ordu 270,6 ng/pl 1,98 2,26 DNA
31 3471 Ordu 1680,4 ng/pl 2,05 2,21 DNA
32 3472 Ordu 2003,4 ng/pl 2,06 2,25 DNA
33 3473 Ordu 932,8 ng/pl 2,01 2,27 DNA
34 3670 Bursa 1980,6 ng/pl 2,06 2,29 DNA
35 3677 Bursa 304,8 ng/pl 2 2,26 DNA
36 3685 Bursa 296,6 ng/pl 2 2,22 DNA
37 3695 Bursa 1775 ng/pl 2,05 2,29 DNA
38 3696 Bursa 2631,5 ng/pl 2 2,26 DNA
39 3671  Zonguldak 987,5 ng/ul 2,01 2,29 DNA
40 3709  Zonguldak 682,4 ng/pl 1,99 2,15 DNA
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Cizelge 3.4 Calismada kullanilan 6rneklerin DNA miktar ve saflik analizleri (devam)

Niikleik asit Ornek

# Miize no Lokalite miktari Unite 260/280  260/230 tipi

41 3710  Zonguldak 181,3 ng/pl 2,01 2,01 DNA
42 3734  Zonguldak 278 ng/pl 2,01 2,2 DNA
43 3748  Zonguldak 1077,8 ng/pl 2,03 2,28 DNA
44 3909 Trabzon 1265 ng/pl 2,04 2,27 DNA
45 3911 Giresun 720,3 ng/pl 1,99 2,23 DNA
46 5271 Erzincan 1297,2 ng/pl 2,04 2,27 DNA
47 5272 Erzincan 636,6 ng/pl 2,02 2,17 DNA
48 5273 Erzincan 923,8 ng/pl 2,02 2,23 DNA
49 5274 Erzincan 2473 ng/ul 1,99 2,14 DNA
50 5275 Erzincan 1851,8 ng/pl 2,05 2,28 DNA
o1 5283 Erzincan 1148,7 ng/ul 2,06 2,24 DNA
52 4003 Istanbul 3472,2 ng/pl 2,03 2,2 DNA
53 4004 Istanbul 913,8 ng/pl 2,06 2,23 DNA
54 4005 Istanbul 1961,9 ng/pl 2,06 2,22 DNA
55 4008 Istanbul 742 ng/pl 2,05 2 DNA
56 5295 Rize 944,8 ng/pl 2,03 2,2 DNA
57 5297 Rize 941,7 ng/pl 2,07 2,26 DNA
58 5347 Rize 816,5 ng/pl 2 2,24 DNA
59 5298 Rize 64,1 ng/pl 2,16 1,24 DNA
60 7212 Canakkale 725,1 ng/pl 2,03 2,28 DNA
61 7213  Canakkale 812,3 ng/pl 2,04 2,27 DNA
62 7241  Canakkale 1750,6 ng/pl 1,99 2,23 DNA
63 7248  Canakkale 929,3 ng/ul 2,07 2,26 DNA

3.3 PZR Calismalan

3.3.1 Sitokrom b bélgesinin PZR ile ¢ogaltilmasi

Tez galigmasinda mitokondriyal DNA’nin sitokrom b bolgesi PZR ile ¢ogaltilmustir.
PZR ¢alismasi igin ¢izelge 3.2°de verilen ornekler sitokrom b bolgesinin ¢ogaltilmasi
icin kullanilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonunu gerceklestirebilmek igin 25 pl
reaksiyon karisimi, DNA (200 ng/pl) 6rneklerinden 1 pl, 2,5 pl tampon (750 mM Tris-
HCI pH: 8.8, 200 mM (NH,), SO4; Fermentas), 0.5 ul Taqg DNA polimeraz (100 iinite,
Fermentas), her molekiilden 200 pM igeren dNTP karisimindan 4 pl, 2 mM MgCl,’den
1.5 ul ve 1 pl primer (10pmol/ul, Thermo Electron) eklenerek hazirlanmistir. Sitokrom
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b bdlgesini cogaltabilmek icin L14724a (5
CGAAGCTTGATATGAAAAACCATCGTTG-3) ve H15915r (5'-
GGAATTCATCTCTCCGGTTTACAAGAC-3") primer cifti kullanilmis ve bu bélgenin
tamami (yaklasik 1100 bg) ¢ogaltilmistir (Irwin vd. 1991). Bu bdlgenin ¢ogaltilmast i¢in
uygulanan PZR protokolii ¢izelge 3.5’te gosterilmektedir. PZR isleminden sonra elde
edilen PZR iiriinleri %1°lik agaroz jel iizerinde 1X TAE tamponunda 100 volt ile
yiriitilmiistiir. Elektroforez isleminden sonra jel etidyum bromiir ile boyanarak UV
15181 altinda gorintiilenmistir. Bu islem sonucu ¢ogaltilan sitokrom b boélgesinin

orneklerin bir boliimiine ait jel goriintiisii sekil 3.2°de gosterildigi gibidir.

Cizelge 3.5 Sitokrom b bdlgesine ait PZR protokolii

On Denatiirasyon ~ 94°C 5 dakika

93°C 1 dakika
35 dongii 46°C 1 dakika

65°C 1 dakika 30 saniye

Son uzama 65°C 10 dakika

Sekil 3.2 Sitokrom b bolgesinin PZR ile ¢ogaltilmasi sonucu ortaya ¢ikan jel goriintiisii

Cogaltilan sitokrom b bolgesinin pseudogen (niikleer kontaminant) olup olmadiginin
kontrolii i¢in c¢esitli lokalitelerden secilen 12 6rnege (2885, 2384, 2582, 2603, 3400,
3428, 3685, 3748, 3909, 3911, 5271, 4003) ait sitokrom b pseudogen bolgesi PZR ile
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cogaltilmistir. PZR isleminde Lpseudo (5-TTTGGTTCTCTACTAGGAATT-3) ve
H15915r primer ¢ifti kullanilmis ve yaklasik 850 bg¢’lik pseudogen bolgesi
cogaltilmistir (Dubey vd. 2009).

3.3.2 Mikrosatellit lokuslarinin PZR ile ¢ogaltilmasi

Tez caligmasinda PZR c¢alismasinin ikinci basamagi mikrosatellit lokuslarinin
cogaltilmasidir. Cizelge 3.2°de verilen 6rnekler mikrosatellit lokuslarinin ¢ogaltilmasi
icin kullanilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonunu gerceklestirebilmek igin 25 pl
reaksiyon karisimi, DNA (200 ng/ul) 6rneklerinden 1 pl, 2,5 pl tampon (750 mM Tris-
HCI pH: 8.8, 200 mM (NHj,), SO4; Fermentas), 0.5 ul Taq DNA polimeraz (100 inite,
Fermentas), her molekiilden 200 pM iceren dNTP karigimindan 4 pl, 2 mM MgCl,’den
2 ul ve 1 pl primer (10pmol/ul, Thermo Electron) eklenerek hazirlanmistir. PZR
calismasinda toplam 7 lokus ¢ogaltilmistir. Kapiller elektroforez ve fragment analizinde
kullanilmas1 amaciyla her bir lokusun forward primerinin 5' ucu FAM (mavi) veya HEX

(yesil) floresans boya ile isaretlenmistir (Cizelge 3.6).

Cizelge 3.6 PZR calismasiyla ¢ogaltilan mikrosatellit lokuslar1 ve primer dizileri

Allel Baglanma
Lokus uzunlugu Primer dizisi Boya | sicaklign
(bo) O
F: CTCCTACGTGTTGCTCCATTC
MSAf-8 114-180 HEX 51

R: AGAAACAAAAACCCAAAGTTA

F: CAAGCCTGGGATACATAAGAC
MSAf-22 116-166 FAM 55
R: GGCAGAAGCAGTAGCAAATGA

F: CCCAAAATTGCCTTCCTGTCAC
GTTD9A 202-216 FAM 60
R: GGTCAGGATAGGCTGCATAGAAAG

F: GTACTGCTGCGAAGAGACACCAT
GACAA12A | 252-268 FAM 55
R: TGTTAGGGGAAGTATGTCAGTAGGAGT

F: GCAGGAGTTCAGCAGTCTGAGG
GATAELOA |212-242 FAM 60
R: GATGCGGAATGACAGGATTTGA

F: GGGTCCCAAGGGTAGTTTCAAAT
GTTF9A 95-120 HEX 55
R: CCCACCACAGCGTGTCTATAGG

F: TCTGAACAGTGGTAGATAATTAGAGCTTA
GTTDS8S 101-110 HEX 55
R: GAAACCGTTTGGTAAGATACTACAAAA
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Mikrosatellit lokuslarinin ¢ogaltilmasi i¢in yapilan PZR ¢alismalarinda lokuslara gore
degisen farkli protokoller kullanilmigtir (Gockel vd. 1997, Makova vd. 1998) (Cizelge
3.7-3.8).

Cizelge 3.7 MSAf-8 ve MSAf-22 lokuslarinin ¢ogaltilmasinda kullanilan PZR
protokolii

94°C 30 saniye
30 dongii 51-55°C 30 saniye
72°C 1 dakika

Son uzama 72°C 10 dakika

Cizelge 3.8 GTTD9A, GACAA12A, GATAEI10A, GTTF9A, GTTDSS lokuslarinin
cogaltilmasinda kullanilan PZR protokolii

On Denatiirasyon ~ 94°C 3 dakika
94°C 1 dakika
35 dongii 55-60°C  30-45 saniye
72°C 30 saniye-1 dakika

Son uzama 72°C 3 dakika

Mikrosatellit PZR asamasindan sonra elde edilen PZR f{irtinleri %2°lik agaroz jelde 120
voltta yiirlitiilmiis ve sonrasinda etidyum bromiir ile boyanarak UV 15181 altinda
goriintiilenmistir. Bu islem sonucu ¢ogaltilan lokuslarin bir boliimiine ait jel goriintiileri

sekil 3.3-3.4°te verilmistir.
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Sekil 3.3 GTTF9A lokusunun PZR ile ¢ogaltilmasi sonucu ortaya ¢ikan jel goriintiisii

Sekil 3.4 GTTDYA lokusunun PZR ile ¢ogaltilmasi sonucu ortaya ¢ikan jel goriintiisi

3.4 DNA Dizi Analizi

Tez caligmasinda sitokrom b bolgesi basarili bir sekilde ¢ogaltilan 63 A. flavicollis
orneginin ¢ift yonli (ileri ve geri okuma) DNA dizi analizi Elips (Ankara) firmasi

tarafindan yapilmistir.

3.5 Fragment Analizi

Tez galismasinda mikrosatellit lokuslar1 basarili bir sekilde gogaltilan 63 A. flavicollis
Orneginin fragment analizi Refgen (Ankara) firmasi tarafindan ABI 310 DNA dizi
analiz cihazinda kapiller elektroforez ile yapilmistir. MSAf-8, MSAf-22, GTTD9A,
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GACAAI12A, GATAEI10A, GTTF9A ve GTTDS8S olmak iizere toplam 7 lokusun

fragment analizi gergeklestirilmistir.

3.6 Sitokrom b Bolgesine Ait Analizler

DNA dizi analizi sonucu elde edilen kromatogram dosyalar1 Chromas Lite 2.1.1
programiyla goriintiilenmis ve fasta formatina cevrilmistir.

(http://technelysium.com.au/, 2016). Bioedit 7.2.5 ile dizilerin hizalama ve budama

islemi yapilmistir (Hall 1999). Diziler arasindaki niikleotid farkliliklar1 temel alinarak,
DnaSP 5.10 programiyla haplotipler belirlenmistir (Liprado ve Rozas 2009). Sitokrom b
dizi verileri kullanilarak, populasyonlar arasindaki evrimsel iliskileri ortaya koyan
filogenetik analizler ve populasyonlardaki genetik varyasyonun (gesitliligin)

belirlenmesi igin yapilan analizler olmak tizere iki tip analiz gergeklestirilmistir.

3.6.1 Sitokrom b bolgesine ait filogenetik analizler

Sitokrom b bolgesine ait filogenetik agaclar DnaSP 5.10 programiyla elde edilen
haplotip verileriyle Tiirkiye ve Genbank+Tiirkiye haplotipleri olmak iizere iki farkli veri
setiyle olusturulmustur. Populasyonlar arasindaki evrimsel iliskileri gorsel olarak ortaya
koyan filogenetik agaclar (dendrogram) MEGA 6.06 programiyla; Neighbour Joining
(NJ), Maximum Likelihood (ML) ve Maximum Parsimony (MP) olmak {izere ii¢ metot
kullanilarak ~ olusturulmustur ~ (Tamura  vd.  2013). NJ agaci;  farkh
transisyon/tranversiyon oranlarna sahip olan 2 niikleotid degisim tipine izin veren
Kimura 2 parametresi (K2P) temel alinarak olusturulmustur (Kimura 1980). MP agaci,
heuristic search algoritmasi ile agaci ikiye boliip yeniden baglama (TBR -tree bisection-
reconnection) yoluyla olusturulmustur. ML analizleri i¢in en uygun mutasyon modeli
Mega 6.06 programu ile Tiirkiye ve Genbank+Tiirkiye haplotip veri setleri i¢in ayr1 ayri
belirlenmistir. AIC (Akaike Information Criterion) ve BIC (Bayesian Information
Criterion) kriterleri degerlendirilerek; Tiirkiye haplotip veri seti i¢in en uygun model
GTR+G (Generalized time reversible+tGamma), Genbank+Tiirkiye haplotip veri seti

icin ise GTR+G+l (Generalized time reversible+Gamma+lInvariant sites) olarak
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secilmigtir. Agaglarin giivenilirligini ortaya koymak i¢in 1000 tekrarli bootstrap analizi
uygulanmistir (Felsenstein 1985).

Populasyonlar arasindaki genetik ¢esitlenme ve farklilasma zamanlarini ortaya koymak
i¢in Bayesian yaklasimli ve Markov Chain Monte Carlo (MCMC) temelli BEAST 1.8.2
programi kullanilmistir (Drummond vd. 2015). Analiz asamasinda Genbank+Tiirkiye
haplotip veri seti icin GTR+G+I mutasyon modeli ve siki saat (strict clock) yaklasimi
kullanilmistir. Baslangic agaci olarak, soy hatti bagina sabit tiirlesme oranini varsayan
“Yule process” ve kalibrasyon noktasi olarak A. flavicollis/A. sylvaticus ayrimi (4 My®6)
ile A. flavicollis/A. mystacinus ayrimi (7 Myo6) se¢ilmistir (Michaux vd. 2004). Analizler
19x10 milyon tekrarli gerceklestirilmis olup, 1000 zincirde bir 6rneklem elde edilerek
toplam 190.000 aga¢ olusturulmustur. Olusan agaclarin likelihood degerlerinin
sabitlenip sabitlenmedigi ve uygun ardil olasilik dagiliminin olusup olugmadiginin
kontrolii i¢in 19 ayr1 log dosyasi birlestirilerek ESS (Efektif 6rneklem biiytikliigii)
degerleri Tracer v1.6’da degerlendirilmistir (Rambaut vd. 2014). ESS degerleri 200’1
gectigi teyit edildikten sonra 19 log dosyast LogCombiner 1.8.2 ile birlestirilmis ve
daha sonra olusturulan 190.000 agagtan hata olasilig1 fazla olan %10’u (19.000) Tree
Annotator programi ile yakilmistir. Son olarak, evrimsel ayrilma zamanlarini ortaya

koyan aga¢ FigTree 1.4.2 programiyla goriintiilenmistir (Rambaut 2014).

Tirkiye haplotip veri seti ile yapilan BEAST analizinde ise GTR+G mutasyon modeli
ve siki saat (strict clock) yaklasimi kullanilmistir. Baslangic agaci olarak, soy hatti
basina sabit tiirlesme oranini varsayan “Yule process” ve kalibrasyon noktasi olarak A.
flavicollis/A. sylvaticus ayrimi1 (4 My®d) ile A. flavicollis/A. mystacinus ayrimi (7 Myd)
secilmistir (Michaux vd. 2004). Analizler 37x10 milyon tekrarli gergeklestirilmis olup,
1000 zincirde bir O6rneklem elde edilerek toplam 370.000 agac¢ olusturulmustur.
Olusturulan 37 ayr1 log dosyasi birlestirilerek ESS degerleri Tracer v1.6’da
degerlendirilmistir. ESS degerleri 200’1 gectigi teyit edildikten sonra 37 log dosyasi
LogCombiner v1.8.2 ile birlestirilmis ve daha sonra olusturulan 370.000 agactan hata
olasilig1 fazla olan %10’u (37.000) Tree Annotator programi ile yakilmistir. Evrimsel

ayrilma zamanlarini ortaya koyan aga¢ FigTree 1.4.2 programiyla goriintiilenmistir.
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Haplotipler arasindaki iligkiler Median-Joining (MJ) sebeke yaklagimi kullanilarak
Network 5.0.0.0 programu ile de ayrica belirlenmistir (Bandelt vd. 1999).

3.6.2 Sitokrom b bolgesine ait genetik cesitlilik analizleri

DnaSP 5.10 programi kullanilarak haplotip (h) ve niikleotid (r) ¢esitliligi ile dizilerdeki
ayirict bolgeler ortaya konmustur (Nei 1987, Liprado ve Rozas 2009). Bu analizler

filogenetik analizler sonucu ortaya konan gruplar i¢in ayr1 ayr1 yapilmistir.

Molekiiler varyans analizlerinin (AMOVA) ortaya koydugu toplam genetik varyasyon;
gruplar arast (Fct), grup igindeki populasyonlar arasi (Fsc) ve populasyon i¢i (Fsr)
olmak fizere ii¢ seviyede hesaplanmistir. Bu parametrelerin anlamlilik diizeyleri 1000
permiitasyonlu mesafe matriksiyle ortaya konmustur. AMOVA ve nétralite analizleri
Arlequin 3.5.2.1 programi ile yapilmistir (Excoffier ve Lischer 2010). Ayrica DnaSP
5.10 programi kullanilarak gruplar arasi gen akist (Ny) ve fiksasyon indeksi (Fsr)

degerleri belirlenmistir (Hudson vd. 1992).

Bireyler arasindaki ikili uyumsuzluk dagilimi (mismatch distribution) analizleri ile
incelenen populasyonlardaki farkli filogenetik gruplar arasindaki tarihsel demografi
ortaya konmustur (Harpending 1994). Bu analizde ¢an egrisine sahip diizgiin dagilimlar
hizli populasyon biiylimesi olarak degerlendirilirken, ¢ok modelli dagilimlar sabit
populasyon biiyiikligii ile iliskilendirilir. Uyumsuzluk dagilimi analizi, populasyon
biiylimesi-diisiisii modeline gore (growth-decline model) DnaSP 5.10 programiyla

gerceklestirilmistir (Rogers ve Harpending 1992).

Populasyonlarin ge¢gmiste secilime ugrayip ugramadigini belirlemek i¢in DnaSP 5.10 ile
noétralite testleri yapilmistir. Bunun i¢in Tajima’nin D ve Fu'nun Fs istatistigi
kullanilmistir (Tajima 1989, Fu 1997). Bu istatistiki veriler ayn1 zamanda populasyon
biiyiimesi ve darbogazi ile ilgili de bilgi vermektedir. Populasyon biiylimesiyle ilgili
degiskenlik katsayis1 (CV) ve Raggedness (r) istatistigi de hesaplanmistir (Harpending
1994).
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PZR c¢aligmalar1 kapsaminda cogaltilan sitokrom b boélgesinin pseudogen (niikleer
kontaminant) olup olmadiginin ortaya konmasi amaciyla niikleotid kompozisyonlar1 ve
niikleotid degisim tipleri sirasiyla Bioedit 7.2.5 ve MEGA 6.06 programlariyla

belirlenmistir.

3.7 Mikrosatellit Analizleri

Yedi mikrosatellit lokusundan elde edilen 17 A. flavicollis populasyonuna ait (N= 63)
fragment analiz sonuglar istatistik analizlerinde degerlendirilmistir. Her bir 6rnege ait
fragment analiz dosyasi Peak Scanner 1.0 programiyla analiz edilmis ve pikler seklinde
gorsellestirilen allellerin  biiyiikliikkleri belirlenerek veri dosyast hazirlanmigtir

(http://www.appliedbiosystems.com, 2015b).

Istatistiki analizlere baslamadan &nce mikrosatellit veri setinin giivenilirligini
belirlemek amaciyla null allel testi yapilmigtir. Null alleller, PZR yoluyla
cogaltilamayan allellerdir. Null alleller, ¢cogaltilacak olan DNA’nin hasara ugramasi
sonucu ya da hedef DNA’nin primer baglanma bolgesinde olusan mutasyonlardan
kaynaklanir. Null allellerin belirlenmemesi, populasyon i¢i genetik varyasyonun,
fiksasyon indeksinin (Fst) ve populasyonlar arasi genetik mesafe degerlerinin yanlis
hesaplanmasina yol agabilir (Paetkau ve Strobeck 1995, Paetkau vd. 1997). Bu nedenle
mikrosatellit ¢aligmalarinda null allel testinin yapilmasi gerekir. Null allellerin
sikliklari, tiim 6rnekler ve ¢ogaltilan tiim mikrosatellit lokuslari i¢in FreeNA programi

kullanilarak hesaplanmistir (Chapuis ve Estoup 2007).

Istatistiki analizlerde cesitli seviyelerde (populasyon igi, populasyonlar arasi, gruplar
arasi) genetik varyasyon miktar1 Olgiilmistiir. Genetik varyasyonun olgiilmesinde
kullanilan en yaygin yontem, allellerin toplam sayisinin belirlenmesidir. Allel sayisinin
belirlenmesi, populasyonun uzun vadeli evrimsel potansiyelinin anlagilmasi agisindan
onemlidir. Ancak incelenen populasyonlar arasinda 6rnek sayis1 bakimindan farklilik
oldugu zaman, allel sayisinin degerlendirmelerinde problem olusabilmektedir. Ornegin,
ornek sayisi az olan populasyonlarda genetik varyasyonun diisiik oldugu yoniinde

yorum yapilabilir. Bu problemin {istesinden gelmek amaciyla, allelik zenginlik
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(richness) kullanilmaktadir. Allelik zenginlik, allelik cesitliligin 6rnek sayilart dikkate
alinarak olgiilmesidir. Genetik varyasyon analizlerinde; allelik varyasyon ve allelik
zenginlik (richness) belirlenmistir. Allelik varyasyon hesaplamalar1 Genetix ile (Belkhir

vd. 2004), allelik zenginlik hesaplamalari ise Fstat 2.9.3 ile yapilmistir (Goudet 2002).

Gozlenen allellerin sikliklar1 belirlenirken, bazi allellerin populasyonlara 6zgii oldugu
goriiliir. Ozgiin (private) allel olarak adlandirilan bu alleller, sadece tek bir
populasyonda bulunan allellerdir. Ozgiin allellerin bulunup bulunmayisi, populasyonlar
arasindaki gen akisina dair fikir verir. Gen akisi (Ny) ile private allellerin ortalama
siklig1 arasinda ters orant1 vardir (Stalkin 1985). Populasyonlarda yiiksek siklikta 6zgiin
allel bulunmasi, populasyonlar arasinda gen akisinin diisiik oldugunun gostergesidir.

Ozgiin alleller ve frekanslart GenAlex 6.5 ile hesaplanmistir (Peakal ve Smouse 2012).

Her bir populasyonda tiim lokuslar igin gozlenen heterozigotluk (H,), beklenen
heterozigotluk (He) ve ortalama heterozigotluk (H) degerleri, polimorfik lokuslarin
yiizdesi (P) ve lokus basina diigen ortalama allel sayist (A) Genetix programi ile

hesaplanmistir (Belkhir vd. 2004).

Molekiiler varyans analizi (AMOVA) ile toplam genetik varyasyon; gruplar arasi (Fcr),
grup icindeki populasyonlar arasi (Fsc) ve populasyon i¢i (Fst) olmak iizere li¢ seviyede
hesaplanmistir. Bu parametrelerin anlamlilik diizeyleri 1000 permiitasyonlu mesafe
matriksiyle ortaya konmustur. AMOVA ve nétralite analizleri Arlequin 3.5.2.1
programi ile yapilmistir (Excoffier ve Lischer 2010).

Genetik farklilagma hesaplamalarinda Wright’in (1965) F istatistikleri kullanilmistir.
Fiksasyon indeksi olarak bilinen Fsr ve bireyler arasindaki soy i¢i lireme miktarinin
Olctimii olan Fs ve gen akist (Nm) degerleri hesaplanmistir. Fis degerleri Fstat 2.3.9 ile,
ikili Fst degerleri ve Ny, ise GenAlex 6.5 ile hesaplanmistir. Genetik farklilagsma
hesaplamalarina ek olarak populasyonlar, gruplar ve bireyler arasindaki genetik mesafe
(Da) (Nei vd. 1983) ve 1000 tekrarli bootstrap analizi Populations 1.2.32 programi ile
belirlenmis ve tiim 6rnekler ile Neighbour-Joining (NJ) agaci olusturulmustur (Langella
1999).
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Populasyonlar ve bireyler arasindaki iligkilerin iic boyutlu gorsellestirilmesi amaciyla
Faktoriyel Benzerlik Analizi (FCA- Factorial Correspondence Analysis) Genetix
programiyla yapilmistir (Lebart vd. 1984). FCA analizinde diploid bir organizma her bir
allel i¢in 0, 1 veya 2 degerlerinden birini alir. Bu degerler sahip olduklar1 allellere gore
bireyleri temsil eder. Program, allellerin lineer kombinasyonlarini igeren bagimsiz
eksenleri belirler. Bagimsiz eksenlerin goriintiilenmesi ile, bireylerin birbirleriyle

iliskileri belirlenmis olur.

Populasyonlarin genetik yapisinin ortaya konmasi ve muhtemel populasyon sayisinin
belirlenmesi i¢in Bayesian yaklasimli kiimeleme analizi, STRUCTURE 2.3.4 ile
gerceklestirilmistir (Pritchard vd. 2000). STRUCTURE analizinde temel yaklasim,
lokus basina allel siklig1 kullanilarak, populasyon sayisinin= K (K degeri bilinmiyor
olabilir) belirlenmesidir. Eger bireylerin genotipleri karisim (admixture) sergiliyorsa, iki
ya da daha fazla populasyon ortaya g¢ikacaktir. STRUCTURE analizinde en 6nemli
nokta, yakma (burn-in) periyodunun uzunlugu, model se¢imi ve uygun K degerinin
secilmesidir. Bu calismada, yakma periyodu, baslangic konfiglirasyonunun etkisini
minimum seviyeye indirmek igin 100.000/1.000.000 olacak sekilde belirlenmistir.
Model se¢iminde ise mevcut 4 model i¢inden, bireylerin karisik soya sahip oldugu
varsayilan "Admixture model" se¢ilmistir. STRUCTURE’dan elde edilen 17 farkli K
degeri sonuglar1 Structure Harvester programiyla analiz edilmistir (Earl ve vonHoldt

2012).

Dogru K degerinin tahmininde cesitli yontemler kullanilir. ilki, Evanno vd. (2005)
tarafindan gelistirilen AK metodudur. Bu metotta, her bir K degeri i¢in o degere ait ardil
olasilik degerinin tahmini olan bir Ln P(D) (L(K) olarak ta bilinir) degeri vardir.
LnP(D)’nin dagilimi net bir K degeri vermez ancak likelihood fonksiyonunun (AK=
mlL"(K)l/S[L(K)]) ikincil degisim oram1 pik halinde net bir K degeri verir. K
degerinin tahmin edilmesinde kullanilan diger yontemde ise her bir K degeri
dongiisiinden elde edilen sonuglar arasindaki benzerlik test edilir ve maksimum
benzerlikte dogru K degeri tahmin edilir (Tapio vd. 2010). Bu g¢alismada K’nin
belirlenmesinde her iki yontem de kullanilmistir. K degeri belirlendikten sonra bir

optimizasyon programi olan Clumpp 1.1.2 ile kiimeleme analizindeki dongiiler arasinda
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olusabilecek farkliliklar ortadan kaldirilir (Jakobsson ve Rosenberg 2007). Clumpp’tan
alian sonuglar Distruct ile gorsellestirilir (Rosenberg 2004).

Yine Bayesian temelli bir populasyon genetik yapisi analizi programi olan BAPS 6
(Bayesian Analysis of Population Structure) ile populasyon ve populasyonu olusturan
bireyler arasindaki genetik farklilagma gorsel olarak ortaya konmustur (Corander vd.
2012). BAPS programi, allel frekanslarini ve populasyon igindeki genetik olarak
ayrilmis gruplarn rastgele degisken olarak kabul eder. Ancak analizler ve model
karsilastirmalari, genetik olarak ayrilmis sabit sayida gruba ya da 6nceden belirlenmis

populasyon yapisina gore de yapilabilir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Sitokrom b Bolgesine Ait Filogenetik Analiz Bulgular

Filogenetik analizlerde 61 tez 6rnegi (Cizelge 3.1) ve 56 Genbank 6rnegi (Cizelge 3.2)
olmak tizere toplam 117 A. flavicollis ornegi kullanilmigtir. DNA dizi analizi
sonuglarma gore iyi okunmayan 3677 (Bursa) ve 5298 numarali (Rize) Ornekler
sitokrom b bolgesine ait tiim analizlerden ¢ikarilmistir (Bu iki ornek i¢in PZR ve DNA
dizi analizi tekrar caligmalar1 yapilmis ancak basarili sonu¢ alimamamistir). Dis grup
olarak A. mystacinus, A. sylvaticus, M. domesticus, M. macedonicus ve R. norvegicus
ornekleri kullanilmistir (Cizelge 3.3). Tiim 6rneklerin sitokrom b bolgesine ait dizilerin
hizalama ve budama islemleri sonucu 868 b¢ uzunlugunda bir bdlge analizlerde
kullanilmistir. D1g gruplarla birlikte analiz edilen toplam 125 6rnege ait 102 haplotip
belirlenmistir (Cizelge 4.1) (EK 1).

Cizelge 4.1 A. flavicollis ve dis gruplarin cyt-b bdlgesine ait haplotipler ve ait olduklari
populasyon i¢indeki goriilme sikliklar

Populasyon Ornek sayis1 Haplotipler ve goriilme sikliklar1*
Bolu 1 Hap 1
Kilis 2 Hap 2, Hap 3
Kirklareli 6 Hap 4, Hap 5, Hap 6, Hap 7, Hap 8, Hap 9
Konya 5 Hap 10, Hap 11 (2), Hap 12, Hap 13
Burdur 1 Hap 14
Samsun 2 Hap 11, Hap 15
Artvin 7 Hap 16 (2), Hap 17 (2), Hap 18 (2), Hap 19
Corum 4 Hap 20, Hap 21 (2), Hap 22
Ordu 5 Hap 3 (2), Hap 23, Hap24 (2)
Bursa 4 Hap 25, Hap 26, Hap 27, Hap 28
Zonguldak 5 Hap 29 (2), Hap 30, Hap 31, Hap 32
Trabzon 1 Hap 33
Giresun 1 Hap 34
Erzincan 6 Hap 35 (5), Hap 36
Istanbul 4 Hap 37 (2), Hap 38, Hap 39
Rize 4 Hap 3, Hap 40, Hap 41
Canakkale 4 Hap 42, Hap 43, Hap 44, Hap 45
Mugla 4 Hap 46, Hap 47, Hap 48, Hap 49
Isparta 2 Hap 47, Hap 50
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Cizelge 4.1 A. flavicollis ve dis gruplarin cyt-b bdlgesine ait haplotipler ve ait olduklar
populasyon i¢indeki goriilme sikliklar: (devam)

Populasyon Ornek sayisi Haplotipler ve goriilme sikliklar*
Iran 2 Hap 51 (2)
Israil 1 Hap 52
Makedonya 4 Hap 53, Hap 54, Hap 55, Hap 56
Bosna-Hersek 3 Hap 4, Hap 57, Hap 58
Romanya 3 Hap 59, Hap 60, Hap 61
Yugoslavya 2 Hap 62, Hap 63
Trakya 2 Hap 64, Hap 65
Yunanistan 5 Hap 66, Hap 67, Hap 68, Hap 69, Hap 70
Macaristan 1 Hap 71
Slovenya 2 Hap 72, Hap 73
Italya 5 Hap 74 (3), Hap 75, Hap 76
Fransa 2 Hap 77, Hap 78
Ispanya 2 Hap 79, Hap 80
Isveg 2 Hap 81, Hap 82
Almanya 2 Hap 83, Hap 84
Avusturya 1 Hap 85
Belgika 2 Hap 77 (2)
Estonya 2 Hap 86, Hap 87
Cek Cumbhuriyeti 2 Hap 88, Hap 89
Litvanya 1 Hap 90
Belarus 2 Hap 91, Hap 92
Rusya 2 Hap 93, Hap 94
A. mystacinus 2 Hap 95, Hap 96
A. sylvaticus 2 Hap 97, Hap 98
R. norvegicus 2 Hap 99, Hap 100
M. macedonicus 1 Hap 101
M. domesticus 1 Hap 102

* Birden fazla goriilme sikligina sahip haplotipler parantez i¢inde gosterilmistir

A. flavicollis’e ait diziler A-T bakimindan zengin olup % 30.97 adenin ve % 29.40 timin
icermektedir. Guanin ve sitozin oranlartysa sirastyla % 12.88 ve %26.75’tir. Toplam
transisyon/transversiyon orani (R) 5.472 olup tiim niikleotidlere ait degisim oranlari
cizelge 4.2°de verilmistir. Buna gore A. flavicollis populasyonlarindaki genetik

farklilagmanin yiiksek oranda transisyondan kaynaklandigi anlagilmaktadir.
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Cizelge 4.2 Niikleotidler arasindaki degisim oranlari

Niikleotid A T C G
A - 2.29 2.08 8.01
T 241 - 27.24 1
C 241 29.93 - 1
G 19.25 2.29 2.08 -

Sitokrom b bolgesi verilerinden elde edilen haplotipler arasindaki filogenetik iliskilerin
belirlenmesi i¢in Neighbour-Joining (NJ), Maximum Likelihood (ML), Maximum
Parsimony (MP) analizleri ve 1000 tekrarli bootstrap analizleri yapilmistir. Bayesian
temelli analiz ile soy hatlarimin ayrilma zamanlar1 hesaplanmistir. Genbank+Tiirkiye
haplotipleri ile yapilan filogenetik analizlere gore A. flavicollis populasyonlarinin Asya
ve Avrupa olarak, sadece Tiirkiye haplotipleri degerlendirildiginde ise Anadolu ve
Trakya olarak iki gruba ayrildig1 belirlenmistir. Tiirkiye haplotipleri i¢in olusturulan NJ,
ML ve MP agaglarinda Anadolu populasyonlarinda karisik  gruplanmalar
gozlenmektedir (Sekil 4.1-4.3).

Genbank+Tirkiye haplotipleri ile yapilan filogenetik analizlere gore her ii¢ agacta da
(NJ, ML ve MP) Avrupa ve Asya gruplarmmin ayrimi %99 bootstrap degeriyle
desteklenmistir.  Avrupa ve Asya gruplarmin kendi igindeki haplotip dagilim
incelendiginde, Tiirkiye ve Genbank haplotiplerinin farkli sekillerde bir araya geldigi
karigik gruplanmalar dikkat ¢cekmektedir (Sekil 4.4-4.6). Olusturulan tiim filogenetik

agaclar icin %50°nin altindaki bootstrap degerleri ¢coktiiriilmiistiir.
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- Hap 16 Artvin
— Hap 39 Istanbul
— Hap 33 Trabzon
Hap 40 Rize
7B~|~7Hap 21 Corum
Hap 24 Ordu

Hap 12 Konya
I: Hap 31 Zonguldak
Hap 15 Samsun
H_LHap 11 Konya-Samsun
93 - Hap 26 Bursa
{Hap 3 Kilis-Ordu-Rize

a1

Hap 41 Rize
Hap 20 Corum
Hap 19 Artvin
L_Hap 27 Bursa
58— Hap 17 Artvin
Hap 18 Artvin
Hap 35 Erzincan
35 L Hap 36 Erzincan Anadolu
Hap 13 Konya
r— Hap 34 Giresun
— Hap 38 Istanbul

5 I__ Hap 14 Burdur
Hap 29 Zonguldak

Hap 2 Kilis
L Hap 32 Zonguldak
Hap 23 Ordu
Hap 43 Canakkale
Hap 28 Bursa
Hap 42 Canakkale
Hap 22 Corum
Hap 1 Bolu
Hap 37 Istanbul
— Hap 10 Konya
100 Hap 44 Canakkale
57{ Hap 45 Canakkale
— Hap 30 Zonguldak
Hap 25 Bursa
Hap 7 Kirklareli
Hap 8 Kirklareli
Hap 6 Kirklareli
Hap 5 Kirklareli
Hap 4 Kirklareli
62 Hap 9 Kirklareli

Hap 95
" ]A. mystacinus

51

Trakya

—
0.02

Sekil 4.1 Sitokrom b Tiirkiye haplotipleri ile Kimura 2 (K2P) parametresi temel alinarak
olusturulan Neighbour Joining agaci
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{ Hap 45 Canakkale
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Hap 25 Bursa
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51- Hap 6 Kirklareli
— Hap 95
100 — Hap 96
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fo))

90

Trakya

i| A. mystacinus

A
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Sekil 4.2 Sitokrom b Tirkiye haplotipleri ile GTR+G niikleotid degisim modeli temel
alinarak olusturulan Maximum Likelihood agac1
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65— Hap 45 Canakkale
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100

100
Trakya

i| A. mystacinus

Sekil 4.3 Sitokrom b Tirkiye haplotipleri i¢cin TBR (Tree bisection-reconnection)
yoluyla olusturulan Maximum Parsimony agaci
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53, Hap 6 Krklareli
Hap 58 JF819970 Bosna-hersek
Hap 77 AJ311151 Fransa-Belcika
Hap 78 AJ298602 Fransa
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Hap 88 AJB05608 Gek cum.
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Hap 83 AJ605616 Almanya
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Hap 89 AJB05609 Gek ou.
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A
e ] st
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—
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Sekil 4.4 Sitokrom b Genbank-+Tiirkiye haplotipleri ile Kimura 2 (K2P) parametresi
temel alinarak olusturulan Neighbour Joining agact
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Sekil 4.5 Sitokrom b Genbank+Tiirkiye haplotipleri ile GTR+G+I niikleotid degisim
modeli temel alinarak olusturulan Maximum Likelihood agaci
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Hap 71 AJ605634 Macaristan
Hap 89 AJ605609 Gek cum.

Hap 83 AJ605616 Almanya

Hap 79 AJ605660 Ispanya

Hap 80 AJ605661 Ispanya

Hap 69 AJ605622 Yunanistan
Hap 65 AJ605673 Trakya

Hap 57 JF819969 Bosna-hersek
Hap 75 AJ605635 talya

Hap 81 AJ605663 Isvec

Hap 82 AJ605664 Isvec

Hap 88 AJ605608 Gek cum.
Hap 84 AJ298603 Almarnya

Hap 85 AJ605600 Avusturya
Hap 4 Kirklareli-Bosnahersek
Hap 5 Krrklarel

Hap 9 Krrklarel

Hap 72 AJ605656 Slovenya

Hap 67 AJ605619 Yunanistan

Hap 68 J605620 Yunanistan
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Hap 6 Krklareli
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Hap 92 AJ605603 Belarus
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Hap 78 AJ298602 Fransa

Hap 54 JF819963 Makedonya

Hap 56 AJ605642 Makedonya

Hap 64 AJ605672 Trakya

Hap 8 Kirklareli

Hap 55 JF819964 Makedonya

Hap 53 JF819962 Makedonya

Hap 7 Kirklareli

Hap 90 AJ605641 Litvanya

Hap 87 AJ605611 Estonya

Hap 86 AJ605610 Estonya

Hap 91 AJ605601 Belarus

Hap 60 AJ605647 Romanya

Hap 93 AJ605652 Rusya

Hap 94 AJ605653 Rusya

Hap 61 AJ605648 Romanya

Hap 59 AJ605646 Romanya

Hap 62 AJ605691 Yugoslavya

Hap 63 AJ605692 Yugoslavya

Hap 10 Konya

Hap 44 Canakkale
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Hap 30 Zonguldak

Hap 34 Giresun
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Hap 22 Corum
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Hap 23 Ordu
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Hap 36 Erzincan
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Sekil 4.6 Sitokrom b Genbank+Tiirkiye haplotipleri ile TBR (Tree bisection-
reconnection) yoluyla olusturulan Maximum Parsimony agaci
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Haplotip verilerine gore olusturulan Median-Joining (MJ) agaci hem Tiirkiye 6rnekleri
icin hem de Genbank ornekleri ve Tiirkiye 6rnekleri bir arada olacak sekilde ayr1 ayri
olusturulmustur (Sekil 4.7-4.8). Her iki MJ agacinda da filogenetik analizlerle uyumlu
olarak benzer gruplanmalar olusmustur. Tiirkiye ornekleri i¢in Anadolu ve Trakya
haplotiplerinin ayr1 ayri1 kiimelendigi belirlenmistir (Sekil 4.7), Genbank ornekleri
katilarak olusturulan agacta ise Asya ve Avrupa haplotiplerinin iki grup olusturacak

sekilde ayrildigi belirlenmistir (Sekil 4.8).

H_36(7) HA7()
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H3y39( ) =
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H_26( ) H_14( 04 4 )
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Sekil 4.7 Sitokrom b Tirkiye haplotipleri ile olusturulan Median-Joining agac1

Haplotipler arasindaki mutasyon sayilar1 (3’ten fazla olanlar) dallarin lizerinde gosterilmistir
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Sekil 4.8 Sitokrom b Genbank+Tiirkiye haplotipleri ile olusturulan Median-Joining
agacl

Haplotipler arasindaki mutasyon sayilari (3’ten fazla olanlar) dallarin tizerinde gosterilmistir

Bayesian temelli analizde, soy hatlarinin ayrilma zamanlarini hesaplamak i¢in Markov
Chain Monte Carlo (MCMC) algoritmasimna goére GTR+G+I ve GTR+G niikleotid
degisim modeller1 kullanilmistir. Genbank+Tiirkiye haplotipleriyle olusturulan
Bayesian agacina gore, A. flavicollis ve A. mystacinus 6,5801 My (Ust Miyosen), A.
flavicollis ve A. sylvaticus 4,16 My6 (Alt Pliyosen), A. flavicollis’in Avrupa ve Asya
gruplari ise 2,0613 Myé (Ust Pliyosen) birbirinden ayrilmistir. Soy hatlarma ait tiim
ayrilma zamanlar1 yiiksek ardil olasilik degerleriyle desteklenmistir (%99-100) (Sekil
4.9).

Tiirkiye haplotipleriyle olusturulan Bayesian agacina gore A. flavicollis’in Trakya ve
Anadolu gruplart 1,7859 Myd (Pleistosen) birbirinden ayrilmigtir. Soy hatlarina ait
ayrilma zamanlar1 yine yiiksek ardil olasilik degerleriyle desteklenmistir (%99-100)
(Sekil 4.10).
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Sekil 4.9 Evrimsel ayrilma zamanlarini ve ardil olasilik degerlerini gosteren sitokrom b
Genbank-+Tiirkiye haplotipleri ile olusturulan Bayesian agaci
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Sekil 4.10 Evrimsel ayrilma zamanlarin1 ve ardil olasilik degerlerini gosteren Tiirkiye
sitokrom b haplotipleri ile olusturulan Bayesian agaci

4.2 Sitokrom b Bolgesine Ait Genetik Cesitlilik Bulgular:

Genetik cesitlilik ve populasyonlarin genetik yapisina ait analizlerde 6rnekler Trakya,
Anadolu, Asya ve Avrupa seklinde dort gruba ayrilmistir. Buna gore en yiiksek haplotip
sayis1 (Hs) 48 haplotip ile Avrupa grubunda belirlenmistir. Niikleotid ¢esitliligi (n) en
yiiksek olan grup 0.01055 ile yine Avrupa grubudur. Haplotip gesitliligi (h) bakimindan
en yiiksek olan grup ise %100 farklilikla yine Trakya grubudur. Diziler aras1 ayirt edici
bolge sayis1 52 niikleotid degisimiyle Avrupa grubundadir (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3 A. flavicollis gruplarinin sitokrom b dizilerine ait genetik ¢esitlilik degerleri

Ornek  Haplotip  Ayirict  Parsimony Niikleotid Haplotip

Gruplar  sayis1  sayisi (Hs) bolge informative cesitliligi (m)  ¢esitliligi (h)
Anadolu 55 39 38 29 0.00632 0.98249
Trakya 6 6 11 6 0.00822 1.00000
Asya 64 46 34 39 0.00653 0.98611
Avrupa 53 48 52 38 0.01055 0.99492

Gruplar arasindaki mesafe degerleri Kimura 2 parametresine (K2P) gore, sitokrom b

dizilerine ait niikleotid farkliliklarina gore hesaplanmistir (Kimura 1980) (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4 K2P parametresine gore hesaplanan A. flavicollis gruplarina ait genetik
mesafe degerleri

Gruplar Mesafe (%K2P)
Anadolu-Trakya 0.072
Asya-Avrupa 0.071

Sitokrom b bolgesinde belirlenen varyasyonun kaynagimi ortaya koyabilmek igin A.
flavicollis gruplar1 arasinda Molekiiler varyans analizi (AMOVA) yapilmstir.
Molekiiler varyans analizinde, filogenetik analizlerde ortaya ¢ikan Asya ve Avrupa
gruplart ve bu gruplart olusturan populasyonlar degerlendirilmistir (Cizelge 4.5).
AMOVA analizine gore A. flavicollis’te genetik varyasyonun gruplar arasinda
paylasimi oldukg¢a yiiksek bulunurken (%87.35), gruplari olusturan populasyonlar
icinde (%8.09) ve populasyonlar arasinda (%4.55) ise diisiik bulunmustur. AMOVA
analizine gore elde edilen fiksasyon indeksi degerleri (Fsc, Fst Ve Fcr) istatistiki olarak

anlamli bulunmustur.
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Cizelge 4.5 A. flavicollis Avrupa ve Asya gruplarinin sitokrom b bolgesine ait AMOVA
analiz degerleri

Serbestlik Kareler Varyans
Varyasyon kaynagi  derecesi toplami1 bilesenleri % Varyasyon
Gruplar arasi 1 1484.053 25.46977 Va 87.35
Gruplar i¢indeki
populasyonlar arasi 39 237.516 1.32803 Vb 4.55
Populasyon i¢i 76 179.329 2.35959 V¢ 8.09
Toplam 116 1900.897 29.15739

Fiksasyon indeksleri

Fst  0.91907 Vc (P = 0.00000+-0.00000)
Fsc 0.36013 Vb (P = 0.00000+-0.00000)
Fer  0.87353 Va (P = 0.00000+-0.00000)

Gruplar aras1 genetik farklilasma derecesi ve gen akisi miktari, Trakya-Anadolu ve
Avrupa-Asya gruplari igin ayri1 ayri belirlenmistir (Cizelge 4.6). Trakya-Anadolu
gruplart arasinda genetik farklilasmanin miktarini ifade eden fiksasyon indeksi yiiksek
bulunurken (Fst= 0.79367), gen akisi degeriyse diisik bulunmustur (Np= 0.13).
Avrupa-Asya gruplart arasinda ise genetik farklilasma benzer sekilde yliksek
bulunurken (Fst=0.82941), gen akis1 diisiik bulunmustur (Nm= 0.10).

Cizelge 4.6 A. flavicollis gruplar arasindaki cyt-b bolgesine ait fiksasyon indeksi ve gen
akis1 degerleri

Gruplar Fst Nm
Trakya-Anadolu 0.79367 0.13
Asya-Avrupa 0.82941 0.10

AMOVA analizi sadece Tirkiye Ornekleri ile de ayrica yapilmistir (Cizelge 4.7).
AMOVA analizine gore A. flavicollis Tiirkiye 6rneklerinde genetik varyasyonun gruplar

arasinda paylasimi oldukca yiiksek bulunurken (%90.07), gruplar1 olusturan
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populasyonlar i¢inde (%7.63) ve populasyonlar arasinda (%2.30) ise diisiik

bulunmustur. Fiksasyon indeksi degerleri (Fsc, Fst ve Fcr) anlamli bulunmustur.

Cizelge 4.7 A. flavicollis Trakya ve Anadolu gruplarmin sitokrom b bdlgesine ait

AMOVA analiz degerleri
Serbestlik Kareler Varyans
Varyasyon kaynagi  derecesi toplami1 bilesenleri % Varyasyon
Gruplar arasi 1 286.216 26.05585 Va 90.07
Gruplar i¢indeki
populasyonlar arasi 16 70.971 0.66624 Vb 2.30
Populasyon igi 43 94.862 2.20609 Vc 7.63
Toplam 60 452.049 28.92818

Fiksasyon indeksleri

Fst 0.92374 Vc (P = 0.00000+-0.00000)
Fsc 0.23195 Vb (P = 0.00000+-0.00000)
Fer 0.90071 Va (P = 0.00587+-0.00219)

A. flavicollis gruplarmin ge¢misteki populasyon biiytikliikleri hakkinda bilgi sahibi
olmak, darbogaz gecirip gecirmediginin anlasilmast icin uyumsuzluk dagilimi
(mismatch distribution) analizleri yapilmistir (Cizelge 4.8). Populasyon genislemesi-

azalmasi modeli altinda uyumsuzluk dagilimi grafikleri olusturulmustur (Sekil 4.11).

Cizelge 4.8 A. flavicollis gruplarinin cyt-b bolgesi uyumsuzluk dagilimi sonuglari

Gruplar Tau (1) CVv r

Trakya 4.686 0.5290 0.0444
Anadolu 5.481 0.3864 0.0158
Asya 5.672 0.3900 0.0147
Avrupa 5.696 0.5046 0.0051

T: Mutasyon zamanina gére populasyon biiylimesinin 6lgiitii, CV: degiskenlik katsayisi, r: Raggedness
istatistigi
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Sekil 4.11 A. flavicollis gruplarinin cyt-b bolgesi uyumsuzluk dagilimi grafikleri

Uyumsuzluk dagilimi grafiklerine gore, diizgiin, can egrisi seklindeki uyumsuzluk
dagilimlar1 hizli populasyon biiyiimesini igaret ederken (diisiik Raggedness istatistigine
-<0,03- sahiptir), ¢oklu bi¢cimli (multimodal) dagilimlar sabit populasyon biiyiikliigiiyle
karakterizedir (daha yiiksek Raggedness istatistigi). A. flavicollis gruplarina ait
uyumsuzluk dagilimi grafikleri incelendiginde, Trakya grubunda multimodal dagilim
gozlenirken, diger gruplarda can egrisi tipi dagilim gézlenmektedir. Buna gore Trakya
grubu sabit populasyon biiylikliigii gosterirken, bu sonug yiiksek Raggedness istatistigi
(r=0,0444) ve degiskenlik katsayis1 (CV=0,5290) ile de desteklenmektedir. Anadolu,
Avrupa ve Asya gruplari ise hizli populasyon biiyiimesi gostermektedir ve buna uygun
olarak diisik Raggedness istatistigi (r<0,03) ve degiskenlik katsayist degerleri

belirlenmistir.

Populasyon gec¢misinin ortaya c¢ikarilmasinda, uyumsuzluk dagilimlarinin yaninda
populasyonlarin ge¢miste secilime ugraylp ugramadigi da nétralite testleri ile
belirlenmistir (Cizelge 4.9). Tajima’nin D ve Fu'nun Fs testleri Anadolu, Asya ve

Avrupa gruplar1 i¢in anlamli bulunmustur (P<0.05). Tajima’nin D ve Fu’nun Fs
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testlerinde negatif degerler ¢ikmasi populasyon genislemesi ve yeni mutasyonlarin
yiikksek oranda goriilmesini ifade eder. Pozitif degerler ise populasyon azalmasinm
gosterir. Buna gore Anadolu, Asya ve Avrupa gruplari i¢in elde edilen negatif degerler
bu gruplar olusturan populasyonlarin genisledigi ve darbogazda olmadigr anlamina
gelmektedir. Trakya grubu icin benzer sekilde negatif degerler elde edilse de sonuglar

istatistiki olarak anlamli bulunmamaistir (P>0.05).

Cizelge 4.9 A. flavicollis gruplarinin cyt-b bdlgesine gore yapilan notralite testleri

Trakya Anadolu Asya Avrupa
Tajima’nin D testi | D -0.25987  -2.16504  -2.15738  -1.89241
P 0.43500 0.00200 0.00300 0.00700
Fu’nun Fs testi Fs  -1.50529 -25.41020 -25.34092 -24.71884
P 0.10000 0.00000 0.00000 0.00000

Filogenetik analizlere ve genetik cesitlilik analizlerine ek olarak sitokrom b bolgesinin
pseudogen olup olmadiginin ortaya konmasi amaciyla pseudogen dizilerinin niikleotid
kompozisyonlart ve niikleotid degisim tipleri belirlenmistir. Bunun igin PZR ile
pseudogen bolgesi ¢ogaltilan 12 drnege ait diziler ile ayn1 6rneklere ait cyt-b dizilerinin
niikleotid kompozisyonlari karsilagtirllmistir (EK 2). Pseudogen bdlgesine ait diziler A-
T bakimindan zengin olup %29.32 adenin ve % 29.04 timin icermektedir. Guanin ve
sitozin oranlartysa sirasiyla %12.88 ve %28.77°dir. Toplam transisyon/transversiyon
orant (R) 0.755 olup dizilere ait niikleotid degisim oranlari ¢izelge 4.10°da
goriilmektedir. Yapilan Kkarsilagtirmalarda belirlenen farkliliklara dayanarak PZR
calismasiyla ¢ogaltilan mitokondriyal sitokrom b bdlgesinin niikleer pseudogen

olmadig1 sonucuna varilmistir.

85



Cizelge 4.10 Pseudogen bolgesine ait niikleotidler arasindaki degisim oranlari

Niikleotid A T C G
A - 8.23 8.16 5.73
T 8.31 - 12.21 3.65
C 8.31 12.32 - 3.65
G 13.03 8.23 8.16 -

4.3 Mikrosatellit Analizlerine Ait Bulgular

A. flavicollis’e ait 7 mikrosatellit lokusundan elde edilen 63 6rnege ait fragment analiz
dosyalariyla veri seti hazirlanmigtir. Her bir 6rnek ve lokus i¢in hazirlanan allel

biiyiikliigii veri dosyas1 EK 3’te verilmistir.

Mikrosatellit veri setinin giivenilirligini belirlemek amaciyla her bir populasyon ve
lokus i¢in null allel frekanslar1 belirlenmistir (Cizelge 4.11). 0.2 ve tizeri frekans
degerleri (r) istatistiki analizler i¢in problem yaratacagindan gegersiz kabul edilir (Dakin
ve Avise 2004). Cizelge 4.11°de goriilecegi lizere bu ¢alismada belirlenen null allel
frekanslar1 0.2’den kiigiiktiir (maksimum 0.16667).
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Cizelge 4.11 Onyedi populasyon ve 7 lokus i¢in belirlenen null allel frekanslari

Pop/Lokus | GTTF9A | MSAf-22 | GTTD9A | GTTD8S | GATAEL0A | MSAf-8 | GACAAL2A

Bolu 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 0.00100 0.00000 0.00000

Kilis 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 0.00100 0.00000 0.00100

Kirklareli | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 0.00001 0.05993 0.00000

Konya 0.00000 | 0.00045 | 0.00000 | 0.00045 0.00000 0.00000 0.00000

Burdur 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000

Samsun 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 0.00100 0.00000 0.00000

Artvin 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 0.00000 0.06133 0.00000

Corum 0.00000 | 0.00000 | 0.04731 | 0.00000 0.00100 0.13173 0.00000

Ordu 0.00000 | 0.13333 | 0.00000 | 0.00000 0.00100 0.00000 0.00000

Bursa 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 0.00001 0.00000 0.00000

Zonguldak | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 0.00100 0.00050 0.00000

Trabzon | 0.00000 | 0.00100 | 0.00100 | 0.00000 0.00100 0.00000 0.00000

Giresun 0.00000 | 0.00100 | 0.00100 | 0.00100 0.00100 0.00000 0.00000

Erzincan | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 0.00000 0.00041 0.00000

Istanbul | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 0.00100 0.16667 0.00000

Rize 0.00000 | 0.13173 | 0.00000 | 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000

Canakkale | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 0.00001 0.00001 0.00000

Genetik varyasyonun Olgiilmesi i¢in, Oncelikle allel sayis1 belirlenmistir. Her bir lokus
icin toplam allel sayis1 (Sekil 4.12) ve her bir populasyon ve lokus i¢in hesaplanan allel
sayilar (Cizelge 4.12) belirlenmistir. Hesaplamalara gore en yiiksek toplam allel sayist
MSATf-8 lokusunda (27 allel) belirlenirken en diisiik toplam allel sayis1 ise GATAE10A
lokusunda (3 allel) belirlenmistir. Populasyon bazinda degerlendirilirse, en yiiksek allel
sayist Artvin populasyonunda (MSAf-22 lokusunda 10 allel), en diisiikse Bolu, Kilis,
Samsun, Corum, Ordu, Zonguldak, Trabzon, Giresun ve Istanbul populasyonlarinda

(cesitli lokuslarda 1 allel) belirlenmistir.
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Sekil 4.12 Her bir lokus i¢in belirlenen toplam allel sayis1 grafigi

Cizelge 4.12 Her bir populasyon ve lokus i¢in belirlenen allel sayis1

Pop/Lokus | GTTF9A | MSAf-22 | GTTD9A | GTTDS8S | GATAEL0A | MSAf-8 | GACAAL2A

Bolu 2 2 2 1 2 2
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Canakkale

Allelik ¢esitliligin 6rnek sayilar1 dikkate alinarak olgiilmesi olan allelik zenginlik, her
bir populasyon ve lokus i¢in populasyon bagina diisen minimum 6rnek sayisi (1) temel
alinarak hesaplanmistir (Cizelge 4.13). Hesaplamalara gore, allelik zenginlik degerleri

1.000 ile 2.000 arasinda degismektedir.
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Cizelge 4.13 Her bir populasyon ve lokus icin hesaplanan ortalama allelik zenginlik

degerleri

Pop/Lokus | GTTF9A | MSAf-22 | GTTD9A | GTTD8S | GATAEL10A | MSAf-8 | GACAA12A
Bolu 2.000 2.000 2.000 2.000 1.000 2.000 2.000
Kilis 2.000 2.000 2.000 1.667 1.000 2.000 1.000
Kirklareli 1.621 1.956 1.818 1.848 1.167 1.788 1.712
Konya 1.556 1.956 1.844 1.844 1.356 1.956 1.467
Burdur 2.000 2.000 2.000 2.000 2.000 2.000 2.000
Samsun 1.667 2.000 2.000 1.833 1.000 1.833 1.500
Artvin 1.813 1.923 1.824 1.670 1.264 1.879 1.538
Corum 1.607 1.893 1.679 1.536 1.000 1.857 1.429
Ordu 1.689 1.867 1.533 1.644 1.000 1.956 1.533
Bursa 1.733 1.889 1.889 1.556 1.200 1.978 1.533
Zonguldak 1.600 1.644 1.756 1.533 1.000 1.929 1.356
Trabzon 2.000 1.000 1.000 2.000 1.000 2.000 2.000
Giresun 2.000 1.000 1.000 1.000 1.000 2.000 2.000
Erzincan 1.848 1.636 1.485 1.682 1.303 1.788 1.530
Istanbul 1.571 1.750 1.643 1.571 1.000 1.893 1.536
Rize 1571 1.857 1.643 1.786 1.429 1.933 1.536
Canakkale 1.536 1.679 1.933 1.643 1.250 2.000 1.250
ORT 1.698 1.924 1.745 1.746 1.175 1.958 1.551

Sadece tek bir populasyonda bulunan allel olan 6zgiin (private) alleller belirlenmistir.
Cizelge 4.14’te 6zgiin allel iceren populasyonlar, lokuslar, allel adlar1 ve bu allellere ait
frekanslar goriilmektedir. Buna gore, 6zgiin allel frekanslariin oldukga ytiksek oldugu

(>%5) goriilmektedir.
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Cizelge 4.14 Ozgiin allellerin dagilimlar1 ve frekanslari

Populasyon Lokus Allel adi | Frekans
Bolu MSAf-22 145 0.500
Kilis GTTF9A 90 0.250

Karklareli GTTDY9A 195 0.083
GTTDY9A 198 0.083
GTTD8S 101 0.333
GTTD8S 113 0.167

GATAE10A 202 0.083

MSAf-8 107 0.250

GACAA12A 245 0.250

GACAA12A 246 0.333

GACAA12A 255 0.417

Konya GTTDY9A 219 0.100

MSAf-8 124 0.100

MSAf-8 159 0.200

Artvin MSAf-22 143 0.071
MSAf-8 131 0.214

Ordu GTTD9A 224 0.100
Bursa MSAf-8 126 0.100
MSAf-8 163 0.100

MSAf-8 166 0.100

Istanbul MSAf-8 169 0.250
Rize MSAf-8 144 0.167

Canakkale GTTD9A 221 0.167

Her bir populasyon igin genetik varyasyon miktar1 belirlenmistir. Bunun igin; tim
lokuslar i¢in gézlenen heterozigotluk (H,), beklenen heterozigotluk (He) ve ortalama
heterozigotluk (H) degerleri, polimorfik lokuslarin yiizdesi (P) ve lokus basina diisen
ortalama allel sayis1 (A) hesaplanmistir (Cizelge 4.15). Hesaplamalara gore en yiiksek
gozlenen heterozigotluk degeri (H,) Burdur populasyonunda (1.000), en diisiikse
Giresun populasyonunda belirlenmistir (0.4286). Polimorfik lokuslarin yiizdesi (P) en
yikksek Kirklareli, Konya, Burdur, Artvin, Bursa, Erzincan, Rize ve Canakkale
populasyonlarinda (%100) belirlenirken, en diisiikse Giresun populasyonunda (%42.86)

belirlenmistir.
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Cizelge 4.15 Her bir populasyon i¢in hesaplanan genetik varyasyon degerleri

Populasyon H. H H, P A
Bolu 0.4286 0.8571 0.8571 0.8571 1.8571
Kilis 0.4643 0.6667  0.7143 0.7143 2.5714

Kirklareli 0.6407 0.7014  0.8095 1.0000 4.7143
Konya 0.6400 0.7111 0.7714 1.0000 45714
Burdur 0.5000 1.0000  1.0000 1.0000 2.0000
Samsun 0.5179 0.6905 0.7857 0.8571 2.7143
Artvin 0.6516 0.7017  0.7347 1.0000 5.2857
Corum 0.5000 0.5714 0.5714 0.8571 3.0000

Ordu 0.5429 0.6032  0.6571 0.8571 3.8571
Bursa 0.6143 0.6825  0.8286 1.0000 4.4286
Zonguldak 0.4875 0.5454  0.5643 0.8571 3.2857
Trabzon 0.2857 0.5714 0.5714 0.5714 15714
Giresun 0.2143 0.4286  0.4286 0.4286 1.4286
Erzincan 0.5595 0.6104 0.7619 1.0000 3.4286
Istanbul 0.4955 0.5663  0.6786 0.8571 2.8571
Rize 0.5888 0.6793  0.7500 1.0000 3.4286
Canakkale 0.4772 0.6129 0.6786 1.0000 2.8571
Anadolu ort 0.6525 0.6584  0.7062 1.0000 10.7143

Molekiiler varyans analizi (AMOVA) ile toplam genetik varyasyon Trakya ve Anadolu

gruplari i¢in; gruplar arasi (Fcr), grup igindeki populasyonlar arasi (Fsc) ve populasyon

ici (Fst) olmak tizere ii¢ seviyede hesaplanmistir (Cizelge 4.16). AMOVA analizine

gore A. flavicollis’te genetik varyasyonun populasyon i¢inde paylasimi oldukga yiiksek

bulunurken (%80.44), gruplar1 olusturan populasyonlar arasinda (%2.33) ve gruplar

arasinda (%17.23) ise diisiik bulunmustur. AMOVA analizine gore elde edilen

fiksasyon indeksi degerleri (Fsc, Fst ve Fcr) anlamli bulunmustur.
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Cizelge 4.16 A. flavicollis Trakya ve Anadolu gruplarinin mikrosatellit lokuslarina ait

AMOVA analiz degerleri
Varyasyon Serbestlik Kareler Varyans
kaynagi derecesi toplami  bilesenleri % Varyasyon
Gruplar arast 1 10.660 0.38115 Va 17.23
Gruplar igindeki
populasyonlar
arasl 15 32.085 0.05152 Vb 2.33
Populasyon i¢i 109 193.906 1.77895 Vc 80.44
Toplam 125 236.651  221.162

Fiksasyon indeksleri
Fst  0.19563 Vc (P = 0.00000+-0.00000)

Fsc 0.02814 Vb (P = 0.00000+-0.00000)
For 0.17234 Va (P = 0.06256+-0.00658)

Genetik farklilasma hesaplamalarinda Wright’in F istatistikleri kullanilmistir. Soy ici
tireme miktarmin 6l¢iimii olan Fis degerleri (Cizelge 4.17) ve ikili fiksasyon indeksi
(Fst) degerleri (Cizelge 4.18) hesaplanmistir. Populasyonlara ait Fis degerleri
incelendiginde, degerlerin 0 ile negatif degerler arasinda oldugu goriilmektedir.
[statistiki anlamda; negatif Fis degerleri heterozigot fazlaligim isaret ederken, pozitif
degerler ise heterozigot eksikligini ifade eder. Buna gore; calismada heterozigot
fazlalig1 belirlenmistir. Birey sayisi yetersiz olan (N=1) populasyonlar igin hesaplama

yapilamamugtir.

Ikili fiksasyon indeksi degerlerine gore en yiiksek genetik farklilasma Giresun ve Kilis
populasyonlari arasinda (Fst= 0.378), en diisiik genetik farklilagsma ise Konya ve Bursa
populasyonlar1 arasinda (Fst= 0.047) bulunmustur. Trakya-Anadolu gruplar1 arasindaki

farklilagsma miktar1 0.106 olarak, gen akisi (Ny) ise 2.109 olarak bulunmustur.

Genetik farklilasma hesaplamalarina ek olarak bireyler, populasyonlar ve gruplar
arasindaki genetik mesafe (Da) degerleri hesaplanmistir (Nei vd. 1983). Buna gore

Trakya-Anadolu gruplar1 arasindaki genetik mesafe 0.505804 olarak bulunmustur.
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Populasyonlar aras1 genetik mesafe degerlerine gore, birbirine en yakin populasyonlar
Bursa ve Zonguldak iken (0.1940), en uzak olanlarsa Rize ve Kirklareli (0.7393)
populasyonlaridir (Cizelge 4.19).

Genetik mesafe degerleri kullanilarak tiim bireyler i¢in Neighbour-Joining (NJ) agaci
olusturulmus ve 1000 tekrarli bootstrap analizi yapilmistir (Sekil 4.13). NJ agacina ait
tiim dallanma noktalar1 %100 bootstrap degeriyle desteklenmistir. NJ agacinda Tiirkiye

orneklerinin Trakya ve Anadolu seklinde iki gruba ayrildig1 belirlenmistir.

Cizelge 4.17 Her bir populasyon i¢in hesaplanan Fs degerleri

Birey

Populasyon | sayisi Fis
Bolu 1 0.000
Kilis 2 -0.143
Kirklareli 6 -0.172
Konya 5 -0.096
Burdur 1 0.000
Samsun 2 -0.222
Artvin 7 -0.051
Corum 4 0.000
Ordu 5 -0.102
Bursa 4 -0.247
Zonguldak 5 -0.037
Trabzon 1 0.000
Giresun 1 0.000
Erzincan 6 -0.280
Istanbul 4 -0.239
Rize 4 -0.125
Canakkale 4 -0.169
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Cizelge 4.18 Tiim populasyonlar i¢in hesaplanan ikili fiksasyon indeksi (Fst) degerleri

Bolu | Kilis | Kirklareli | Konya | Burdur | Samsun | Artvin| Corum | Ordu | Bursa | Zonguldak | Trabzon | Giresun | Erzincan | Istanbul | Rize | Canakkale
Bolu 0,000
Kilis 0,170 | 0,000
Kirklareli | 0,164 | 0,188 | 0,000
Konya | 0,126 | 0,138 | 0,122 | 0,000
Burdur | 0,200 {0,251 | 0,188 | 0,091 | 0,000
Samsun | 0,112 |0,115| 0,148 | 0,073 | 0,165 | 0,000
Artvin 0,116 | 0,147 | 0,114 | 0,054 | 0,127 | 0,092 | 0,000
Corum | 0,143 | 0,178 | 0,153 | 0,082 | 0,186 | 0,114 | 0,060 | 0,000
Ordu 0,152 | 0,177 | 0,240 | 0,075 ]| 0,170 | 0,110 | 0,052 | 0,057 | 0,000
Bursa 0,123 | 0,149 | 0,121 | 0,047 | 0,245 | 0,085 | 0,033 | 0,051 | 0,057 | 0,000
Zonguldak | 0,177 | 0,163 | 0,159 | 0,075 | 0,194 | 0,099 | 0,074 | 0,043 | 0,049 | 0,045 0,000
Trabzon | 0,267 |0,333| 0,212 | 0,160 | 0,276 | 0,236 | 0,139 | 0,170 | 0,126 | 0,134 0,164 0,000
Giresun | 0,311 | 0,378 | 0,267 | 0,196 | 0,314 | 0,254 | 0,455 | 0,194 | 0,153 | 0,182 0,210 0,333 | 0,000
Erzincan | 0,120 | 0,189 | 0,128 0,083 | 0,143 | 0,127 | 0,055 0,064 0,067 | 0,065 0,091 0,151 0,200 0,000
Istanbul | 0,137 | 0,207 | 0,145 | 0,071 | 0,167 | 0,112 | 0,069 | 0,054 | 0,061 | 0,048 0,061 0,134 | 0,184 | 0,073 | 0,000
Rize 0,161 [ 0,175 | 0,161 0,077 | 0,153 | 0,126 | 0,059 0,084 0,065 | 0,063 0,087 0,164 0,197 0,070 0,085 |0,000
Canakkale | 0,190 | 0,155| 0,181 | 0,072 | 0,189 | 0,123 | 0,082 | 0,102 | 0,084 | 0,085 0,093 0,183 | 0,233 | 0,114 | 0,112 |0,119| 0,000
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Cizelge 4.19 Tiim populasyonlar i¢in hesaplanan ikili genetik mesafe (Da) degerleri (Nei vd. 1983)

Bolu Kilis Kirklareli | Konya Burdur | Samsun Artvin Corum Ordu Bursa | Zonguldak | Trabzon | Giresun | Erzincan | istanbul Rize Can.

Bolu 0

Kilis 0.390319 0

Kirklareli | 0.620273 | 0.694154 0

Konya | 0.502252 | 0.542624 | 0.563487 0

Burdur | 0.470413 | 0.595939 | 0.593811 | 0.338669 0

Samsun | 0.302837 | 0.352823 | 0.605491 | 0.367482 | 0.416108 0

AN 1 419796 | 0.449353 | 0570919 | 0.365361 | 0449954 | 0390190 | 0

Corum | 0.404991 | 0.561786 | 0.629895 | 0.372633 | 0.472978 | 0.411475 | 0.266377 0

Ordu 0.481946 | 0.515849 | 0.612770 | 0.320902 | 0.459900 | 0.391584 | 0.302285 | 0.294481 0

Bursa 0.462117 | 0.545047 | 0.602307 | 0.297187 | 0.501812 | 0.399026 | 0.243426 | 0.261397 | 0.322015 0
Zonguldak | 0.484670 | 0.479881 | 0.622026 | 0.294111 | 0.513280 | 0.370093 | 0.322058 | 0.224933 | 0.227185 | 0.194058 0

Trabzon | 0.470413 | 0.655112 | 0.581253 | 0.357039 | 0.512255 | 0.504868 | 0.334245 | 0.310338 | 0.259629 | 0.341518 | 0.258671 0

Giresun | 0.470413 | 0.655112 | 0.715541 | 0.415446 | 0.512255 | 0.433439 | 0.351979 | 0.312974 | 0.291106 | 0.383360 | 0.325863 | 0.327556 0

Erzincan | 0.380561 | 0.599061 | 0.541677 | 0.406439 | 0.406678 | 0.466775 | 0.273850 | 0.241684 | 0.300536 | 0.369348 | 0.330333 | 0.280691 | 0.410015 0

Istanbul | 0.370771 | 0.617935 | 0.588079 | 0.304640 | 0.433534 | 0.430046 | 0.343040 | 0.246498 | 0.264137 | 0.264137 | 0.239321 | 0.230550 | 0.257598 | 0.296369 0

Rize 0.511847 | 0.547159 | 0.739342 | 0.398308 | 0.533290 | 0.450214 | 0.311980 | 0.345140 | 0.332364 | 0.316921 | 0.307367 | 0.375971 | 0.380236 | 0.331364 | 0.333610 0
Canakkale | 0.517492 | 0.511834 | 0.642546 | 0.283484 | 0.462596 | 0.452302 | 0.314088 | 0.430907 | 0.241264 | 0.360255 | 0.355597 | 0.319535 | 0.423186 | 0.344262 | 0.349443 | 0.393037 | 0




Kilis 2885
|— Kilis 2178
Bolu 2129

Artvin 3379
Samsun 2852
Artvin 3790
Artvin 3448
Artvin 3447
— Artvin 3400

— Artvin 5702
I Artvin 5657
Erzincan 5274
Erzincan 5275
Erzincan 5283
istanbul 4003
— Erzincan 5273
Erzincan 5271
Erzincan 5272
istanbul 4004
Rize 5295
istanbul 4005
istanbul 4008

Rize 5298
4[—‘7 Rize 5297
Rize 5347

Corum 3452
Corum 3453
Corum 3454
Bursa 3677 Anadolu
Bursa 3685
Corum 3455
Ordu 2839

Ordu 3428
Ordu 3471
Ordu 3472
Ordu 3473
Bursa 3670
Bursa 3695
Bursa 3696

l— Zonguldak 3671
Zonguldak 3709
Trabzon 3909
Giresun 3911

Zonguldak 3478

_|:i— Zonguldak 3710
Zonguldak 3734

Konya 2582
Konya 2583
Konya 2584
|— Konya 2585
Konya 2586

Burdur 2603
Samsun 2851

l— Canakkale 7212
Canakkale 7213
Canakkale 7241
Canakkale 7248
Kirklareli 2384
Kirklareli 2385

Kirklareli 2386
Kirklareli 2387 Trakya
Kirklareli 2389
Kirklareli 6752

0.05

Sekil 4.13 Genetik mesafe (Da) degerleriyle olusturulan mikrosatellit NJ agaci (Tiim
dallanma noktalar1 %100 bootstrap degeriyle desteklenmistir)
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Faktoriyel Benzerlik Analizi (FCA-Factorial Correspondence Analysis) ile bireyler ve
populasyonlar arasindaki iliskilerin {i¢ boyutlu gorsellestirilmesi yapilmistir (Sekil 4.14-
4.15). Her iki FCA grafiginde de Trakya ve Anadolu populasyonlarini olusturan
bireylerin ve populasyonlarin ayrimi net bir sekilde goriilmektedir. Anadolu

populasyonlarini olusturan bireyler grafikte karisik bir gruplanma sergilemistir (Sekil
4.14).

R 2 (10,30 %)

Axe 3 (9,65 %)

10.000 —— f
Axe1(2247%) : o CrE
2247 % pon 2

Sekil 4.14 A. flavicollis bireyleri arasindaki iligkileri gosteren FCA grafigi
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Sekil 4.15 A. flavicollis populasyonlar1 arasindaki iliskileri gosteren FCA grafigi

Tr- Trabzon, Cn- Canakkale, Zn- Zonguldak, Or- Ordu, Cr- Corum, Er- Erzincan, Br- Bursa

Bayesian yaklasimli STRUCTURE analizi ile populasyonlarin genetik yapisi ortaya
konmus ve olast populasyon sayist (K) belirlenmistir. K degerinin belirlenmesinde
kullanilan ilk yontem olan Evanno vd.’nin (2005) AK metoduna gore elde edilen grafik

sekil 4.16’da goriilmektedir ve likelihood fonksiyonunun (AK= m | L"(K) | /SIL(K)])
ikincil degisim orani pik halinde net bir K degeri (K=2) vermistir.

AK metodunun yanisira her bir K degeri ve dongii i¢in elde edilen K benzerligi
(likeness) [Ln P(D)] degerleri incelenmistir. Sekil 4.17°de ortalama Ln P(D) degerleri
ve standart sapmalar1 goriilmektedir. 1-17 arast K degerleri igin gergeklestirilen

bagimsiz dongiilerden elde edilen sonuglar K=2 degeri i¢in maksimum benzerlik
sergilemektedir.
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Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))

350

300
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K

Sekil 4.16 Evanno’nun (2005) AK grafigi
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Sekil 4.17 K degerleri i¢in ortalama Ln olasiliklar1 grafigi

K=2 degerine gore olusturulan STRUCTURE grafigi sekil 4.18’de ve Distruct
programiyla olusturulan grafik sekil 4.19’da goriilmektedir.
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Sekil 4.18 K=2 degerine gore olusturulan STRUCTURE grafigi

1- Bolu, 2-Kilis, 3-Kirklareli, 4- Konya, 5- Burdur, 6- Samsun, 7- Artvin, 8- Corum, 9- Ordu, 10- Bursa,
11- Zonguldak, 12-Trabzon, 13- Giresun, 14- Erzincan, 15- Istanbul, 16- Rize, 17- Canakkale

1 3 5 T ] 1M1 13 15 17
2 4 6 8 10 12 14 16

Sekil 4.19 K=2 degerine gore olusturulan Distruct grafigi

1- Bolu, 2-Kilis, 3-Kirklareli, 4- Konya, 5- Burdur, 6- Samsun, 7- Artvin, 8- Corum, 9- Ordu, 10- Bursa,
11- Zonguldak, 12-Trabzon, 13- Giresun, 14- Erzincan, 15- istanbul, 16- Rize, 17- Canakkale

Bayesian temelli BAPS programi ile populasyonu olusturan bireylere ait genetik
yapilanma gorsel olarak ortaya konmustur (Sekil 4.20). Grafige gore, Kirklareli
ornekleri ve Kilis lokalitesinden 2178 numarali 6rnek diger A. flavicollis 6rneklerine
gore genetik yapt bakimindan farklilik gostermektedir. Genetik farklilasmanin,
populasyon bazinda degerlendirildigi BAPS grafigine gore ise (Sekil 4.21), Konya-
Canakkale populasyonlar1 ve Bolu-Kilis-Samsun populasyonlar1 kendi aralarinda
benzerlik gostermektedir. Kirklareli populasyonu yine benzersiz bir genetik yapi
sergilerken, sar1 renkle temsil edilen diger 11 A. flavicollis populasyonu benzerlik

sergilemektedir.
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Sekil 4.20 Her bir populasyondaki bireyin genetik yapisini gosteren BAPS grafigi
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Sekil 4.21 Populasyonlarin genetik yapisint gésteren BAPS grafigi
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5. TARTISMA VE SONUC

51 Mitokondri ve Cekirdek DNA Belirtecleriyle Yapilan Analizlerin
Karsilastirilmasi

Bu tez calismasinda Tiirkiye A. flavicollis populasyonlarindaki genetik varyasyon,
mitokondriyal DNA (sitokrom b) ve ¢ekirdek DNA (mikrosatellitler) belirtegleri
kullanilarak belirlenmistir. A. flavicollis’e ait populasyon genetigi ve filogeni
calismalarinda sitokrom b (Michaux vd. 2001, 2002, 2004, 2005, Krystufek vd. 2012,
Bugarski-Stanojevic vd. 2013, Darvish vd. 2015) ve mikrosatellitler (Gockel vd. 1997,
Makova vd. 1998, 2000, Gryczynska-Siemiatkowska vd. 2008, Kozakiewicz vd. 2009,
Gortat vd. 2010, 2015) siklikla kullanilmaktadir.

Analizler, sitokrom b ve mikrosatellit lokuslari i¢in ayri1 veri setleri hazirlanarak
gerceklestirilmistir. Veri setleri, sitokrom b i¢cin DNA dizileri ve mikrosatellitler i¢in
allel blyiliklikleri temel alinarak hazirlanmistir. Sitokrom b veri seti ile yapilan
analizlerde Tirkiye orneklerine ait dizilere ek olarak Genbank’tan alinan sitokrom b
dizileri de kullanilmigtir. Sitokrom b analizleri Tiirkiye ve Tiirkiye+Genbank seklinde

iki ayr1 veri setiyle gerceklestirilmistir.

Molekiiler varyans analizi (AMOVA) sitokrom b ve mikrosatellit veri seti i¢in ayr1 ayri
yaptlmistir. Sitokrom b AMOVA analizine gore A. flavicollis Tiirkiye orneklerinde
genetik varyasyonun Trakya ve Anadolu gruplar arasinda paylasimi oldukga yiiksek
bulunurken (%90.07), gruplar1 olusturan populasyonlar i¢inde (%7.63) ve populasyonlar
arasinda (%2.30) ise diisiik bulunmustur. Mikrosatellit AMOVA analizinde ise genetik
varyasyonun populasyon i¢inde paylagimi olduk¢a yiiksek bulunurken (%80.44),
gruplart olusturan populasyonlar arasinda (%2.33) ve gruplar arasinda (%17.23) ise
diisiik bulunmustur (Cizelge 5.1). Mikrosatellit AMOVA analizinde populasyon igi
varyasyonun yiiksek olmasi, mikrosatellit belirtecinin bireyden bireye degisebilen allel

farkliliklariyla yiiksek varyasyon oranina sahip olmasindan kaynaklanmaktadir.
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Cizelge 5.1 A. flavicollis Trakya-Anadolu gruplari i¢in sitokrom b ve mikrosatellit
verileriyle yapilan analizlerin karsilastirilmas1  (Va: Gruplar arasi
varyasyon, Vb: Populasyonlar aras1 varyasyon, Vc: Populasyon igi
varyasyon)

AMOVA
Va Vb Ve D Fsr Nm

Sitokrom b 90.07 2.30 7.63 0.072 10.79367| 0.13

Mikrosatellit | 17.23 2.33 80.44 |0.505804 | 0.106 | 2.109

Sitokrom b analizlerinde Trakya-Anadolu gruplar arasinda genetik farklilagsma derecesi
yiiksek bulunurken (Fst= 0.79367), gen akis1 degeriyse diisiik bulunmustur (Ny,= 0.13).
Mikrosatellit analizlerinde de Trakya-Anadolu gruplari arasindaki genetik farklilasma
benzer sekilde yiiksek (Fst= 0.106), gen akisi ise disiiktiir (N,,= 2.109) (Cizelge 5.1).
Kullanilan belirtegler ve veri setleri farkli oldugu icin genetik ¢esitlilik ve farklilasma
analizlerinde kullanilan istatistiki yontemler ve parametreler farklidir, iki belirtece ait

degerlerde goriilen farklilik bundan kaynaklanmaktadir.

Genetik mesafe degerleri sitokrom b veri seti i¢in Kimura 2 parametresiyle
hesaplanmigtir ve Trakya ve Anadolu gruplan arasinda yiiksek (0.072) bulunmustur.
Mikrosatellit veri seti i¢inse Nei vd. (1983) tarafindan Cavalli-Sforza mesafe degerinin
modifiye edilmesiyle gelistirilen genetik mesafe degeri (Da) kullanilmis ve yine yiliksek

(0.505804) bulunmustur (Cavalli-Sforza ve Edwards 1967).

Sitokrom b ve mikrosatellit analizlerine gore A. flavicollis populasyonlarinin Trakya ve
Anadolu seklinde gruplandig: belirlenmistir. Sitokrom b ve mikrosatellit veri setleriyle

olusturulan NJ agaclarinin karsilastirmasi sekil 5.1°de gdsterilmistir.
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Sekil 5.1 Sitokrom b (sol) ve mikrosatellit veri setiyle olusturulan NJ agaclari
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Sitokrom b NJ agacinda, Anadolu haplotipleri kendi i¢inde karmasik gruplanmalar
sergilemekle birlikte Konya-Samsun (Hapll) ve Kilis-Ordu-Rize (Hap3) ortak
haplotipleri belirlenmistir. Mikrosatellit NJ agacindaki gruplanmalar yine Kkarisik
olmakla birlikte, ayn1 populasyona ait bireylerin kiimelenmesi, sitokrom b agacina gore
nispeten daha anlamli olmustur. Trakya-Anadolu gruplarinin ayrimi ise her iki NJ
agacinda da net bir sekilde gozlenmistir. Her iki aga¢ icin de 1000 tekrarlt bootstrap
analizi gergeklestirilmistir. Sitokrom b NJ agacinda Trakya-Anadolu ayrimi %100
bootstrap degeriyle desteklenirken agacin farkli dallarindaki ayrim seviyeleri yine
yiiksek olmakla birlikte degiskenlik gostermektedir. Mikrosatellit NJ agacindaki tim

dallanma noktalar1 %100 bootstrap degeriyle desteklenmistir.

5.2 Avrupa ile Asya Populasyonlarinin Genetik Farkhilasmasi

Giiniimiizde A. flavicollis Bati Palearktik Bolge’de, batida Ingiltere’den doguda
Kafkaslar’a kadar genis bir bolgede yayilis gosterir. Bu tez ¢alisgmasinda sitokrom b veri
setiyle yapilan NJ, ML, MP, Network ve Beast analizleri A. flavicollis
populasyonlarimin Avrupa ve Asya seklinde iki ana genetik gruba ayrildigini ortaya
koymustur. Iki grup %7.2°lik (K2P) yiiksek genetik mesafe degeriyle ayrilmistir. Bu
cografik yapilanma AMOVA analiziyle iki grup arasinda %90.07 mitokondriyal DNA

varyasyonuyla desteklenmistir.

Mikrosatellit veri setiyle yapilan NJ, FCA, Bayesian temelli STRUCTURE ve BAPS
analizleri de Trakya-Anadolu gruplanmasini desteklemistir. Ozgiin (private) allel
hesaplamalarima gore Kirklareli populasyonu 9 06zglin allel ile Anadolu
populasyonlarindan ayrilmigtir. Genetik mesafe degeri (Nei vd. 1983) Trakya-Anadolu
grubu arasinda yiiksek (%50.58) bulunmustur. Trakya-Anadolu cografik yapilanmasi
AMOVA analizinde diisiik varyasyon oranina (%]17.23) sahip olmakla birlikte
varyasyonun biiyiik oranda populasyon i¢i varyasyondan kaynaklandigi belirlenmistir
(9%80.44).

Krystufek ve Vohlarik (2009) A. flavicollis’in Trakya ve Anadolu Orneklerinin

morfolojik farkliliklar sergiledigini belirtmislerdir. Buna gore, Trakya Ornekleri
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Anadolu 6rneklerine gore daha biiylik ve agir olma egilimindedir, Trakya ve Gokceada
orneklerinde bogaz yakasi bulunurken Anadolu 6rneklerinde nadiren bulunur. Anadolu
populasyonlar1 arasinda viicut blyiikliigli acisindan varyasyon gozlenmemistir.
Gokgeada ornekleri Anadolu 6rneklerine gore daha kisa palatinuma ve daha uzun kesici
dislere sahiptir (Ozkan ve Krystufek 1999).

Michaux vd. (2004) tarafindan yapilan kapsaml filocografya ¢alismasinda Kuvaterner
buzul doéneminin A. flavicollis’in genetik yapisi lizerine etkileri belirlenmistir.
Calismada Avrupa ve Asya’dan 53 farkli lokaliteden 124 A. flavicollis 6rnegine ait
sitokrom b bolgesiyle analizler gerceklestirilmistir. 124 6rnekten toplam 95 haplotip
elde edilmistir. Olusturulan NJ agacinda A. flavicollis haplotiplerinin Avrupa-Rusya
(Klad 1) ve Tiirkiye-Yakin Dogu-Orta Dogu (Klad 2) seklinde iki biiyiik klada ayrildig:
belirlenmigtir (Sekil 5.2). Bu ayrim, tez calismasinda elde edilen degerlere benzer
sekilde %100 bootstrap degeri ve %7.2 K2P genetik mesafe degeriyle desteklemistir.

Avrupa ve Asya kladinin ayrilma zamaninin ise 2.2-2.4 My6 oldugu belirlenmistir.
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Sekil 5.2 Michaux vd.’nin (2004) ¢alismasinda A. flavicollis sitokrom b haplotipleriyle
olusturulan NJ agac1 (Clade 1- Avrupa, Clade 2 Asya haplotiplerinden
olugmaktadir)

Michaux vd. (2004) tarafindan yapilan calismada ve bu tez calismasinda belirlenen
Avrupa-Asya cografik yapilanmasi Avise’nin (2000) tanimladig: filocografik modelle
uyusmaktadir. Daha 6nce Apodemus sylvaticus i¢in 6nerildigi gibi (Michaux vd. 2003),
A. flavicollis populasyonlarinin bu yapilanmasi Kuvaterner buzul donemi siiresince
Asya ve Avrupa A. flavicollis gruplarmin biri Anadolu digeri Italya-Balkan olmak iizere
iki farkli siginakta hayatta kalmis olmasiyla agiklanabilir. Molekiiler saat analizleri bu

iki grubun ayrmminm 2,0613 My (Ust Pliyosen), yani Tersiyer-Kuvaterner gegis
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doneminde gerceklestigini ortaya koymustur. Pliyosen dénemi Dogu ve Bati Avrupa
iklim ve vejetasyon yapisi, polen verisinden elde edilen bilgilerle iyi bir sekilde
aydinlatilmistir. Doneme ait Akdeniz Bolgesi polen kayitlar1 farkli bolgeler arasinda
yogun bir varyasyon sergilemektedir. Pliyosen sonunda (2.8 -1.8 My6 aras1 donemde)
goriilen buzul ve buzul arasi donemlere bagli olarak Avrupa boyunca iklimde ani
degisiklikler ortaya ¢ikmustir (Fauquette vd. 1998). Iklimsel degisikliklere bagl olarak
vejetasyon da step ve orman seklinde degisim gostermistir. Ormanlik habitatlarda
yasayan A. flavicollis’in buzul donemleri boyunca Akdeniz Bélgesi’nin giineyinde ve
Yakin Dogu’daki ormanlik bolgelerde hayatta kalmis olmasi muhtemeldir. Ayni
donemde benzer sekilde bir kirpi tiiri olan Erinacues concolor’un Balkan ve Tiirkiye

soylarinin da genetik olarak ayrildigi belirlenmistir (Hewitt 1999).

Kuvaterner buzul déneminde A. sylvaticus igin sigmak gérevi yapmis olan Iber
yarimadasi, Michaux vd. (2005) tarafindan A. flavicollis siginak bolgesi olarak goz ardi
edilmis olmasma ragmen Flojgaard vd. (2009) fosil kayitlarma dayanarak iber
Yarimadasi’nin A. flavicollis tarafindan da siginak olarak kullanildigini belirtmistir.
Ispanya’nin giineyinde bulunan 25.000 yil dncesine ait fosil kayitlar1 bdlgede buzul
doneminde hayatta kalmis bir A. flavicollis populasyonunun varligimi ortaya

koymaktadir.

Asya populasyonlarinin Avrupa populasyonlarindan genetik olarak ayrilmis olmast iki
bolge arasi kolonizasyonun engellenmesinden kaynaklanmaktadir. Gruplara ait
uyumsuzluk dagilimi grafikleri incelendiginde Asya ve Avrupa gruplarinin hizh
populasyon bliylimesini igaret eden ¢an egrisi biciminde oldugu goriilmektedir. Hizli
populasyon biliyiimesi, populasyonun genetik bir darbogaz gecirip tekrar genislemeye
basladig1 seklinde yorumlanabilir. Ancak Asya ve Avrupa gruplarina ait haplotip (h) ve
niikleotid ¢esitliligi (m) degerlerinin yiiksek ¢ikmis olmasi (Cizelge 4.3) bu darbogazin
diisiik siddette oldugunu gostermektedir. Asya (Anadolu-Yakin Dogu) grubunda
belirlenen populasyon biiyiimesi bolgede 6zellikle son 20.000 yilda gergeklesen dnemli
bitki ortiisii degisikliginden kaynaklaniyor olabilir. Son Pleistosen buzul déneminde
(Wiirm) Anadolu g¢ogunlukla steple ortiiliiyken son 10.000 yilda bitki Ortiisii igne

yapraklt ormanlar ve agacli steplerle yer degistirmistir (Brown ve Gibson 1983).
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Boylece A. flavicollis gibi orman tiirleri Anadolu siginagindan ¢ikarak dogu yoniinde

yayilis gostermis olabilirler.

Bu tez caligmasi sonuglart Michaux vd. (2004) tarafindan yapilan ¢alisma sonuglariyla
uyumlu olarak Asya A. flavicollis populasyonlarinin Avrupa ve Rusya’ya kolonize
olamadigin1 desteklemektedir. Bu durum, Karadeniz ve Kafkas Daglari’nin
biyocografik bariyer gorevi gorerek Yakin Dogu-Rusya arasi baglantiy1 kesmesinden
kaynaklaniyor olabilir. Bu bariyer etkisi A. flavicollis gibi adi kizilagag (Alnus
glutinosa), Kirpi (E. concolor), bahge sivrifaresi (Crocidura suaveolens), kayalik faresi
(A. mystacinus) tiirleri izerinde de etkili olmustur (Taberlet vd. 1998, Hewitt 1999).
Kizilca kurbaga (Bombina bombina), cayir ¢ekirgesi (Chorthippus parallelus) ve A.
sylvaticus gibi tiirlerde ise bu etki gozlenmemistir. A. flavicollis’in Asya
populasyonlariin Balkan bolgesine kolonize olmasinin biyocografik bariyerler disinda
Balkanlar’da uzun siiredir varlik gosteren A. flavicollis populasyonlarinca engellendigi
de disiiniilebilir. Bir lokalitede bulunan kemiricilerin o lokaliteye yeni gelen
soydaslarina kars: siklikla saldirgan davrandiklar: belirlenmistir (Granjon ve Cheylan

1989).

Asya ve Avrupa A. flavicollis populasyonlari arasinda gen akisinin kesilmesinde
Karadeniz ve Kafkas Daglar1 kadar Istanbul ve Canakkale Bogazlari’nin olusumunu da
dikkate almak gerekir. Asya ve Avrupa kitalar1 arasinda memeliler igin 6nemli bir gegis
yolu olan Tiirkiye’de Marmara Denizi lizerinde bulunan ve iki kita arasinda karasal
baglantiy1 kesen Istanbul ve Canakkale Bogazlar1 bu gegis yolu iizerinde karasal canlilar
icin bir biyocografik bariyer olusturmaktadir (Kosswig 1955). Nehir, deniz, gol, dag
gibi dogal yapilar hayvanlarin hareket alanim1 kisitlar ve buna bagli olarak gen akisini
kesen dogal bir cografik bariyer gorevi goriirler. Bariyer etkisiyle populasyonlar, alt
populasyonlar seklinde boliimlenir ve aralarinda gen akisinin kesilmesine bagli olarak
zaman icerisinde genetik olarak farklilagirlar. 300 m ile 1 km arasinda genislige sahip
bir su bariyeri, bariyerin iki yakasinda yasayan A. flavicollis’lerin genetik olarak
farklilasmasi i¢in yeterli olmaktadir (Gortat vd. 2010). Aars vd. (1998) yaptiklar
mitokondriyal DNA calismasinda 100 m genisligindeki bir su bariyerinin M. glareolus

populasyonlar1 arasinda kisa siireli olarak gen akisini kestigini belirtmislerdir.
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Istanbul ve Canakkale Bogazlari’nin konumu ve kendine has morfolojisi incelendiginde
bogazlardan su akist gerceklesmesinde Kuvaterner’de meydana gelen deniz
seviyesindeki dalgalanmalar ile Akdeniz ve Karadeniz arasinda gergeklesen su
degisiminin etkili oldugu anlasilmaktadir (Gokasan vd. 2010). Canakkale Bogazi’nin
evrimi ve vadi benzeri morfolojisinin olusumunda bolgesel tektonik hareketler ile
kiiresel deniz seviyesi degisikligi etkili olmustur. Su akisi ise Pliyosen doneminde
Gelibolu ve Biga yarimadalariin yiikselmesi sonucu bogazin bulundugu bolgenin vadi
seklindeki yapisinin bir nehir tarafindan yarilmasiyla gergeklesmistir (Gokasan vd.
2008). Tektonik hareketlere ilaveten Kuvaterner boyunca deniz seviyesinin yiikselmesi
ve diismesi bogazdaki sedimentlerin erozyon, c¢okiintii ve tasinma bi¢imlerini

etkileyerek Canakkale Bogazi’nin sekillenmesinde 6nemli rol oynamistir.

Istanbul Bogazi’nin olusumu Pliyosen déneminde tektonik hareketlere bagl olarak
bogazin simdiki yerinde bulunan ve biri Marmara’ya digeri Karadeniz’e dokiilen iki
farkli nehrin birlesmesiyle baslamistir. Paleontolojik ve sedimantolojik kayitlara gore
Istanbul Bogazi’'nin bigimlenmesi Kuvaterner’de gerceklesmis, Karadeniz ve Marmara
denizi arasinda vadi bigiminde nehir yataginin sekillenmesi bu déonemde olmustur. Geg
Pleistosen ve Holosen’in erken donemlerinde bogazin orta-gliney kisminda bir
topografik bariyer olusmus ancak 7000-5300 yil 6nce deniz seviyesinin yiikselmesiyle
bu bariyer etkisini kaybetmis ve su akis1 giiniimiizdeki durumuna gelmistir (Kerey vd.
2004). Buna gore Istanbul Bogazi'min giiniimiizdeki bigimini almasi Holosen’de

gerceklesmistir (Gokasan vd. 1997).

Sonug olarak Istanbul ve Canakkale Bogazlari’ndan su akisinin gergeklesmesi Pliyosen
(5.32-1.81 Myd) doneminde, bigimlenmesi ise Kuvaterner’de (1.81 Myo- giiniimiiz)
gerceklesmistir. Molekiiler saat analizleri, A. flavicollis Avrupa ve Asya
populasyonlarinin genetik farklilasmasmnin 2,0613 Myé (Ust Pliyosen), yani Pliyosen-
Pleistosen gecis doneminde gergeklestigini ortaya koymustur. Buna gore bogazlarda su
akisiin baglamasini takiben Avrupa ve Asya populasyonlari, aralarinda gen akisinin
onemli dl¢lide kesilmesine bagli olarak etkin bir sekilde allopatrik farklilagsmaya maruz

kalmislardir.

110



A. flavicollis igin Istanbul ve Canakkale Bogazlari bariyer etkisi gdstererek iki kitaya ait
populasyonlar i¢in genetik farklilasmaya sebep olsa da literatiirde bu konularda yapilan
arastirmalar incelendiginde farkli tlirler i¢in elde edilen sonuglarin farkli oldugu
anlasilmaktadir. M. macedonicus, G. glis ve Crocidura leucodon’un Trakya ve Anadolu
populasyonlar1 arasinda belirgin bir genetik farklilasma belirlenmemistir (Dubey vd.
2007, Helvact vd. 2012, Colak vd. 2016). Bunun nedeni olarak; bogazlarin sig su
seviyesine bagli olarak buzul donemlerinin cogunda kurumasi ve bu nedenle siirekli bir
bariyer olusturmamasi, iyi yiizme kabiliyetine sahip tiirler (G. glis) tarafindan
gecilebilmesi ya da kommensal yasayan tiirlerin insan kaynakli tasinmasi (M.
domesticus) gosterilmektedir (Pocock vd. 2005, Dubey vd. 2007, Krystufek 2010).

Otoyollar, demiryollar1 gibi insan kaynakli bariyerlerin A. flavicollis populasyonlar
aras1 gen akisini kesmede yeterli olmadigi belirlenmistir (Bakowski ve Kozakiewicz
1988, Rico vd 2007). A. flavicollis oldukg¢a hareketli bir tiir olmakla birlikte 1 km
genislige kadar olan acik alanlar1 kolayca gegebilme kabiliyetine sahiptir (Bondrup-
Nielsen ve Karlsson 1985, Szacki 1999). A. flavicollis bu 6zelligiyle otoyol, demiryolu,
donmus nehir gibi acik alanlar1 gecerek bariyerlerce boliinen habitatlar arasinda gen

akisini devam ettirebilir.

Michaux vd. (2004) tarafindan yapilan calismada Tirkiye-Yakin Dogu
populasyonlarinin genetik olarak Avrupa populasyonlarindan farklilasmasi nedeniyle
farkli alttiirler olarak degerlendirilebilecekleri belirtilmistir. Tiirkiye’de daha Once
morfolojik caligmalara dayanarak kaydi verilen iki alttiir; A. f. saturatus ve A. f.
brauneri’dir. A. f. saturatus Dogu Karadeniz’de, A. f. brauneri ise Trakya’da ve
Anadolu’nun degisik bolgelerinde (Bolu, Akgakoca, Bursa, Istanbul, Trabzon,
Zonguldak, Bartin) kaydedilmistir (Neuhauser 1936, Dogramaci 1974). Bu tez
calismasinda gergeklestirilen genetik analiz sonuglari, Michaux vd. (2004)’nin
bulgularini desteklemistir. Buna gore, A. flavicollis’in Trakya populasyonlart A. f.

brauneri, Anadolu populasyonlari ise A. f. saturatus olarak degerlendirilebilir.
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5.3 A. flavicollis Tiirkiye Populasyonlarinda Genetik Varyasyon

Genetik varyasyon, kullanilan belirtecin 6zelligine bagli olarak niikleotid c¢esitliligi,
haplotip ¢esitliligi, allelik zenginlik gibi farkli parametrelerle ol¢iilmektedir. Calisma
kapsaminda sitokrom b bolgesi ile yapilan analiz sonuglarma goére toplam 61 A.
flavicollis 6rnegi icin 45 haplotip belirlenmistir. Kirklareli lokalitesinden 6 6rnegin her
biri bir 6zgiin haplotip, Anadolu’nun 16 farkli lokalitesinden 55 6rnek icinse 39 haplotip
(30’u 6zgiin haplotip) belirlenmistir. Bu bulgular, Anadolu ve Trakya populasyonlarinin
yiiksek genetik varyasyona sahip olduguna isaret etmektedir. Bu bulgu, yiiksek haplotip
cesitliligi (h: Anadolu grubu icin %98, Trakya grubu igin %100) degerleriyle de

desteklenmistir.

Mikrosatellit genetik varyasyon analizleri populasyon bazinda gergeklestirilmistir. 63 A.
flavicollis 6rnegi icin toplam 84 allel belirlenmistir. Ozgiin allel sayis1 hesaplamalarina
gore, Anadolu’dan 9 populasyonda 14 6zgiin allel ve Kirklareli populasyonunda 9
Ozgiin allel belirlenmistir. Allelik zenginlik degerleri her bir populasyon i¢in agirlikli
olarak 2’ye yakin olmak tizere 1 ile 2 arasinda ¢ikmistir. Anadolu populasyonlari igin
ortalama heterozigotluk (H) degeri 0,6584, Trakya populasyonu i¢inse 0,7014 olarak
yiksek bulunmustur. Polimorfik lokuslarin yiizdesi (P) ise Anadolu ve Trakya
populasyonlari i¢in %100 olarak bulunmustur. Bu sonuglar 1s1ginda Anadolu ve Trakya

populasyonlarinin ytliksek genetik varyasyona sahip oldugu sdylenebilir.

Sitokrom b AMOVA analizine gore genetik varyasyon Trakya ve Anadolu gruplari
arasinda paylagimi yiiksek (%90.07), mikrosatellit AMOVA analizine gore populasyon
ici paylasimi yiiksek (%80.44) bulunmustur.

Molekiiler saat analizi, Anadolu haplotiplerinin 6zellikle Pleistosen sonunda (288.000-
140.000 y1l 6nce) Mindel ve Riss buzul donemleri sonrasi 2. ve 3. buzul arasi devirlerde
cesitlendigini ortaya koymaktadir. Kuvaterner buzul doneminde iklimde gerceklesen
degisikliklerin Avrupa ve Asya tiirlerinin tiir ig¢i genetik cesitliligi tizerine etkileri
incelendiginde, son 2.4 milyon yilin iliman iklim seven tiirler i¢in yasam alaninda

daralma ve genisleme seklinde etkileri oldugu belirlenmistir (Michaux vd. 2003).
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Pleistosen’de Tiirkiye ikliminde buzul donemlerine bagli olarak dalgalanmalar
goriilmiistiir. Pleistosen’deki 4 biiyiik buzul donemi (Giinz, Mindel, Riss ve Wiirm)
boyunca Akdeniz bélgesinde kuru-soguk iklim hakim olmustur. Mindel- Riss buzularasi
donemde iklim nemli-sicak, bitki Ortiisii kolsik karakterli iken, Riss-Wiirm buzularasi
donemde birden fazla iklim tipi goriilmiistiir. Bu donemde genelde igne yaprakli
ormanlar ve sicak iklim hiikiim siirmii, donem sonunda subtropik yiiksek basin¢ kusagi
zayiflayarak sicaklik diismiis ve Wiirm ortaya ¢ikmistir (Demirsoy 2007). Bu sekilde
birbirini izleyen yaklasik 60 bin yillik buzul ve buzul arasi periyotlar boyunca canli
tirlerinin yayilis alant buzul donemlerinde siginak bolgeleriyle sinirlanmis, buzul
donemleri sonrasi iklimde ve bitki ortlisiinde meydana gelen iyilesmeyle siginaklardan
cikarak yayilma imkani bulmuslardir. Buzul dénemlerinde Avrupa’nin giineyindeki ve
Anadolu’daki siginaklarda yasamini siirdiiren tiirler buzul arasi donemlerde kuzeye
dogru yayilma egilimindedirler (Taberlet vd. 1998). Avise (1994) ve Hewitt (1996)
siginak populasyonlarinin hizli yayilisinin allelik zenginligin kaybedilmesine neden
olan ciddi genetik darbogazlar getirecegini One siirmiislerdir. Genetik darbogaz daha
yakin gecmiste kolonize olmus populasyonlar arasinda genetik varyasyonun
azalmastyla sonuglanmaktadir. Akdeniz siginak bolgeleri populasyonlart ise iklimsel
degisikliklerden daha az etkilenirler ve bu populasyonlara ait genetik ¢esitliligin daha
yiiksek olmast beklenir (Michaux vd. 2003). Bu tez ¢alismasi kapsaminda yapilan
genetik varyasyon analizlerine gore Anadolu populasyonlarinda yiiksek seviyede

genetik varyasyon belirlenmistir.

A. flavicollis’in Anadolu ve Trakya gruplarinin uyumsuzluk dagilimi grafikleri
incelendiginde Anadolu grubu igin ¢an egrisi seklinde grafik, Trakya grubu i¢inse ¢oklu
bicimli (multimodal) dagilim belirlenmistir. Buna gére; Anadolu grubu hizli populasyon
biiyiimesi gosterirken, Trakya grubu ise sabit populasyon biiyiikliigii gostermektedir.
Tajima’nin D ve Fu'nun Fs testlerinde elde edilen negatif degerler de bu gruplar
olusturan populasyonlarin genisledigi ve genetik darbogazda olmadigi anlamina
gelmektedir ancak Trakya grubu i¢in elde edilen sonuglar istatistiki olarak anlamli

bulunmadigi i¢in (P>0.05) bu anlamda degerlendirilememistir.
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Molekiiler saat analizine gore Trakya haplotiplerinin c¢esitlenmesi Pleistosen sonunda
(300.000 y1l once) Mindel buzul doneminin ardindan gergeklesmistir. Trakya
populasyonu Pleistosen buzul dénemlerini italya-Balkan siginak bolgesinde gecirmis ve
buzul arasi1 donemlerde siginak bolgesinden cikarak kuzey ve dogu yoniinde yayilis
gdstermistir. Anadolu’ya yayilislar1 ise daha 6nce belirtildigi gibi Istanbul ve Canakkale
Bogazlari’nca biiyiik Ol¢iide engellenmistir. Bu sonug, filogenetik agaglarda gozlenen
Avrupa  haplotipleri ile  Trakya  haplotiplerinin  karisik  gruplanmasiyla

desteklenmektedir.

A. flavicollis populasyonlarinda belirlenen yiiksek genetik varyasyon seviyesinin
olugsmasinda Anadolu’nun siginak pozisyonu kadar yiiksek habitat heterojenitesi ve
iklimsel varyasyonlarin etkilerini dikkate almak gerekir. Genetik varyasyonun
stirdiiriilmesinde biyotop ¢esitliliginin 6nemi daha 6nce pek ¢ok arastirici tarafindan
belirtilmistir (Vignieri 2005, Ratkiewicz ve Borkowska 2006, Redeker vd. 2006, Wang
vd. 2008). Tirkiye bu anlamda olduk¢a sansli bir ilkedir. A. flavicollis
populasyonlarmmin yasam alani olan ormanlar bakimindan da cesitlilige sahiptir.
Anadolu’daki mikroklimatik zenginligi en iyi sekilde yansitan ve relikt topluluklar
olusturan dogal yasam alanlar1 ormanlardir. Neredeyse her bir ormanlik alan kendine
has canli kompozisyonuna sahiptir. Bunun nedeni Tirkiye’nin farkli Dbitki
cografyalarinin etkisinde olmasi ve tarith boyunca bitki cografyalar1 arasinda yasanmis
olan goglerdir. Tiirkiye ormanlar: ii¢ ana bitki biyocografyasi sinirlar1 dikkate alinarak
simiflandirildiginda, Karadeniz Bolgesi ve Trakya’nin Karadeniz’e bakan kisimlarinda
Avrupa-Sibirya bolgesinde goriilen yaprak doken agaclarin agirlikta oldugu nemli
orman tipi goriilmektedir. Dogu ve I¢ Anadolu’da ise ¢ogunlukla mesenin baskin
oldugu Iran-Turan bitki cografyasi kokenli kuru orman tipi bulunmaktadir. Akdeniz ve
Ege Bolgesi ile Marmara ve Trakya’nin bat1 kesimlerinde ise Akdeniz bitki cografyasi
goriilmektedir. Buralarda agirlikli olarak igne yaprakli tiirler goriilmektedir. A.
flavicollis’in Tiirkiye’deki yayilis alan1 dikkate alindiginda Avrupa-Sibirya ve Akdeniz
bitki cografyasi sinirlar1 dahilinde ormanlik alanlarda yasadigi sonucuna varilmaktadir.
A. flavicollis populasyonlarinda goriilen yiiksek genetik varyasyonun olugmasinda A.
flavicollis’in farkli ormanlik alanlarin degisen gevresel sartlarina uyum saglamasi da

etkili olmus olabilir.
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5.4 Anadolu Populasyonlarimin Genetik ve Cografik Yapilanmalar

Hem ¢ekirdek hem de mitokondriyal belirteglerle yapilan analizler Anadolu
populasyonlarin1 olusturan bireyler i¢in karmasik bir cografik yapilanmanin var
oldugunu gostermektedir (Sekil 5.1). Sitokrom b bdlgesi ile yapilan analiz sonuglarina
gore 55 A. flavicollis Anadolu 6rnegi igin toplam 39 haplotip (30’u 6zgiin haplotip)
belirlenmistir. Haplotip profili genel olarak lokaliteye 6zgli olmakla birlikte Konya-
Samsun (Hapl1) ve Kilis-Ordu-Rize ortak haplotipleri (Hap3) belirlenmistir. Ozgiin
allel hesaplamalarma gore Bolu, Kilis, Konya, Artvin, Ordu, Bursa, Istanbul, Rize ve
Canakkale populasyonlarinda 6zgiin alleller belirlenmistir. Anadolu populasyonlari
arasinda ikili fiksasyon indeksi (Fst) hesaplamalarina gore genetik farklilagsma (0.047 -

0.378) ve genetik mesafe (Da) (0.1940 - 0.6179) yiiksek bulunmustur.

Birgok canli grubunun evrimsel olarak farklilagmasi bariyerlerin etkisi ile
gerceklesmektedir. Ozellikle buzul dénemlerinde ve buzul arasi donemlerde bu
bariyerler gegcisleri biiyiik Olclide engelledigi icin populasyonlarin birbirinden ayri
kalarak genetik olarak farklilasmasina veya yayilislarinin smirlanmasina neden
olmustur. Anadolu’da bariyer gorevi goéren Onemli siradaglar; Toros Daglari’yla
baglayarak Binboga, Munzurlar, Palandoken ve Kargapazar1 Daglari’yla devam ederek
Anadolu’yu kuzey-giiney ekseninde ikiye boélen Anadolu Diyagonali, Karadeniz
Siradaglar1 ve Bati Anadolu Daglari’dir. Ozellikle Anadolu Diyagonali buzul ¢aglarinda
Anadolu’ya Kafkaslar ve Trakya iizerinden giris yapan hareket yetenegi sinirli hayvan
ve bitki tiirlerinin birbirleri ile Anadolu’da yeniden bulusmalarina engel olarak
farklilagsmalarina neden olmus ve bu sekilde Anadolu’daki biyolojik ¢esitliligi daha da
arttirmistir. Bunun yani sira, si§inak gorevi yapan ve buzul donemlerinde ¢esitli hayvan
gruplarina ev sahipligi yapan noktalar ise batidan doguya dogru; Uludag, Kaz Daglari,
Baba Dagi, Sultan Dagi, Akdag, Erciyes, llgaz, Cilo, Siiphan, Nemrut ve Agn
Daglar’dir (Demirsoy vd. 2007). Yapilan analizlere gére (NJ, MP, ML, Network,
Beast, FCA, BAPS) A. flavicollis Anadolu populasyonlarini olusturan &rneklerin
karmasik bir cografik yapilanma sergilemesi ve Konya-Samsun ve Kilis-Ordu-Rize

ortak haplotiplerinin belirlenmis olmasi, A. flavicollis gibi yiiksek hareket kabiliyetine
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sahip bir tir icin Anadolu’da yer alan siradaglarin gen akisini kesmede yetersiz

oldugunu ortaya koymaktadir.

Kemiriciler iizerine yapilan populasyon genetigi ¢alismalarinda genetik farklilasma
tiirlin yayilis araligi boyunca cografik uzakligin artmasiyla birlikte artis sergileme
egilimindedir (Patton ve Smith 1990). Gen akisinin aralarinda kisa mesafeler bulunan
populasyonlart genetik olarak homojenize etmede etkili oldugu varsayilir. Gen akisi
orani tiriin go¢ yetenegi ile dogru orantihdir (Gebczynski vd. 1993). Bu tez
calismasinda olusturulan agaclarda Rize ve Istanbul &rneklerinin bir arada
kiimelenmesi, Kilis ve Rize lokalitelerinden Orneklerin ortak haplotipe sahip olmasi
gosteriyor ki cografik mesafe, A. flavicollis populasyonlarmin genetik farklilagmasi

tizerinde sinirlt etkiye sahiptir.

Anadolu haplotipleri biiyiik 6l¢iide Pleistosen sonunda (288.000- 140.000 yil 6nce
araliginda) Mindel ve Riss buzul donemleri sonrasi 2. ve 3. buzul arasi devirlerde
cesitlenmistir. Bu sonug Avise (2000), Hewitt (2001) ve Seddon vd. (2001) tarafindan
One siirtilen omurgalilarin tiir i¢i farklilagsmasinin bilyiik boliimiiniin Kuvaterner’de
gerceklestigi hipoteziyle uyumludur. Buzul donemlerini Anadolu siginaklarinda gegiren
A. flavicollis populasyonlari, buzul déneminin sona ermesiyle siginaklardan g¢ikarak
kuzey ve dogu yoniinde yayilis gostermistir. Kafkaslar ve Karadeniz tarafindan
Rusya’ya yayilis, istanbul ve Canakkale Bogazlari’'nca Avrupa’ya yayilist engellenmis,
sadece dogu yoniinde yayiligin1 gergeklestirmistir. Sitokrom b Genbank+Tirkiye
haplotipleriyle olusturulan filogenetik agaglarda Anadolu haplotipleriyle Iran ve Israil
haplotiplerinin  birlikte kiimelenerek Asya grubunu olusturmast bu goriisi
desteklemektedir. Genbank+Tiirkiye haplotipleriyle olusturulan filogenetik agac¢larda ve
Network analizinde, sadece Tiirkiye haplotipleriyle yapilan filogenetik analizlerde elde
edilen sonuglara benzer sekilde karisik bir gruplanma gdzlenmistir. Buna gore Iran
haplotipi Canakkale veya Mugla haplotipleriyle, Israil haplotipi ise Giresun haplotipiyle

birlikte kiimelenmistir.

Anadolu populasyonlar1 kendi icinde degerlendirildiginde populasyon ic¢i genetik

varyasyon ve populasyonlar arasi genetik farklilasma miktar1 yiiksek bulunmakla
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birlikte son bir ani yayilis modeli ile birlikte karmasik bir cografik yapilanma
sergilemelerini tek bir evrimsel modelle agiklamak miimkiin degildir. Tirlerin yayilis
alan1 boyunca lokal populasyonlarin davranis bigimlerinin karsilastirilmasi populasyon
genetigi ¢alismalariin geleneksel konusudur (Brown vd. 1996). Bu anlamda gelistirilen
evrimsel modellerden birisi olan merkez-¢evre modeline (centre-periphery model) gore
bir tlirtin yayilis alani igerisinde periferde yer alan populasyonlarin genetik cesitliligi
merkezde yer alan populasyonlara goére daha azdir. Bunun nedeni periferdeki
populasyonlarin daha az tercih edilen habitatlarda bulunma egilimleri ve smirl
populasyon biiytikliiklerindeki dalgalanmalardir, bu nedenle periferdeki populasyonlar
yok olma tehlikesiyle karsi karsiyadirlar (Lawton 1993, Vucetich ve Waite 2003).
Merkez-¢evre modeli lokal populasyonlarin genetik gesitliligini agiklama konusunda
faydali olsa da genetik cesitliligi ge¢mis iklimsel-topografik olaylarla sekillenmis, genis
alanlarda yayilis gosteren populasyonlar icin yetersiz kalmaktadir (Sagarin ve Gaines

2002, Vucetich ve Waite 2003).

Populasyonlarin genis bir alanda uzun siiredir yayilis gosterdigi, heterojen bir
topografyaya sahip olan Anadolu gibi giiney siginaklarindaki populasyonlarin genetik
cesitliliginin agiklanmasi igin gelistirilen ardil kenar populasyon modeli (the rear edge
model) Anadolu populasyonlarindaki varyasyonlarin agiklanmasi i¢in daha uygundur.
Ardil kenar kavramu, tiirlerin yayilis alaninin giiney uglarini ya da smirlarini isgal eden
populasyonlar icin kullanilir. Siginak bolgelerinde uzun siiredir varlik gosteren
populasyonlar; Kuvaterner iklimsel dalgalanmalarindan etkilenmis, pek ¢ok bireyi farkli
alanlara go¢ etmis olan kararli relikt populasyonlar olarak degerlendirilirler. Bu tip
populasyonlar hem sicak hem de sofguk donemlerde tiriin devamliligi i¢in uygun
kosullar saglayan bolgelerde olusurlar (Tzedakis vd. 2002). Bu bolgeler genellikle
yiikseklik farkina dayali kaymalarla populasyonlarin uygun iklimsel sartlarla
eslesebildigi heterojen bir topolojiye sahiptir. Ardil kenar populasyonlar1 yayiliglar:
boyunca, yasamlar1 i¢in elverigsiz sartlar tagiyan alanlar arasinda habitat adaciklar
seklinde izole alanlarda yasarlar. Kii¢liik ve izole populasyonlar seklinde yasamalari
populasyon i¢i genetik cesitliligi azaltirken, populasyonlar arasi ¢esitliligin artmasiyla
sonuglanir (Petit vd. 2003, Martin ve Mckay 2004). Ancak ardil kenar populasyonlara

ait genetik cesitlilik sadece populasyonun yayilis alanina bagh degildir, ayn1 zamanda
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tarihsel siireglerden kaynaklanan olgular da genetik yapiyr etkilemektedir (Schmitt ve
Hewitt 2004).

Biyogesitliligin glinlimiiz cografik yapilanmas1 Kuvaterner boyunca etkili olan; genetik
farklilasma, yok olma ve gbo¢ olmak {lizere ii¢ populasyon dinamiginin etkisiyle
sekillenmistir. Uzun Omiirlii taksonlarda, asamali olarak gergeklesen tiirlesme olay1
yavas isleyen bir siire¢ olsa da, yalnizca Kuvaterner sicak ve soguk donemlerinde uzun
siire dayaniklilik gostermis olan populasyonlarin yasadigi bolgelerde yeni tiirler olusum
imkan1 bulmustur (Jansson ve Dynesius 2002). Giiney siginaklarindaki populasyonlar
buzul donemlerinde yayilislarini dag eteklerinin alt kismina yonlendirirken, buzul
doneminin sona ermesiyle yeniden dag eteklerinin {ist kisimlarina yonelirler.
Tekrarlanan buzul-buzul aras1 dongiler boyunca populasyonlar daglarm farkli
yiikseltileri yoniinde hareket eder, bu sekilde gen havuzlari karigma imkani bularak bir
genetik darbogaz riskinden biiyiik 6l¢liide korunmus olurlar, ancak gen havuzlarinin
karismasi lokal genetik varyasyonun azalmasiyla sonuclanir. Farkli dag siginaklarinda
buzul donemlerini geciren populasyonlar hareket alanlarinin sinirlanmasiyla ayri
kalarak allopatrik farklilagsmaya maruz kalirlar (Hewitt 1996). Filocografik calismalara
gore, bir tiirli olusturan soylardan daha yeni olanlar yiiksek enlemlerdeki bolgelerde
bulunurken, evrimsel olarak daha eski soylar ise buzul donemini gegirebilecekleri daha
giineydeki bolgelerde varliklarini siirdiirtirler (Hewitt 2004). Bu bakimdan tiirlerin ardil
kenar populasyonlar1 Kuvaterner boyunca biyogesitliligin siirdiiriilmesinde anahtar rol
oynamustirlar. Sonu¢ olarak bu populasyonlar genetik ¢esitliligin uzun dénemde
korunmasi1 ve tiirlerin evrimsel potansiyellerinin devamlilig1 agisindan 6nemlidirler

(Hampe ve Petit 2005).

Tez c¢alismas1 kapsaminda elde edilen sonuglara goére Anadolu A. flavicollis
populasyonlarinda populasyon i¢i ve populasyonlar arasi genetik ¢esitliligin yliksek
bulunmasi, 6zgiin haplotip ve allel sayilarinin fazla olmasi, komsu populasyonlarda dahi
genetik  farklilasmanin  yiiksek bulunmast ardil kenar populasyon modelini
desteklemektedir. Karmagik genetik yapilanmalar ise, A. flavicollis’in go¢ yetenegine
bagli olarak Anadolu’daki karasal habitat bariyerlerini gegebilmesiyle farkli

lokalitelerden 6rneklerin genetik hibridizasyonu ile agiklanabilir.
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5.5 Sonuc¢

Bu tez ¢alismasi kapsaminda mitokondriyal sitokrom b bolgesi ve niikleer mikrosatellit
lokuslar1 analiz edilmistir. Her iki belirte¢ kullanilarak yapilan analizler Tirkiye A.
flavicollis populasyonlarinin Trakya ve Anadolu seklinde iki gruba ayrildigini ortaya
koymustur. Bu yapilanma, A. flavicollis populasyonlarmin Kuvaterner buzul
donemlerinde Anadolu ve Italya-Balkan olmak iizere iki farkli siginakta hayatta kalmis
olmasiyla  aciklanabilir. A,  flavicollis Asya  populasyonlarmin  Avrupa
populasyonlarindan  genetik olarak farklilasmis olmasi1 iki bolge arasinda
kolonizasyonun engellenmesinden kaynaklanmaktadir. Bu durum, Karadeniz, Kafkas
Daglar1 ile Istanbul ve Canakkale Bogazlari'nin biyocografik bariyer olarak Asya-
Avrupa populasyonlari arasinda gen akisini kesmesinden kaynaklaniyor olabilir.
Istanbul ve Canakkale Bogazlari'ndan su akismin gergeklesmesi Pliyosen (5.32-1.81
My6) doneminde gergeklesmistir. Molekiiler saat analizi A. flavicollis Avrupa ve Asya
populasyonlarinin genetik farklilasmasinm 2,0613 Myé (Ust Pliyosen), yani Pliyosen-
Pleistosen gecis doneminde gerceklestigini ortaya koymustur. Buna gore bogazlarda su
akiginin baglamasini takiben Avrupa ve Asya populasyonlart arasinda gen akis1 dnemli

Olciide kesilerek genetik farklilasma gerceklesmistir.

Michaux vd. (2004) A. flavicollis Tirkiye-Yakin Dogu ile Avrupa populasyonlar
arasinda belirlenen yiliksek genetik farklilasmaya dayanarak bu populasyonlarin farkl
alttiirler olabileceklerini belirtmistir. Tirkiye’de daha ©nce morfolojik ¢alismalar
1s1ginda belirlenen alttiir tanimlari, elde edilen genetik analiz sonuglarina dayanarak
tekrar degerlendirildiginde Trakya populasyonlarmin A. f. brauneri, Anadolu

populasyonlarinin ise A. f. saturatus olarak degerlendirilebilecegi sonucuna varilmistir.

A. flavicollis populasyonlarinda genetik varyasyon, her iki belirte¢ kullanilarak yapilan
analizlerde de populasyon i¢i ve populasyonlar arasinda yiiksek bulunmustur.
Varyasyonun yiiksek bulunmasinda Anadolu’nun Kuvaterner buzul dénemlerinde gen
merkezi olarak gorev yapmasi etkili olmustur. Anadolu populasyonlar1 kendi i¢inde
degerlendirildiginde populasyon i¢i ve populasyonlar arasi genetik cesitliligin yiiksek

bulunmasi, 6zgiin haplotip ve allel sayilarinin fazla olmasi, komsu populasyonlarda dahi
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genetik farklilasmanin yiiksek bulunmasi bu cesitliligi acgiklamada ardil kenar

populasyon modelini desteklemektedir.

Hem ¢ekirdek hem de mitokondriyal belirteglerle yapilan analizler Anadolu
populasyonlarin1 olusturan bireyler i¢in karmasik bir cografik yapilanmanin var
oldugunu gostermektedir. Bu durum A. flavicollis’in gelismis go¢ yetenegine bagl

olarak Anadolu’daki karasal habitat bariyerlerini gegebilmesiyle agiklanabilir.

Tiirkiye A. flavicollis populasyonlarinda belirlenen yliksek varyasyon seviyesi tiiriin
devamliligi acisindan Onemlidir. Tez calismasinda kullanilan yiliksek polimorfizme
sahip sitokrom b ve mikrosatellit belirtegleri populasyon genetigi ¢aligmalarinda siklikla
kullanilsa da derin evrimsel iliskilerin agiga c¢ikarilmasinda yetersiz kalmaktadir.
Niikleer genler gibi daha yiiksek seviyede korunmus genlerin ¢alisiimasi derin evrimsel
yorumlarin yapilmasi agisindan faydali olacaktir. Bundan sonra yapilacak caligmalarda
Asya ve Avrupa A. flavicollis populasyonlarinin genetik olarak farklilasmasinda bariyer
gorevi goren Karadeniz ve Kafkas Daglar1 ¢evresindeki lokalitelerden A. flavicollis
ornekleriyle yapilacak ¢aligmalar bolgede Palearktik-Oryantal genetik soylarinin olast

bir temas bdlgesinin belirlenmesi agisindan faydali olabilir.
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Hap 23 Ordu
Hap 24 Ordu
Hap 25 Bursa
Hap 26 Bursa
Hap 27 Bursa
Hap 28 Bursa
Hap 29 Zonguldak
Hap 38 Zonguldak
Hap 31 Zonguldak
Hap 32 Zonguldak
Hap 33 Trabzon

Hap 34 Giresun

Hap 35 Erzincan

Hap 36 Erzincan

Hap 37 Istanbul

Hap 38 Istanbul

Hap 39 Istanbul

Hap 46 Rize

Hap 41 Rize

Hap 42 Canakkale

Hap 43 Canakkale

Hap 44 Canakkale

Hap 45 Canakkale

Hap 46 AJ685667 Mugla

Hap 47 AJ685668 Mugla-Isparta
Hap 48 AJ6@5676 Mugla

Hap 49 AJ6@5677 Mugla

Hap 5@ AJ685669 Isparta
Hap 51 AJ685687 Iran

Hap 52 AJ6@569@ Israil

Hap 53 JF819962 Makedonya
Hap 54 JF819963 Makedonya
Hap 55 JF819964 Makedonya
Hap 56 AJ6@5642 Makedonya
Hap 57 JF819969 Bosna-hersek
Hap 58 JF819978@ Bosna-hersek
Hap 59 AJ605646 Romanya
Hap 6@ AJ6@5647 Romanya
Hap 61 AJ685648 Romanya
Hap 62 AJ685691 Yugoslavya
Hap 63 AJ605692 Yugoslavya
Hap 64 AJ6@5672 Trakya

Hap 65 AJ6@5673 Trakya

Hap 66 AJ685618 Yunanistan
Hap 67 AJ6@5619 Yunanistan
Hap 68 J]6@56208 Yunanistan
Hap 69 AJ685622 Yunanistan

Hap 7@ AJ6@5624 Yunanistan
Hap 71 AJ685634 Macaristan
Hap 72 AJ685656 Slovenya
Hap 73 AJ6@5657 Slovenya
Hap 74 AJ311150@ Italya

Hap 75 AJ6@5635 Italya

Hap 76 AJ685648 Italya

Hap 77 AJ311151 Fransa-Belcika
Hap 78 AJ298602 Fransa

Hap 79 AJ68566@ Ispanya
Hap 8@ AJ6@5661 Ispanya
Hap 81 AJ6@5663 Isvec

Hap 82 AJ6@5664 Isvec

Hap 83 AJ6@5616 Almanya
Hap 84 AJ298683 Almanya
Hap 85 AJ6@5600@ Avusturya
Hap 86 AJ68561@ Estonya
Hap 87 AJ605611 Estonya
Hap 88 AJ6@5688 Cek

Hap 89 AJ6@5689 Cek

Hap 9@ AJ685641 Litvanya
Hap 91 AJ6@5681 Belarus
Hap 92 AJ6@5683 Belarus
Hap 93 AJ6@5652 Rusya

Hap 94 AJ6@5653 Rusya

Hap 95 A. mystacinus

PEEEERR

pPPP

O Y S

Hap 96 A. mystacinus
Hap 97 A. sylvaticus
Hap 98 A. sylvaticus
Hap 99 R. norvegicus

Hap 10@ R. norvegicus
Hap 181 M. macedonicus
Hap 162 M. domesticus
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Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap

1 Bolu

2 Kilis

3 Kilis-Ordu
4 Kirklareli
5 Kirklareli
6 Kirklareli
7 Kirklareli
8 Kirklareli
9 Kirklareli
18 Konya

-Rize
-Bosnahersek

11 Konya-Samsun

12 Konya

13 Konya

14 Burdur

15 Samsun

16 Artvin

17 Artvin

18 Artvin

19 Artvin

28 Corum

21 Corum

22 Corum

23 Ordu

24 Ordu

25 Bursa

26 Bursa

27 Bursa

28 Bursa

29 Zonguldak
3@ Zonguldak
31 Zonguldak
32 Zonguldak
33 Trabzon
34 Giresun
35 Erzincan
36 Erzincan
37 Istanbul
38 Istanbul
39 Istanbul
48 Rize

41 Rize

42 Canakkale
43 Canakkale
44 Canakkale
45 Canakkale
46 AJ6@5667
47 AJ6@85668
48 AJels676
49 AJe@5677
58 AJ6@5669
51 AJ6B5687
52 AJ60569@
53 JF819962
54 JF819963
55 JF8199%64
56 AJ6@5642
57 JF819969
58 JF81997@
59 AJ605646
60 AJ605647
61 AJ6@5648
62 AJ6B5691
63 AJ6B5692
64 AJ6B5672
65 AJ605673
66 AJ605618
67 AJ6B5619

Mugla
Mugla-Tsparta
Mugla

Mugla
Isparta

Iran

Israil
Makedonya
Makedonya
Makedonya
Makedonya
Bosna-hersek
Bosna-hersek
Romanya
Romanya
Romanya
Yugoslavya
Yugoslavya
Trakya
Trakya
Yunanistan
Yunanistan

68 16@5620 Yunanistan

69 AJe@5622
7@ AJe@5624
71 AJe@5634
72 AJ6@5656
73 AJe@5657
74 Al31115@
75 AJ6@5635
76 Al6@5648
77 AJ311151
78 AJ298602
79 AJ6@5668
8@ AJ6@5661
81 AJ6@5663
82 AJ6B5664
83 AJ6@5616
84 AJ298603
85 AJe@seee
86 AJe@sele
87 AJe@s5el1l
88 AJ6@5608
89 AJ6@5609
9@ AJe@5641
91 AJE@5601
92 AJe@5603
93 AJ6@5652
94 AJ6@5653
95 A. mystac
96 A. mystac
97 A. sylvat
98 A. sylvat
99 R.
16@ R. norve
101 M. maced
102 M. domes

Yunanistan
Yunanistan
Macaristan
Slovenya
Slovenya
Italya
Italya
Italya
Fransa-Belcika
Fransa
TIspanya
Tspanya
Isvec
Isvec
Almanya
Almanya
Avusturya
Estonya
Estonya
Cek

Cek
Litvanya
Belarus
Belarus
Rusya
Rusya

inus

inus

icus

icus

norvegicus

gicus
onicus
ticus
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Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap

[FR- NN VI STV

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
EL]
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
a4
45
46
47
48
49
58
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69

78
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
98
91
92
93
94
95
96
97
98
99
10
18

Bolu

Kilis
Kilis-Ordu-Rize
Kirklareli-Bosnahersek
Kirklareli
Kirklareli
Kirklareli
Kirklareli
Kirklareli

Konya

Konya-Samsun

Konya

Konya

Burdur

Samsun

Artvin

Artvin

Artvin

Artvin

Corum

Corum

Corum

Ordu

Ordu

Bursa

Bursa

Bursa

Bursa

Zonguldak

Zonguldak

Zonguldak

Zonguldak

Trabzon

Giresun

Erzincan

Erzincan

Istanbul

Istanbul

Istanbul

Rize

Rize

Canakkale

Canakkale

Canakkale

Canakkale

AleB5667 Mugla
A1605668 Mugla-Tsparta
AleB5676 Mugla
Ale@5677 Mugla
AJ6B5669 Isparta
AJ6B85687 Iran
AleB@5698 Israil
JF819962 Makedonya
JF819963 Makedonya
JF819964 Makedonya
AJ6B5642 Makedonya
JF819969 Bosna-hersek
JF81997@ Bosna-hersek
AJ6@5646 Romanya
Al605647 Romanya
AJ6@5648 Romanya
AJ6B5691 Yugoslavya
AJ6B5692 Yugoslavya
Al6085672 Trakya
AJ6B5673 Trakya
AJ685618 Yunanistan
AJ685619 Yunanistan
1685628 Yunanistan
AJ6B5622 Yunanistan

AJ6@5624 Yunanistan
AJ6B5834 Macaristan
AJe@5856 Slovenya
AJ6@5857 Slovenya
AJ31115@ Italya
Al6@5635 Ttalya
Al6@564@ Ttalya
AJ311151 Fransa-Belcika
AJ298602 Fransa
AJ6B5668 Ispanya
AJ6B5661 Ispanya
AJ6@5663 Isvec
AJ6B5864 Isvec
AJ6@58616 Almanya
AJ2986083 Almanya
AJ6B5688 Avusturya
AJ6B5618 Estonya
AJ6@5611 Estonya
Ale@5e08 Cek
Ale@5609 Cek
AJ6B5641 Litvanya
AJ685601 Belarus
Al6@5603 Belarus
AJ6R5652 Rusya
AJ6@5653 Rusya

A,

)
1

mystacinus

A. mystacinus
A.
A
R

sylvaticus

. sylvaticus
. norvegicus

R. nervegicus
M. macedonicus

182 M. domesticus
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71e 728 73e 740 750 760 77e 780 790 gee
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Bolu CATGCCTGCCAACCCATTAAATACTCCACCACACATCARACCAGAATGATATTTCCTATTTGCATACGCAATCCTACGATCTATCCCTAACAAATTAGGA

Hap 1

Hap 2 Kilis

Hap 3 Kilis-Ordu-Rize

Hap 4 Kirklareli-Bosnahersek
Hap 5 Kirklareli

Hap & Kirklareli

Hap 7 Kirklareli

Hap 8 Kirklareli

Hap 9 Kirklareli

Hap 18 Kanya
Hap 11 Konya-Samsun

Hap 12 Konya

Hap 13 Konya

Hap 14 Burdur

Hap 15 Samsun

Hap 16 Artvin

Hap 17 Artvin

Hap 18 Artvin

Hap 19 Artvin

Hap 2@ Corum

Hap 21 Corum

Hap 22 Corum

Hap 23 Ordu

Hap 24 Ordu

Hap 25 Bursa

Hap 26 Bursa

Hap 27 Bursa

Hap 28 Bursa

Hap 29 Zonguldak

Hap 38 Zonguldak

Hap 31 Zonguldak

Hap 32 Zonguldak

Hap 33 Trabzon

Hap 34 Giresun

Hap 35 Erzincan

Hap 36 Erzincan

Hap 37 Istanbul

Hap 38 Tstanbul

Hap 39 Istanbul

Hap 4@ Rize

Hap 41 Rize

Hap 42 Canakkale

Hap 43 Canakkale

Hap 44 Canakkale

Hap 45 Canakkale

Hap 46 AJ6@5667 Mugla

Hap 47 AJ6@5668 Mugla-Isparta
Hap 48 AJ685676 Mugla

Hap 49 AJ6@5677 Mugla

Hap 5@ AJ6@5669 Isparta
Hap 51 AJ6@5687 Iran

Hap 52 AJ6@569@ Israil

Hap 53 JF819962 Makedonya
Hap 54 JF819963 Makedonya
Hap 55 JF819964 Makedonya
Hap 56 AJ6@5642 Makedonya
Hap 57 JF819969 Bosna-hersek
Hap 58 JF81997@ Bosna-hersek
Hap 59 AJ6@5646 Romanya
Hap 6@ AJ685647 Romanya
Hap 61 AJ605648 Romanya
Hap 62 AJ6@5691 Yugoslavya
Hap 63 AJ685692 Yugoslavya
Hap 64 AJ6@5672 Trakya

Hap 65 AJ6B5673 Trakya

Hap 66 AJ6@5618 Yunanistan
Hap 67 AJ685619 Yunanistan
Hap 68 1685628 Yunanistan
Hap 69 AJ685622 Yunanistan
Hap 7@ AJ685624 Yunanistan
Hap 71 AJ685634 Macaristan
Hap 72 AJ6@5656 Slovenya
Hap 73 AJ6@5657 Slovenya
Hap 74 AJ311150@ Italya

Hap 75 AJ6@5635 Italya

Hap 76 AJ6@564@ Italya

Hap 77 AJ311151 Fransa-Belcika
Hap 78 AJ298682 Fransa

Hap 79 AJ605660 Tspanya
Hap 8@ AJ6@5661 Ispanya
Hap 81 AJ6@5663 Isvec

Hap 82 AJ685664 Isvec

Hap 83 AJ6@5616 Almanya
Hap 84 AJ298603 Almanya
Hap 85 AJ6@5688 Avusturya
Hap 86 AJ605610 Estonya
Hap 87 AJ6@5611 Estonya
Hap 88 AJ6@5688 Cek

Hap 89 AJ6@5689 Cek

Hap 9@ AJ6@5641 Litwvanya
Hap 91 AJ6@5681 Belarus
Hap 92 AJ6@5603 Belarus
Hap 93 AJ685652 Rusya

Hap 94 AJ6@5653 Rusya

AAd A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A~ A A A A A~ Ao~~~
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Hap 95 A. mystacinus .G
Hap 96 A. mystacinus .G
Hap 97 A. sylvaticus
Hap 98 A. sylvaticus
Hap 99 R. norvegicus

Hap 1@@ R. norvegicus
Hap 181 M. macedonicus
Hap 102 M. domesticus
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Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap

Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap
Hap

Bolu

Kilis
Kilis-Ordu-Rize
Kirklareli-Bosnahersek
Kirklareli
Kirklareli
Kirklareli
Kirklareli
Kirklareli
18 Konya

11 Konya-Samsun
12 Konya

13 Konya

14 Burdur

15 Samsun

16 Artvin

17 Artvin

18 Artvin

19 Artvin

28 Corum

21 Corum

22 Corum

23 Ordu

24 Ordu

25 Bursa

26 Bursa

27 Bursa

28 Bursa

29 Zonguldak
3@ Zonguldak
31 Zonguldak
32 Zonguldak
33 Trabzon

CaNO N e W R

34 Giresun

35 Erzincan

36 Erzincan

37 Istanbul

38 Istanbul

39 Istanbul

4@ Rize

41 Rize

42 Canakkale

43 Canakkale

44 Canakkale

45 Canakkale

46 Al6@5667 Mugla

47 AJ6B5668 Mugla-Isparta
43 AJ6@5676 Mugla

49 AJ6@5677 Mugla

58 AJ685669 Isparta

51 AJe@5687 Iran

52 AJe@569@ Israil

53 1F819962 Makedonya
54 1F819963 Makedonya
55 JF819964 Makedonya
56 AJ6@5642 Makedonya
57 JF819969 Bosna-hersek
58 JF81997@ Bosna-hersek
59 AJ605646 Romanya

6@ AJ6@5647 Romanya

61 AJ6@5648 Romanya

62 AJ6@5691 Yugoslavya
63 AJe@5692 Yugoslavya
64 AJ6B5672 Trakya

65 AJ685673 Trakya

66 AJ685618 Yunanistan
67 AJ605619 Yunanistan
68 1605628 Yunanistan
69 AJ6B5622 Yunanistan

7@ AJ6@5624 Yunanistan
71 AJ6@5634 Macaristan
72 AJE@5656 Slovenya
73 AJB@5657 Slovenya
74 AJ31115@ Italya

75 AJ6@5635 Italya

76 AJe@564@ Italya

77 AJ311151 Fransa-Belcika
78 AJ298682 Fransa

79 AI605660 TIspanya
8@ AJE@5661 Ispanya
81 AJ6@5663 Isvec

82 AJ6@5664 Isvec

83 AJ6B5616 Almanya
84 AJ2986@3 Almanya
85 AJ6@5680 Avusturya
86 AJ6@5618 Estonya
87 AJ6@5611 Estonya
88 AJe05608 Cek

89 AJ6@5609 Cek

98 AJE@5641 Litvanya
91 AJ6@5601 Belarus
92 AJ6@56@83 Belarus
93 AJ6@5652 Rusya

94 AJ6@5653 Rusya

95 A. mystacinus

96 A. mystacinus

97 A. sylvaticus

98 A. sylvaticus

99 R. norvegicus

18@ R. norvegicus

181 M. macedonicus
182 M. domesticus
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EK 2 Pseudogen ve sitokrom b bolgesine ait dizilerin karsilastirilmasi

| 1@ 20 38 48 58 60 78 80
FRPR RO (R PR [ IR (PR Y PR (OO Y [l PR [ I |

2885 Kilis pseudogen AGGAGCAAC - AGTAATTACAAACTTACTATCAGCAATCCC-ATACA-TCGGAACTA-CCCTAGTAGAATGAATCTGAGG-

2885 Kilis sitokrom b

2384 Kirklareli pseudogen

2384 Kirklareli sitokrom b

2582 Konya pseudogen

2582 Konya sitokrom b

2683 Burdur pseudogen

2683 Burdur sitokrom b

3488 Artvin pseudogen

3480 Artvin sitokrom b

3428 Ordu pseudogen

3428 Ordu sitokrom b

3685 Bursa pseudogen

3685 Bursa sitokrom b

3748 Zonguldak pseudogen

3748 Yonguldak sitokrom b

3989 Trabzon pseudogen

3989 Trabzon sitokrom b

3911 Giresun pseudogen

3911 Giresun sitokrom b

5271 Erzincan pseudogen

5271 Erzincan sitokrom b

4883 Istanbul pseudogen

4883 Istanbul sitokrom b

98 108 118 128 138 148 158 168

SN PO DU U DU PR DU PO DU FUUTY DU PO DU FUUTY DR o

2885 Kilis pseudogen AGGATTCTCAGTAG-ACAAAGCTACACTAACACGTTTTTTCG-CTTTTCACTTT-ATTCTTCCATTCATCATTACC-GCC
2885 Kilis sitokrom b . R -
2384 Kirklareli pseudogen Lo GC..
2384 Kirklareli sitokrom b . .
2582 Konya pseudogen GG TG e . R L cH

2582 Konya sitokrom b
2683 Burdur pseudogen

2603 Burdur sitokrom b
3408 Artvin pseudogen
3488 Artvin sitokrom b
3428 Ordu pseudogen

3428 Ordu sitokrom b
3685 Bursa pseudogen
3685 Bursa sitokrom b
3748 Zonguldak pseudogen
3748 Zonguldak sitokrom b .............. N
3989 Trabzon pseudogen
3989 Trabzon sitokrom b
3911 Giresun pseudogen
3911 Giresun sitokrom b
5271 Erzincan pseudogen
5271 Erzincan sitokrom b
4983 Istanbul pseudogen
4803 Istanbul sitokrom b

176 180 196 200 216 220 238 248
2885 Kilis pseudogen CTAGTAGTTGT-CCACCTTTTATTTCTTC - ACGAAACTGGGTCAAATAATCCCACAGGCCTTAATTCAGATGCCGA
2885 Kilis sitokrom b ......
2384 Kirklareli pseudogen T.
2384 Kirklareli sitokrom b ......
2582 Konya pseudogen ...........
2582 Konya sitokrom b ......
2603 Burdur pseudogen  ......
2683 Burdur sitokrem b ......
3480 Artvin pseudogen ...,
348@ Artvin sitokrom b ...... A
3428 Ordu pseudogen  ..........
3428 Ordu sitokrom b ......
3685 Bursa pseudogen = ......
3685 Bursa sitokrom b ......
3748 Zonguldak pseudogen
3748 Zonguldak sitokrom b ......
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3909
3909
3911
3911
5271
5271
4083
4083

2885
2885
2384
2384
2582
2582
2683
2683
3408
3408
3428
3428
3685
3685
3748
3748
3989
399
3911
3911
5271
5271
4883
4083

2885
2885
2384
2384
2582
2582
2603
2683
3460
3460
3428
3428
3685
3685
3748
3748
3909
39@9
3911
3911
5271
5271
4603
4683

2885
2885
2384
2384
2582
2582

Trabzon pseudogen
Trabzon sitokrom b
Giresun pseudogen
Giresun sitokrom b
Erzincan pseudogen
Erzincan sitokrom b

Istanbul pseudogen
Istanbul sitokrom b
258 260 278 280 298 308 31e 328
Y DU T D P P D Dl PN P D DUl DT DU T
Kilis pseudogen ATCCCATTTCACCCATACTATACAATTAAAGACATCCTAGGTGTGCTCATAATAGTCTCATTCCTAATAACCCTAGTCCT

Kilis sitokrom b
Kirklareli pseudogen
Kirklareli sitokrom b
Konya pseudogen
Konya sitokrom b
Burdur pseudogen
Burdur sitokrom b
Artvin pseudogen
Artvin sitokrom b
Ordu pseudogen

Ordu sitokrom b
Bursa pseudogen
Bursa sitokrom b
Zonguldak pseudogen
Zonguldak sitokrom b
Trabzon pseudogen
Trabzon sitokrom b
Giresun pseudogen
Giresun sitokrom b
Erzincan pseudogen

Erzincan sitokrom b
Istanbul pseudogen
Istanbul sitokrom b
338 348 358 368 378 380 398 488
Kilis pseudogen TTITTTTTCCAGATCTACTAGGTGATCCAGACA-CTACATGCCTGCCAACCCACTAAATACTCCGCCACACATCAAACCAG

Kilis sitokrom b
Kirklareli pseudogen
Kirklareli sitokrom b
Konya pseudogen
Konya sitokrom b
Burdur pseudogen
Burdur sitokrom b
Artvin pseudogen
Artvin sitokrom b
Ordu pseudogen

Ordu sitokrom b
Bursa pseudogen
Bursa sitokrom b
Zonguldak pseudogen
Zonguldak sitokrom b
Trabzon pseudogen
Trabzon sitokrom b
Giresun pseudogen
Giresun sitokrom b
Erzincan pseudogen
Erzincan sitokrom b
Istanbul pseudogen
Istanbul sitokrom b

416 420 430 448 458 468 470 480
Kilis pseudogen AATGATACTTCCTATTCGCCTACGCAATCCTACGATCCATCCCTAATAAACTAGGTGGGGTTCTAGCTCTAATCTTATCT
Kilis sitokrom b LTl
Kirklarell pseudoSEn  ...ieveiciennnrananeaa it ittt sasananaaaaas
Kirklareli sitokrom b
Konya DSEUdDEEN ittt it e s e ta s e e a i i
Konya sitokrom b
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2683
2683
3400
3400
3428
3428
3685
3685
3748
3748
39@9
3909
3911
3911
5271
5271
4883
4803

2885
2885
2384
2384
2582
2582
2683
2603
3480
3400
3428
3428
B68s
3685
3748
3748
3989
3989
3911
3911
5271
5271
4003
4003

Burdur pseudogen
Burdur sitokrom b
Artvin pseudogen
Artvin sitokrom b
Ordu pseudogen

Ordu sitokrom b
Bursa pseudogen
Bursa sitokrom b
Zonguldak pseudogen
Zonguldak sitokrom b
Trabzon pseudogen
Trabzon sitokrom b
Giresun pseudogen
Giresun sitokrom b
Erzincan pseudogen
Erzincan sitokrom b
Istanbul pseudogen
Istanbul sitokrom b

490 568 518 520
Kilis pseudogen ATTCTAATCCTAGCCCTATTACCATTTCTTCACACCTCCAAACA
Kilis sitokrom b
Kirklareli pseudogen
Kirklareli sitokrom b
Konya pseudogen
Konya sitokrom b
Burdur pseudogen
Burdur sitokrom b
Artvin pseudogen
Artvin sitokrom b
Ordu pseudogen
Ordu sitokrom b
Bursa pseudogen
Bursa sitokrom b
Zonguldak pseudogen
Zonguldak sitokrom b
Trabzon pseudogen
Trabzon sitokrom b
Giresun pseudogen
Giresun sitokrom b
Erzincan pseudogen
Erzincan sitokrom b
Istanbul pseudogen
Istanbul sitokrom b

147




EK 3 Mikrosatellit lokuslarina ait allel biiyiikliikleri

Ornek no | GTTF9A | MSAF22 | GTTD9A | GTTD8S | GATAEL0A | MSAF8 | GACAA1L2A
2129 92-98 136-145 | 207-211 | 100-107 216-216 134-143 250-262
2178 90-96 123-129 | 207-217 | 100-107 216-216 000000 262-262
2885 92-98 119-131 | 210-214 | 100-107 216-216 134-138 262-262
2384 91-97 000000 | 207-211 | 101-108 216-216 107-152 246-246
2385 92-97 131-149 | 198-211 | 104-111 216-216 141-141 246-255
2386 92-97 127-152 | 204-207 | 100-108 202-216 156-156 246-255
2387 92-97 131-140 | 207-211 | 101-108 216-216 107-156 245-255
2389 92-97 132-144 | 195-207 | 101-113 216-216 107-156 245-255
6752 92-97 127-136 | 211-214 | 101-113 216-216 150-156 245-255
2582 92-98 125-131 | 211-211 99-108 203-216 133-159 262-262
2583 92-98 129-140 | 197-211 | 104-111 216-216 134-150 250-262
2584 92-98 125-149 | 197-214 | 110-110 216-216 136-159 250-262
2585 92-98 127-152 | 200-219 99-108 203-216 141-150 250-262
2586 92-98 121-121 | 197-214 | 99-108 216-216 124-139 262-262
2603 92-98 131-136 | 211-214 | 99-108 203-216 145-152 250-262
2851 92-98 129-144 | 210-214 | 100-108 216-216 134-139 250-262
2852 92-98 121-136 | 204-211 | 100-107 216-216 139-167 262-262
3379 92-98 121-131 | 211-211 | 110-110 216-216 161-161 250-262
3400 92-98 119-135 | 210-214 | 110-110 216-216 130-130 250-262
3447 92-98 127-133 | 210-214 | 104-110 216-216 131-150 250-262
3448 92-98 135-135 | 204-214 | 110-110 216-216 131-161 250-262
3790 93-98 123-134 | 211-211 | 100-108 216-216 148-161 250-262
5657 91-96 119-135 | 204-207 | 104-110 203-216 131-143 250-262
5702 91-97 125-143 | 207-211 | 100-107 203-216 148-154 250-262
3452 93-98 125-152 | 211-211 | 104-110 216-216 148-154 262-262
3453 92-98 129-136 | 207-211 | 104-110 216-216 161-161 250-262
3454 92-98 121-125 | 204-211 | 104-110 216-216 154-154 262-262
3455 98-98 129-136 | 207-207 | 110-110 216-216 145-158 250-262
2839 92-98 117-117 | 211-224 | 100-108 216-216 138-150 250-262
3428 92-98 127-127 | 211-211 | 104-110 216-216 130-141 250-262
3471 93-98 123-129 | 197-211 | 110-110 216-216 139-152 250-262
3472 93-98 129-133 | 204-211 | 104-110 216-216 138-145 250-262
3473 93-98 123-129 | 211-211 | 110-110 216-216 130-136 262-262
3670 92-98 121-129 | 204-207 | 104-110 216-216 126-136 250-262
3677 92-98 125-135 | 211-211 | 104-110 216-216 143-161 250-262
3685 91-97 121-134 | 197-211 | 104-110 216-216 141-166 262-262
3695 92-98 129-134 | 214-217 | 104-110 203-216 146-163 250-262
3696 92-98 121-132 | 214-217 | 104-110 216-216 139-143 250-262
3671 92-98 117-129 | 207-211 | 110-110 216-216 139-139 250-262
3709 93-98 129-129 | 211-211 | 104-110 216-216 141-156 262-262
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3710 98-98 125-129 | 211-211 | 104-110 216-216 136-148 262-262
3734 92-98 125-134 | 210-214 | 104-110 216-216 000000 262-262
3748 92-98 129-129 | 214-217 | 104-110 216-216 133-141 250-262
3909 92-98 127-127 | 211-211 | 104-110 216-216 141-148 250-262
3911 92-98 133-133 | 211-211 | 110-110 216-216 139-154 250-262
5271 91-97 119-136 | 211-211 | 104-110 216-216 133-145 250-262
5272 93-98 136-136 | 211-211 | 104-110 216-216 133-158 250-262
5273 92-98 115-136 | 207-211 | 104-110 216-216 130-130 250-262
5274 91-97 127-136 | 207-211 | 110-110 216-216 133-148 262-262
5275 92-98 127-136 | 207-211 | 104-110 203-216 133-158 250-262
5283 93-98 127-136 | 207-211 | 100-108 203-216 133-158 250-262
4003 92-98 125-133 | 207-211 | 104-110 216-216 143-152 250-262
4004 92-98 127-136 | 200-211 | 104-110 216-216 139-139 262-262
4005 92-98 125-136 | 197-211 | 104-110 216-216 169-169 250-262
4008 92-98 125-125 | 211-211 | 104-110 216-216 141-152 250-262
5295 93-98 125-125 | 211-211 | 100-107 203-216 139-146 250-262
5297 93-98 115-127 | 197-211 | 104-110 203-216 146-154 250-262
5347 93-98 119-134 | 211-211 | 104-110 216-216 000000 250-262
5298 93-98 119-119 | 214-217 | 104-110 216-216 144-167 262-262
7212 92-98 123-127 | 214-221 | 100-108 216-216 000000 262-262
7213 92-98 127-140 | 000000 | 104-110 203-216 130-136 250-262
7241 92-98 123-127 | 200-214 | 110-110 216-216 000000 262-262
7248 98-98 123-127 | 197-211 | 110-110 216-216 000000 262-262
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