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OZET

Cytochrome Oxidase 1 (cox1) MOLEKULER BELIRTECI
KULLANILARAK Accanthopus Dejean, 1821 (Tenebrionidae,
Helopini) CINSININ TAKSONOMIK DURUMUNUN
BELIRLENMESI

PEKTAS, Ayse Nur

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismant: Dog. Dr. Bekir KESKIN
Ocak 2015, 27 sayfa

Bu ¢alismada, Helopini asiretine bagli Accanthopus Dejean, 1821 cinsinin
mitokondriyal DNA gen bolgesi coxl dizileri kullanilarak, Tenebrionidae ailesi
icindeki yeri ve diger cinslerle olan filogenetik iliskisinin belirlenmesi
amaglanmistir. Cesitli filogenetik analizler bir arada kullanilarak elde edilen

veriler dogrultusunda cinsin bu soy hattindaki konumu tartisilmistir.

Sunulan veriler, Accanthopus Dejean, 1821 cinsinin Helopini asiretinin
atasal tiyesi oldugunu ortaya koymustur. Cinsin filogenisi hakkinda daha ayrintili
bilgiler elde edilmesi i¢in molekiiler verilerin artirilmasina yonelik ¢aligmalar
planlanmaktadir.

Anahtar sozciikler: Tenebrionidae, Helopini, filogenetik, mtDNA, cox1.
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ABSTRACT

USING THE MOLECULAR MARKER Cytochrome Oxidase 1 (cox1)
TO IDENTIFY THE TAXANOMIC POSITION OF GENUS
Accanthopus Dejean, 1821 ( Tenebrionidae; Helopini )

PEKTAS, Ayse Nur

MSc. in Biology
Supervisior: PhD. Bekir KESKIN
January, 2015, 27pages

In this study, the phylogenetic relationships with other genera of
Tenebrionidae family and its place within by phylogenetic analyzes using
mitochondrial DNA gene area coxl sequences of Accantophus Dejean, 1821
belonging to tribe Helopini. According to data gathered by various phylogenetic
analyzes were discussed to reveal the place of this genus within the strain line.

The study revealed that Accanthopus Dejean, 1821 genus was an ancestral
member of the tribe Helopini. Future studies are planning which aimed at
increasing molecular data for obtaining more detailed information about the
phylogeny of the genus.

Key words: Tenebrionidae, Helopini, phylogenetic, mtDNA, cox1.
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1.GIRIS

Biyolojik ¢esitliligi ele alan sistematik, ¢evremizdeki organizmalar1 tanima
ve tamimlamamizi, smiflandirmamizi, benzeri diger gruplarla karsilastirarak,
birbirleriyle olan evrimsel akrabalik iliskilerini anlamamizi saglar. Biyolojik
cesitliligin organizasyonu ise taksonomidir ve bir taksonun evrimsel tarihi, onun

filogenisini olusturur.

Aristo ile temeli atilan ampirik siniflandirma sistemi, Linne’nin
caligmalariyla hiyerarsik, Ongoriicii ve modern bir smiflandirma sistemine
doniismiistiir (Minelli and Contrafatto, 2009).Ozellikle de 18.yy da Fabricius’un
yaptigr calismalar, bugilin kullandigimiz bocek sistematiginin  zeminini

olusturur(Tuxen, 1967).

Molekiiler biyoloji alanmin gelisimi ile morfolojik karsilastirmalara
dayanan taksonomi g¢alismalarinin, ayn1 zamanda DNA bilgisi ile desteklenmesi
ve tartisilmasi, smiflandirma sistemi i¢in yeni bakis acilari getirmistir. DNA
yapisinin ~ kesfedilmesi (Watson and Crick, 1953), hemen sonrasinda
mitokondriyal DNA’nin kesfi (Nass and Nass, 1968) ile molekiiler biyolojiyle
desteklenen filogeni ¢ikarsamalar1 yapilmaya baslanmis ve molekiiler filogeni
dedigimiz alan ortaya c¢ikmistir. Bugiin bu alandaki ilerlemeler araciligiyla,
DNA’ya dayali yontemler kullanilarak mevcut sistematik problemlerin iistesinden

gelinmeye calisilmaktadir (Avise, 1994).

Bocekler, diinya tizerindeki {i¢ milyar yillik yasam siiresi i¢inde Geg
Siluryen’den bu yana 400 milyon yillik ge¢misleri ile canlilar arasinda en yaygin
ve en fazla tlir sayisina sahip gruptur (Grimaldi and Engel, 2005). Diinyada en
fazla tiire sahip olan boceklerin, evrimsel iliskileri ve yasamin evrimini anlamak
icin anahtar olduklar1 diistiniilmektedir (Trautwein et al., 2012). Giinlimiizde
bilinen yaklasik bir milyon tiir sayis1 ile bocekler, kutuplardan ekvatora, sulak
alanlardan daglarin zirvelerine kadar ¢ok cesitli alanlarda dagilim gdstermektedir.
Toplam tiir sayisinin ise iki buguk milyon ile on milyon arasinda oldugu tahmin
edilmektedir (Grimaldi and Engel, 2005). Dolayisiyla molekiiler filogeni alaninin

en ¢ok ugrastig1 gruplar da bocekler olmustur.

Coleoptera (Kinkanatlilar) takimi, bocek gruplari igerisinde 350.000 tiir ile
temsil edilmekte ve tiim boceklerin %40 1 olusturmaktadir (Grimaldi and Engel,
2005). Unkurtlar ailesi (Tenebrionidae) ise, kinkanatlilar i¢cinde 15.000 den fazla



tiir sayisi ile en biiyiik ailelerden biridir (Bouchard et. al., 2005; Watt, 1974).
Tenebrionidae ailesi ismini, Latince “tenebrio” kelimesinden alir ve bu “karanlig
seven” anlamia gelir. Bu gruptaki boceklerin ¢cogu gececildir ve kuytu yerleri
sever (Lodos, 1991). Bu aile igerisinde yer alan Helopini Latreille, 1802
(Tenebrionidae: Tenebrioninae) asiretinin evrimi, orman alanlarindan, kurak ve
yar1 kurak alanlara gecis ile yakindan iliskilidir (Nabozhenko, 2005). Bu nedenle
bu asiretin iiyelerine, tayga ve tundra disinda (Nabozhenko, 2005), neredeyse her

tiirlii yer sekli ve yiiksek rakimli zonlarda ¢ok ¢esitli habitatlarda rastlanmaktadir
(Nabozhenko, 2007b).

1.1 Helopini Latreille, 1802 Asiretinin Sistematik Yeri

Cizelge 1.1 Helopini Latreille, 1802 agiretinin sistematik yeri

Sube Arthropoda (Eklembacaklilar)
Alt Sube Hexapoda (Altibacaklilar)
Sinif Insecta (Bocekler)

Alt Sif Pterygota (Kanat tagiyanlar)
Takim Coleoptera (Kin Kanatlilar)
Alt Takim Polyphaga

Ust Aile Tenebrionoidea

Aile Tenebrionidae Latreille, 1802
Alt Aile Tenebrioninae Leatreille, 1802
Asiret Helopini Latreille, 1802

Helopini agireti Palearktik Bolge’de 39 cinse dahil olan 553 tiir ile temsil
edilmektedir. Bugiine kadar olusturulan kataloglar igerisinde (Gebien, 1910-1911,
Winkler, 1924-1932; Lobl and Smetana, 2008) Tiirkiye faunasindan Helopini
agiretinedahill7 cins (Accanthopus Dejean,1821; Armenohelops Nabozhenko,
2002; Catomus Allard,1876; Cylindronotus Faldermann,1837; Entomogonus
Solier, 1848; Euboeus Boieldieu, 1865; Gunarus Des Gozis, 1886; Hedyphanes
Fischer von Waldheim, 1820; Helopelius Reitter, 1922; Helops Fabricius, 1775;
Nalassus Mulsant, 1854; Odocnemis Allard, 1876; Probaticus Seidlitz, 1896;
Pseudoprobaticus Nabozhenko,2001; Raibosceles Allard, 1876; Stenomax Allard,
1876; Xanthomus Mulsant,1854) bildirilmistir. Son yapilan ¢alismalarda
katalogtan sonra tanimlanan Zophohelops Reitter, 1902, Microdocnemis
Nabozhenko and Keskin, 2010 veldahelops Keskin and Nabozhenko, 2012

cinsleri ile birlikte bu say1 20 olmustur.

Tenebrionidae ailesi farkli dis morfolojiye sahip gruplari icermekle birlikte,

Helopini asireti liyeleri benzer karakteristik 6zellikleri tagir. Bu grup diger cins



topluluklarindan, 6n kenar1 sari, parlak bir deri parcasina sahip bir klipeusun
bulunusu ile ayrilmistir. Ancak Allard (1876) ¢alismasinda bu asiretin iiyelerini
morfotiplerine gore herhangi bir adlandirma yapmadan iki divisioya ayirmistir.
Sonrasinda Reitter (1922a) bu divisiolar1 dort alt asirete bolerek; Enoplopina,
Hedyphanina, Helopina ve Nephodina olarak ayirmistir. Helopini asireti {izerinde
son yapilan ¢alisma Nabozhenko (2001)’ de ise tiirler Cylindrinotina ve Helopina

alt asiretleri dahilinde siiflandirilmistir.

Yakin zamana kadar Reitter (1922a) sistemindeki, Enoplopina alt asiretine
bagli Accanthopus Dejean, 1821 (= Enoplopus Solier, 1848), Hedyphanina alt
asiretine bagli Hedyphanes ve Catomuscinsleri ile aynmi sistemdeki Helopina
(sensu Nabozhenko and Lobl, 2008) alt asiretine; Helopina (sensu Reitter, 1922a)
alt asiretine bagli Zophohelops ve Cylindronotus cinsleri ile Nephodina alt
asiretine bagli cinsler, Cylindronotina alt asiretine aktarilarak yeni bir sistem
olusturulmustur (Nabozhenko and Lobl, 2008).

Accanthopus Dejean, 1821 cinsiPalearktik bolgede Accanthopus velikensis
(Piller and Mitterpacher, 1783) veAccanthopus reitteri (Brenske, 1884) olarak
isimlendirilmis iki tiir ile temsil edilir. Tiirler habitat se¢cimi olarak genellikle

kayin, kestane, mese ve glirgen ormanlarinda, aga¢ kabuklarinin altinda yasarlar.
(Canpolat ve ark., 2007)

AccanthopusDejean, 1821 cinsi diger Helopini agiretinin karakteristik
klipeus 6zelligi (Sekil 1.1c) tasimakla birlikte, farkli olarak bu cinsin bireylerinde
on femurlarda keskin bir dis bulunur (Sekil 1.1a). Viicudu kisa, genis ve
kubbelidir. Elitranin epipleurasi ¢ok genis (Sekil 1.1b) ancak elitranin sonuna
kadar ayni1 genislikte uzanmaz ve erkeklerde mentum (Sekil 1.1d) ¢ok kiiciik bir
kil yumagina sahiptir (Reitter, 1922a).

Sekil 1.1Accanthopus velikensis (Piller and Mitterpacher, 1783) tiiriinde morfolojik yapilar
a) Dorsal goriiniim (Gabris, 2011°den)b) epipleura c) klipeus d) mentum (Orijinal).



Accanthopus velikensis(Piller and Mitterpacher, 1783) tiiriiniin Tiirkiye’den
ilk kaydin1 Canpolat ve arkadaslar1 vermistir (Canpolat ve ark., 2007). Her iki tiir
Yunanistan, Arnavutluk ve Makedonya’da  simpatrik dagilim gosterirken,
Accanthopus reitteri tiirli igin Palearktik bolgede baska kayit verilmemistir (Lobl
and Smetana,2008). Tiirlerin yayilis alanlar1 Sekil 1.2 de gosterilmektedir.
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Sekil 1.2Accanthopus cinsi liyelerinin yayilis alam
Accanthopus velikensis (Piller and Mitter, 1783) 4
Accanthopus reitteri (Brenske, 1884)

Bu calismada, zaman igerisinde taksonomik durumu tam olarak acikliga
kavusturulamamis olan Accanthopus cinsini, Tenebrionidae ailesi ve Helopini
agireti i¢indeki durumu, molekiiler bir belirte¢ olan mitokondriyal cox1 geninden

faydalanilarak filogenetik analizlerle test edilmistir.



2. MATERYAL VE YONTEM
2.1 Materyalin Elde Edilmesi

Calismanin materyali 2009-2014 yillar1 arasinda Tiirkiye’nin ¢esitli

bolgelerinde yapilan arazi ¢alismalar1 ve NCBI/GenBank verileri ile

olusturulmustur (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1 Molekiiler analizlerde kullanilan materyal 6rneklem alanlar1

Tiir Say1 Yore 11/Ulke
Accanthopus velikensis | 12 birey Yildiz Daglari Kirklareli /Tiirkiye
Catomus sp. 2 birey Buglan Gegidi Musg/ Tiirkiye
Cylindronotus sp. 3 birey Palanddken Erzurum/ Tiirkiye
Helops cyanipes 2 birey Toros Mersin/ Tiirkiye
Nalassus sp. 3 birey Yildiz Daglan Kirklareli/ Tiirkiye
Odocnemis nasreddini | 1 birey Dedegol Isparta/ Tiirkiye
Odocnemis sp. 1 birey Aksehir Konya/ Tiirkiye
Odocnemis squalidus | 2 birey Sertavul Mersin/ Tiirkiye

Pimelia subglobosa 1 birey FN391500 (NCBI) Izmir/ Tiirkiye
Andros Adasi/
Pimelia subglobosa 1 birey FN391496 (NCBI) Yunanistan
Probaticus sp. 2 birey Cobanlar Aydin/ Tiirkiye
Raiboscelis sp. 2 birey Bolkar Daglari Nigde/ Tirkiye
Raiboscelis sp. 1 birey FN544724 (NCBI) Izmir/ Tiirkiye
Sifnos Adasi/
Raiboscelis sp. 1 birey FN544721 (NCBI) Yunanistan
Taurohelops incultus 2 birey Sertavul Mersin/Tiirkiye
Xanthomus sp. 2 birey Cesme Izmir/ Tiirkiye
Zophohelops sp. 2 birey Bergelan Yaylasi Hakkari/ Turkiye

Ornekler tas alti/iistii veya agaglarm iizerinden el ya da pens yardimiyla

toplanmistir. Laboratuvar calismast i¢in kullanilacak ornekler, etiket bilgileri
kaydedilerek %96’lik etil alkol igerisine alinip, -20 °C’de muhafaza edilmistir.
Miize materyali olarak saklanacak ornekler ise etil asetat damlatilmis talash
kavanozlara alindiktan sonra, etiket bilgisi ve demirbas numarasi verilerek
ignelenip, Ege Universitesi Biyoloji Boliimii Zooloji Miizesi koleksiyonuna
kaldirilmistir.



2.2 Molekiiler Analizler
2.2.1 Total Genomik DNA Izolasyonu

Ornekler steril pensler yardimiyla mesotoraks ve metatoraks arasindaki bir
bolgedenkirilarak bas ve pronotumla beraber olan kismi izolasyon kuyucuklariin
icine alinmistir. Abdomen kismi ise ayn1 numaralarin verildigi ependorf tiiplerine
alinarak muhafaza edilmistir. Genomik DNA izolasyonu ‘“genomic DNA
purificiation system” (Wizard) kit ile beraberinde verilen prosediir dogrultusunda
gerceklestirilmistir. DNA izolasyonunun ardindan bu oOrnekler de koleksiyon
materyali haline getirilmistir.

2.2.2 cox1 Gen Bolgesinin PCR ile Cogaltilmasi

Total genomik DNA’dan mitokondriyal coxl gen bolgesini amplifiye
edebilmek i¢in Jerry-Ten (5’CAACACTTATTYTGATTYTTTGG-3’) ve Pat-Ten
(5’-TCCAATGCACTAATCTGCCATAWTA-3’) (Papadopoulou et. al., 2009)
secici primerleri kullanilarak PCR uygulamasi yapilmistir. PCR karisimi 25ul’lik
son reaksiyon hacminin igerigine; ddH20, 12 ul Trehalose, 2.5 ul 10X reaksiyon
tamponu (NHa4 tampon), 1.25 ul (1.5 mM/ul) MgCl2, primerlerin her birinden
10pmol, 0.5 ul (0.2 mM) dNTPs,5 U Tag DNA polimeraz ve 3 pl(50 ng/ul)kalip
DNA eklenerek optimize edilmistir.

PCR reaksiyonlart “Applied Biosystem” marka“GeneAmp PCR system
9700” model termal cycler cihazinda asagidaki kosullar  altinda

gerceklestirilmistir.

Baslangi¢ denatiirasyonu : 94 °C, 2 dakika

Denatiirasyon : 94 °C, 30 saniye

Primer baglanma (Annealing) : 56 °C, 1 dakika 35 dongi
Uzama- Sentez (Extension) : 70 °C, 2.15 dakika

Son Uzama (Final Extension) : 70 °C, 10 dakika

PCR isleminden sonra %1 lik Agoroz jel hazirlanarak elektroforez islemi

yapilmis ve “SmartView Pro 1100 image system” marka goriintiileme cihazinda



fotograflar1 ¢ekilmistir. Orneklerin bir kismina ait jel goriintiisii Sekil 2.1°de

verilmistir.

EU_MSL_006-007_JT_PT_29.05.2014

- -

c2 a ca c9 Clo Ci1 Ci2 D1 D2 D3 D4

Sekil 2.1 Agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilen PCR {iriinlerinin goriintiisii (Orijinal)
2.2.3 Gen Fragmanlarinin Dizilenmesi ve Hizalanmasi

PCR islemleri sonrasinda 6rneklerin saflastirilmasi ve dizilenmesi islemleri
[zmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii Biyoteknoloji ve Biyomiihendislik Uygulama
ve Arastirma Merkezi’nde yaptirilmistir. Dizileme islemleri PCR islemindeki
primerler ile ¢ift yonlii gergeklestirilmistir. Bu islem sonrasi elde edilen .abi
uzantili dosyalar Sequencher 4.8 (Gene Codes, 2007) programinda ileri ve geri
yonlii diziler karsilikli hale getirilerek kontrol edilmistir. Contig dosyalari
olusturulduktan sonra hatali pikler diizeltilmistir. (Sekil 2.2)

Sekil 2.2 Dizilerin Sequencher 4.8programindaki kromatogram goriintimil.

FASTA formatindaki DNA dizileri Clustal X/W (Larkin et. al., 2007)
programinda hizalanmigtir. McClade 4.08 (Maddison and Maddison, 2011)

programinda olusturulan aminoasit ifadeleri Sekil 2.3’te gosterilmistir.
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Sekil 2.3 McClade programinda amino asit ifadelerinin gdsterilmesi

2.2.4 Veri Analizi

AccanthopusDejean, 1821 cinsinin filogenetik analizleri farkli algoritmalar
bir arada kullanilarak gergeklestirilmistir. Verilerin analizi DNA uzaklik,
maksimum olasilik (ML), maksimum parsimoni (MP) ve Bayesiyan ¢ikarsamali
(BI) yaklagimlar kullanilarak yapilmistir. Analizler 6ncesinde cox1l gen bolgesi
icin uygun mutasyon modeli JModeltest (Posada, 2008) programinda
belirlenmistir. Mega6(Tamura et. al., 2013) ve R paket programinda, iki mutasyon
modeli ile genetik uzaklik matrisi olusturulmustur (EK 1). mtDNA cox1 gen
bolgesi i¢in haplotip c¢esitliligi ise DnaSP (Rozas et al., 2010) programiyla
belirlenip, haplotipler arasi iliskiler (aglar) SplitsTree v4.13.11 ( Daniel and
Braynt, 2006) programinda elde edilmistir.

Tiim analizler sonucunda elde edilen gen agaglar1 FigTree v1.4.0 (Rambaut,

2009) programi kullanilarak ¢izilmistir.

2.2.4.1 Uzakhk analizleri

Minumum evrim prensibi kullanomma dayali komsu-baglama (NJ)
yonteminde evrimsel uzaklik testi, dogada transisyonel niikleotid degisimlerinin
transversiyonel degisimlerden daha yliksek olmasi 6zelliginden yola ¢ikarak ¢oklu
yer degisimleri test eden Kimura 2-Parametre (K2-P) modeli (Kimura, 1980)
kullanilarak yapilmistir. Niikleotid degisimlerine transisyon ve transverisyonlarin
tiimii dahil edilmistir ve niikleotid pozisyonlar1 arasindaki varyasyon i¢in gamma

dagilimi secilerek “nst=6 degeri girilmistir.



Ayni veri seti ile R paket programinda K80 (default) model ayarlar

kullanilarak genetik uzaklik veri matrisi olusturulmustur (EK 2).

2.2.4.2 Maksimum Olasihik Analizi

Maksimum olasilik analizleri Felsenstein (1973) ve Farris (1973) taratindan
gelistirilmis bir yontemdir. Bu yonteme gore evrimsel degismeler basit bir olasilik
modeli altinda agiga cikar. Yani bir karakterin bir durumdan diger bir duruma

degismesinin ya da yeni bir karakterin agiga ¢ikmasinin belli bir olasilig1 vardir.

Bu yaklasima dayandirilarak gelistirilen maksimum olasilik analizi
MacOSX v10.9.5 isletim sistemine sahip bilgisayarda,PAUP 4.06.10 (Swofford
2002) programinda yapilmistir.

2.2.4.3 Maksimum Parsimoni Analizi

Maksimum parsimoni analizi, evrimin en kisa yolu izledigini, tutucu ve
ekonomik oldugunu kabul eden bir yaklasimla hareket eder. Filogeniyi en iyi
tahmin edecek agacin minumum seviyede karakter degismesi goOsteren agag
oldugu prensibiyle calisir. Molekiiler ve morfolojik veriler i¢in kullanighdir. Veri
seti i¢in parismoni analizleri MacOSX v10.9.5isletim sistemine sahip bilgisayarda
PAUP 4.06.10 (Swofford 2002) programinda, ilk basamakta adim-adim ekleme
algoritmasi, ikinci basamakta dal degis tokusu evresine dayali TBR algoritmasi
secilerek gerceklestirilmistir.Ayrica, tutarlilign 6lgmek i¢in tutarlilik indeksi
(Consistency Index), homoplasileri 6l¢gmek i¢in homoplasi indeksi (Homoplasy
Index), sinapomorfilerin agaci ne kadar iyi agikladigini 6lgen birikim indeksi
(Retention Index) ve yeniden Olgeklendirilmis birikim indeksi (Rescaled

Retention Index) olusturulan agaclar i¢in hesaplanmistir.

2.2.4.4 Bayesiyan Cikarsamal Analizler

Bayesiyan ¢ikarsamali ve Markov Chain Monte Carlo (MCMC) temelli
filogenetik analizler Mr.Bayes 3.1.2 (Ronquist and Huelsenbeck, 2003 ) programi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Bayesiyan yaklasim ardil ya da posterior [Pr( |D)]
olarak bilinen parametre degerini baz alarak ¢alisir. Posterior degeri MCMC
ornekleme kullanarak tahmin edilir. Analiz yapilirken niikleotid degisim yapisini
veren “nst” degeri i¢in GTR algoritmasina Onerilen “nst=6" degeri secilmistir.

Analiz sirasinda 5.000.000 jenerasyonda her 1000 agagta bir 6rneklem yapilmaistir.
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Duragan dagilim {izerine konvergens, ayrilma frekanslarimin ortalama standart
sapmasi1 iki yiriitme arasinda 0.05 degerinin altinda olup olmadigr kontrol
edilerek dogrulanmistir. Elde edilen 5000 agag¢ iizerinden %50 Majority-Rule

konsensiis aga¢ olusturularak tahmin edilmistir.

2.2.4.5 Haplotipler arasi iliskilerin analizi

Haplotip ¢esitliligini belirlemek amaciyla DNAsp 5.10 (Rozas et al., 2010)
programinda fasta formatindaki veri seti haplotiplere paylastirilmistir. Veri
setinden dis grup da dahil 23 haplotip elde edilmistir. SplitsTree v4.13.11
programinda haplotipler aras1 paylagilan mutasyon biiylikliigline gore aga¢ insa

edilmistir.
2.2.4.6 Farkhlasma Zamanlarinin Tahmin Edilmesi

Accanthopus cinsinin genetik ¢esitlenmesi ve farklilasma zamanini tahmin
etmek, tarihsel siireclerle iligkilendirmek amaciyla Bayesian c¢ikarsamali ve
MCMC yaklagimli bir filogenetik analiz BEAST version 1.6.1 (Drimmond and
Rambaut, 2007) programi kullanilarak gergeklestirilmistir. Mitokondri belirteci
kladlarin ayrilma zamanlarini analiz etmek a¢isindan oldukga giivenilirdir. Analiz
asamasinda GTR + G + I mutasyon modeli altinda strict clock parametresi
kullanilmigtir. Veri seti, sekans ciftleri arasinda milyon yilda %3.54 farklilasma
hiz1 ile kalibre edilmistir. Bu mutasyon oram1 Ege Adalar1 Tenebrionidae
tirlerinde mitokondriyal genom igin belirlenen nesil bagina mutasyon oranina
gore sec¢ilmistir (Papadopoulau et. al., 2010). Analizler iki farkli yiiriitme ile
gerceklestirilmistir. Birincisinde dis grup icin yas bilgisi girilmeden, ikincisinde
ise Pimelia cinsinin bilinen yas araligi (17.26-22.49 milyon y1l ) (Papadopoulou
et. al., 2010) dahil edilerek yapilmigtir. Yiirtitmeler 50 milyon jenerasyon
tizerinden gerceklestirilmis ve her 5.000 zincirde bir 6rneklem yapilarak toplamda
10.000 agag elde edilmistir.Orneklenen agaglarin olasilik degerlerinin (likelihood)
degerlerinin sabitlenip sabitlenmedigi ve uygun posterior olasilik dagiliminin
olusup olusmadig, Efektif Orneklem Biiyiikliigii (ESS),Tracer v1.5 (Rambout and
Drummond, 2009) programi yardimiyla kontrol edilerek belirlenmistir.
Orneklenen 10.000 agactan %20’si 6n deneme (burn-in) olarak yakilmistir. Kalan
8.000 aga¢ lizerinde maksimum klad - giivenirlilik agact (maximum clade -
credibility tree) yine ayni program igerisinde olan TreeAnnotator programiyla

elde edilmistir.
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3. BULGULAR

DNA izolasyonu, amplifikasyon, dizileme ve hizalama uygulamalar1 sonucu
40 bireyde mitokondriyal cox1 gen bolgesinin konsensiis dizisi elde edilmistir ve
analizler bu diziler iizerinden gergeklestirilmistir. Sekanslarin tekli piklere sahip
olduklari, insersiyon-delesyon bolgesi icermedikleri gozlenmistir. 829 baz gifti
uzunlugundaki dizi, amino asit ifadesine g¢evrildiginde rastgele stop kodonlari
olustugu gbzlenmis, bunun i¢in dizinin ilk sirasi silinmistir. Analizlerde 828 baz
ciftlik dizi kullanilmistir.

Mesquite v2.75 (Maddison and Madison, 2011) programinda nexus
formatina c¢evrilen 40 dizi ile DnaSP v5.10 (Rozas et. al., 2010) programinda
haplotip analizi yapilmistir.23 haplotipe ayrildiklar1 ve haplotip cesitliliginin
yiiksek oldugu Hd=0.919 Hd varyans=0.0012 olarak goézlenmistir. Bireylerin
hangi haplotipleri paylastiklar1 EK 1’de verilmistir. Sonuglara gore 828 baz cifti
uzunlugundaki dizilerin, 338 segregasyon bolgesi igerdigi, total mutasyon
sayisinin Eta=542 oldugu goriilmiistiir. Niikleotid farkliliklarinin ortalama sayist,
k= 129.77308, niikleotid gesitliligi, Pi= 0.15673, Theta (sekans basina)
=127.42318, Theta (baz basmna) = 0.15389 degerleri bulunmustur. Sinonim ve
sinonim olmayan siibstitiisyonlarin oran1 Cizelge 3.1’de verilmistir. 828 kodlama
yapan bdlgeden total kompleks niikleotid sayis1 651, analiz edilmeyen 177 bolge,

kodlama yapmayan bolge sayist 0 bulunmustur.

Cizelge 3.1 Sinonim ve sinonim olmayan mutasyonlarin orani

Not Sign Total
Tajima's D P 91 polimorfik Degsimler
Bolge
Kodlama Bolgeleri 0.13763 P>0.10 206 328
Sinonim Bélgeler 0.24909 P>0.10 197 319 sinonim degisimicr
Sinonim Olmayan sinonim olmayan
. 0.00827 P>0.10 14 119 degisimler
Bolgeler & 14
Sessiz Bolgeler 024909 | P>010 | 197 319 sessiz degisimler

Mitokondriyal cox1 gen bdlgesi i¢in belirlenen AIC ve BIC parametrelerinin
sundugu nst=6 parametreli GTR + G + I modeline gore transisyon/ transversiyon
oranlari  [R(AC=6.0136), (AG=31.9315), (AT=11.4042), (CG=5.6968),
(CT=121.7405), (GT=1.0000)]; denge baz frekanslart A=0.3434, G=0.1130,
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C=0.2401, T=0.3035; gamma sekil parametresi a= 0.8640 ve invariant sekil

parametresi= 0.5300 olarak saptanmuistir.

3.1 Filogenetik analizler

MEGA6 ve R programinda elde edilen genetik uzaklik tablosuna
bakildiginda Accanthopus cinsinin diger cinslerden % 12- 25 arasinda gibi yiiksek
bir oranla farklilastigi goriilmektedir (EK 2).

Minumum evrim prensibiyle hareket eden komsu- baglama (NJ) analizi ile
ortaya c¢ikan aga¢ topolojisine bakildiginda, agacin iki ana klada ayrildigi
goriilmektedir. 1 numarali soy hattinda Accanthopus cinsi en bazalda ¢ikmistir. 2
numarali soy hatt1 ise iki dala ayrilmis ve Helops,Raiboscelis. Catomus ve
Probaticus cinsleri bir kladda; Zophohelops, Taurohelops, Cylindronotus,
Odocnemis, Xanthomus veNalassus cinsleri de diger kladda gruplanmistir.

NalassusKirk
NalassusKirk3
NalassusKirk2
XanthomusCesme
XanthomusCesme2
OdocnemisAksehir
OdocnemisDedegl 1 Cylindrinotina
OdocnemisSertavul
OdocnemisSertavul2
CylindronotusPal
CylindronotusPal2
CylindronotusPal3

TaurohelopsSer

TaurohelopsToros
‘anhohelopsBerZ
ZophohelopsBer

HelopsA01

HelopsA02

RaiboscelisBolkar
RaiboscelisBolkar2

5 Raiboscelislzmir

Helopina

RaiboscelisSifnos

ProbaticusCobanirl

ProbaticusCobanir2
— A CatomusBuglan

CatomusBuglan2

AccanthopusC10
AccanthopusC11
AccanthopusD02
AccanthopusC08
AccanthopusC07

— AccanthopusD01

AccanthopusC12

AccanthopusYldzD1
AccanthopusYldzD2
AccanthopusYldzD4
AccanthopusYldzD3
AccanthopusC06

ligAnd)
08

Sekil 3.1 K-2P parametresi ile PAUP programinda olusturulan komsu-baglama ( NJ ) agaci.
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Maksimum parsimoni algoritmas: kullanilarak gergeklestirilen analiz
sonucunda 828 total karakter esit olarak agirliklandirilmis ve 490 sabit karakter,
331 parsimonik bilgi verici karakter ve 7 degisken bilgi verici olmayan karakter
bulunmustur. Aga¢ uzunlugu 1333 adim olarak belirlenmis ve karakterlerin
performanslarin1 6lgen; tutarlilik indeksi CI= 0.4066, homoplasi indeksi HI=
0.5934, sinapomorfilerin agaci ne kadar iyi agikladigini 6lgen birikim indeksi RI=
0.7523, yeniden Olgeklendirilmis birikim indeksi ise RC=0.3059 olarak
bulunmustur. Bu veriler ile elde edilen maksimum parsimoni (MP) agacinda 1
numarali soy hatt1 dis grubu temsil etmektedir (Pimelia cinsi- Bozdag/Izmir ve
Andros Adasi/Yunanistan ornekleri). Topolojiye bakildiginda iki ana klad (2 ve 3
numara) ve 3. kladin ise kendi i¢inde 4 soy hattina ayrildig1 goriilmektedir (Sekil
3.2).

2 numarali soy hattinda Probaticus ve Catomus cinsleri Helopina alt
agiretinin diger tyeleri olan Helops ve Raiboscelis cinslerinden oldukga uzakta
olup agacin en atasal dali olarak ayrilmistir. Raiboscelis cinsinin Sifnos Adasi

ornegi ve Izmir ve Bolkar drneklerinden daha dnce ayrilmis goriilmektedir.

Maksimum olasilik analizi (Sekil 3.3 ) iki soy hattin1 100 dal destegi ile
ayirmis Accanthopus cinsi NJ agacinda oldugu gibi bazalda yer almistir. Yine
Accanthopus C06 bireyi diger bireylerden ayrilmistir. 2. soy hattinda Probaticus
ve Catomus cinsleri birlikte kladin atasal dali olarak ayrilmigtir. Nalassus cinsi
diger analizlerde Xanthomus cinsi ile ayni dalda yer alirken ML agacinda
Odocnemis cinsiyle birlikte yer almistir ve dal destek degeri 100°diir.

Bayesiyan yaklasimi posterior olasiliklar1 test eder, elde edilen agacin
posterior olasiliklar: dallar iizerinde gosterilmistir. Bu yaklasim diger analizlerde
oldugu gibi asiretini iki ana soy hattina ayirmistir. Ayrim noktalarmin posterior
olasilik degerleri giiven araligi igerisinde iken, 2. kladin i¢inde yer alan

Probaticus cinsinin ayrim noktasi ise ¢oziimsiiz kalmistir (Sekil 3.4).
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NalassusKirk
NalassusKirk3

k irk2

XanthomusCesme

XanthomusCesme2

OdocnemisS ertavul

OdocnemisS ertavul2

0OdocnemisAksehir

0OdocnemisDedegll
TaurohelopsSer

TaurohelopsToros

ZophohelopsBer2

ZophohelopsBer

CylindronotusPal

CylindronotusPal2

CylindronotusPal3
HelopsAdl
HelopsAD2

RaiboscelisBolkar

RaiboscelisBolkar2

Raiboscelislzmir

RaiboscelisSifnos

AccanthopusYldzD3

AccanthopusYldzD4
AccanthopusYldzD2
AccanthopusYldzD1
AccanthopusCl2
AccanthopusD01
Accanthopus@7

Accanthopus(D8

AccanthopusD02

AccanthopusC10

AccanthopusCll

— [Asall]

— A ccanthopus 06
ProbaticusCobaniri
2 Hpmhaticusmbanlrz
I .(atnmusBuglan
CatomusBuglan2

PimeliaBozdag

PimeliaAndros

0.0

Sekil 3.2 Maksimum parsimoni (MP) analizi ile PAUP programinda elde edilen filogenetik agac.
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T 1
Y

PimeliaAndros
77 NalassusKirk3

Nalk Kirk2

—100_ OdocnemisAkse hir

_: OdocnemisDedegll
100 OdocnemisSe rtavul
l _: OdocnemisSertavul2
Cesme

|
~00 b Xanthomus cesme 2
TaurohelopsSer
_: TawrohelopsToros
ZophohelopsBer2
_: ZophohelopsBer

CylindronotusPal

CylindronotusPal2

CylindronotusPal3
HelopsAD1

a3 HelopsA02
SR
RaiboscelisBolkar

RaiboscelisBolkar2

Raibosceli:

RaiboscelisSifnos

Probaticus Cobanir2

100

CatomusBuglan

—
=
—
=

CatomusBuglan2

s AccanthopusYidzD 3

100

AccanthopusYidzD4
s AccanthopusYidzD 2
. AccanthopusYidzD1

s AccanthopusC12

AccanthopusD01
s Accanthopus G07

e Accanthopus €08

100 AccanthopusD02

e Accanthopus C10

b ACcanthopus €11

— ACCNthopus CO6

00

Sekil 3.3 Maksimum olasilik (ML) prensibi ile PAUP programinda elde edilen filogenetik agag.
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1 NalassusKirk
NalassusKirk3
irk2
1 OdocnemisAksehir
0,56 0,97 OdocnemisDedegl1
1 OdocnemisSertavul
OdocnemisSertavul2
0,93 1 Xanth esme

Xenth esme2

1 TaurohelopsSer
0,93 0,99 TaurohelopsToros
1 ZophohelopsBer2

ZophohelopsBer

1 r— CylindronotusPal
CylindronotusPal2
0,63 k— CylindronotusPal3
1 HelopsA01
0,98 HelopsA02

Rerib, licBolk

Rerib, lisBolkar2

Perih,

0,58

— Lo cig
ifnos

1 —— ProbaticusCobanirl
S~ ProbaticusCobanlr2

1 — CatomusBuglan
~—— CatomusBuglan2

AccanthopusYidzD3

AccanthopusYidzD4
AccanthopusYidzD2
AccanthopusYldzD1
AccanthopusC12

1 AccanthopusD01

AccanthopusC07
AccanthopusC08
AccanthopusD02
AccanthopusC10
AccanthopusC11
AccanthopusC06
Pimeli

PimeliaAndros

Sekil 3.4 Bayesiyan yaklagimi ile Mr.Bayes programinda elde edilen filogenetik agag

Farklilagma zamanlarimin tahmin edilmesi i¢in Bayesian yaklagimiyla
yapilan analizlerde dis grup (Pimeliacinsinin bireyleri) i¢in yas bilgisi girilmeden
elde edilen agacta; kok 50 milyon yil 6ncesine dayanirken, 1 ve 2 numarali kladin
ayrimi 40 milyon yil, Accanthopus ve Catomus cinslerinin ayrimi ise 34 milyon
yil kadar oncedir. 2 numarali soy hattinda diger Helopini cinsleri bir arada yer
almis ve 3 numara ile bu soyhattinin en bazalinda Probaticus cinsi 36 milyon yil
once ayrilmistir.4 numarali soy hattinda ise diger cinslerin Helopina ve

Cylindronotina alt asiretiii ayrimi 34 milyon y1l dnce gergeklesmistir.

Analizin ikinci yiiriitmesinde dis grup olan Pimelia i¢in Papadopoulou et. al.
(2010)’a gore yas aralig1 degerlendirmeye alinmistir ve bu testte agacin kok yast
35 milyon bulunmustur. Aga¢ iki ana soy hattina ayrilmistir ve 1. soy hatti olan
Catomus ve Probaticus cinsleri yaklasik 22 milyon yil 6nce diger cinslerden
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ayrilmistir. Diger ana soy hattinda ise en bazalda Accanthopus cinsi yaklasik 20
milyon yil 6nce kladin atasal cinsi olarak ayrilmistir. 5 ve 6 numarali soy

hatlarinin ayrimi ise 18 milyon yil olarak tespit edilmistir.

Haplotiplerin paylastiklart mutasyonlar1 belirlemek i¢in  SplitsTree
programinda elde edilen ag, Onceki analizlerde agaclarin verdigi topolojiyi
destekler niteliktedir. 3 koldan olusan haplotip aginda Hap 1 ve Hap 2 numarali
haplotipler sirastyla Pimelia Bozdag ve PimeliaAndros Adasi ornekleri, dis grup
olup analize dahil edilmemistir. Accanthopus cinsinin 11 bireyi Hap 20 igerisinde
iken, C06 numarali1 bireyi 21. haplotipte yer almigtir. Hap 22 ve 23 Catomus cinsi
ile Hap_18 ve 19 Probaticus cinsi; Accanthopuscinsiile beraber bir kola
ayrilmistir. Ancak bu ii¢ haplotip ikilisi, mavi kolda yer alan Helopina iiyeleri ya

da pembe kolda yer alan Cylindrinotina tiyeleri kadar yakin degildir.

— 19,4284

Xanthomus Ce sme
l 1625
1xanthomuscesme 2

CylindronotusPal3
Iu‘nssg

pa
iRgsia
1 Cylindronotuspalz

TawrohelopsToros
00851
V rauronetopsser

ZophohelopsBerz
00824

1 Zophoneiopsser

Raibx

- Raibe isSif
) | RaibascelisBolkar

00891
1 Raivoscelispolkarz

s | Helops Aoz
00701
1 telopsaoz

| Probaticuscobanir

02273
1 brobaticuscobanir2
Accanthopus €10
00584
Accanthopus ¥idzD 3
2 4655
AccanthopusDO1

Cdlcaihthopus Yidzp 4
00528

Accanthopus 08
S6ETE
loapanthopus vidzn1
AccanthopusC12
00578

fgap thopus i1

AccanthopusDo2

c:
0,0543
AccanthopusYidzD 2

Accanthopus 006

| GatornusB uglan2

Sekil 3.5 Yas bilgisi girilmeden farklilagsma zamanlarini gosteren filogenetik agag



18

OdocnemisSertavul
Odocremissertavulz
OdocnemisDedegl1
= Odocremisaksehir
NalassusKirk
60921
NalassusKirk3

i irk2

CylindronotusPal
Slin al2

CylindronatusPal3
XanthomusCesme2
0,0343
XanthomusCesme
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00173

| ZaphohelopsBerz
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0.0195
RaiboscelisBolkar

| Helopsaoz

9.0187

| Helopsao1
AccanthopusYldzD3
e nthopuecao
AccanthopusYldzD2
0,0332
AccanthopusYldzD1
AccanthopusC12
0.0629
AccanthopusD02
0.0098
AccanthopusC07
0.0401
| AccanthopusCog
00124
AccanthopusYidzD4
1

00118
AccanthopusC11

AccanthopusC06
| ProbaticusCobanlr1
s

0,055
VProbaticusCobanlrz
| CatomusBuglan
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Sekil 3. 6 Dis grup i¢in yas bilgisi girilerek elde edilen filogenetik zaman agaci

150

10

oo Hap_14

Hap_13 T

Hap_15

Hap_10
Hap_9

Hap_5

Hap_16

Sekil3.7 SplitsTree programinda elde edilen haplotip ag1
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4.TARTISMA VE SONUC

Helopini asireti genis habitat tercihleri olan taksonlar1 i¢ine alan bir gruptur.
Asiretin tiyelerine tayga ve tundra disinda, neredeyse her tiirlii yer sekli ve yiiksek
rakimli zonlarda rastlanir. Odocnemis ve Accanthopus cinsleri tipik aga¢ formu
iken, Nalassusve Probaticus taksonlari gegis formu, Catomus ve Xanthomus
cinslerine bagl tiirler ise tipik yer formudur (Nabozhenko, 2007b).Cogunlugu
geceleri aktif olan bu asiret iiyelerinden Raiboscelis cinsi giindiiz formu olmasiyla
ayrilir. Nalassus cinsine dahil tiirlerin bazilar1 kayalarin tizerinde liken ile
beslenirken, bazi liyeler agaglar1 yasam alani olarak tercih etmistir. Accanthopus
cinsi ise hem morfolojik farkliliklar1 ile hem de yasam alan1 olarak kayin

ormanlarini tercih etmesi ile diger Helopini iiyelerinden ayrilir.

Bu kadar ¢esitlilik sergileyen Helopini asireti i¢in morfolojik veriler ile
yapilan siniflandirmalar yeterli gelmemis, farkli zamanlarda otorler tarafindan alt
agiret ve cinsler farkli kategorilerle siniflandirilmistir (Reitter, 192243;
Nabozhenko, 2001; 2008). Son yillarda asiretine dahil olanZophohelops Reitter,
1902, Microdocnemis Nabozhenko and Keskin, 2010 veldahelops Keskin and
Nabozhenko, 2012 cinsleri de bu grubunun revizyonun yapilmasi gerekliligini

ortaya ¢ikarmistir.

Morfolojik karakterlerin, mitokondriyal cox1 belirteci ile birlikte
degerlendirilerek yapildig1 ¢calismalar (Rees et. al., 2001) yol gdsterici olmustur.
Molekiiler filogeniyle desteklenen bir siiflandirma sisteminin daha yararl
olacagi dislincesinden yola c¢ikilarak yapilan bu c¢aligmada mitokondriyal
belirteglerden olan cox1 geni tizerinden Accanthopus cinsinin yakin akrabalariyla

evrimsel iligkileri aragtirilmistir.

Toplamda 12 cins altinda 14 tiir {izerinden elde edilen haplotiplerin
cesitliliginin  fazla olmasi, segregasyon bolgelerinin sayisinin ve niikleotid
cesitliligin yliksek olmasindan kaynaklanmaktadir. Mitokondriyal cox1 geni tiir
seviyesinde caligmalar i¢in oldukga yeterli olsa da yiiksek mutasyon hizina sahip
oldugu icin cins diizeyinde haplotipleri daha iyi ayirabilmek icin en az bir
¢ekirdek DNA gen bolgesi ile de (28S rRNA geni) haplotip analizleri
yapilmalidir.

Komsu- baglama (NJ) analizi ile elde edilen agagta (Sekil 3.1)
Cylindronatina ve Helopina alt asiretlerine dahil olan cinsler bilinen taksonomik
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smiflandirmayr  (Nabozhenko and Lobl, 2008) destekleyecek sekilde
ayrilmiglardir. Burada Accanthopus cinsi en atasal grup olarak ayri bir soy

hattinda yer almistir.

Maksimum parsimoni analizi sonucunda 828 niikleotidin icinden 490’1 sabit
karakter ve 331 tanesi de parsimonik olarak bilgi verici karakter olarak
saptanmistir. Bu baglamda elde edilen agagta (Sekil 3.2) Probaticus ve Catomus
cinslerinin grubun en atasal formlar1 olarak ayrildigin1 ve Accanthopus cinsinin de
yine ayr1 bir soy hattinda Cylindronotina ve Helopina alt asiretlerinden daha eski
bir zamanda ayrildigi goriilmiistiir. Ancak ayni analiz esliginde karakterlein
homoplasi indeksinin, tutarlilik indeksinden yiiksek ¢ikmis olmasi, parsimoni
analizinin yeterliligini tartigthr kilmistir. Iyi bir parsimonik ayrm igin

homoplasilerden olabildigince uzak verilerle ¢aligmak gereklidir.

Maksimum olasilik analizleri sonucunda elde edilen aga¢ topolojisi (Sekil
3.3) NJ analizinden elde edilen agag ile daha benzer topolojiye sahipken,
parsimoni agacindan farkli yapilanma gostermistir. Helopina igerisindeki
Raiboscelis ve Helops cinslerinin Cylindronotina’dan % 68 se¢-bagla (bootstrap)
destegi ile ayrilmasi kladlarin giiven araligi icinde ayrildigini gostermektedir.
Ancak Probaticus ve Catomus cinsleri yiizde yiiz destekle ayrilmig goriinseler de
diger analizlerde farkli dallarda yer almalari maksimum olasilik analizinin tek

basina yeterli olmadigini gostermistir.

Bayesiyan yaklagimi ile posterior olasiliklarin test edildigi analiz sonucunda
(Sekil 3.4),asiret diger analizlerde oldugu gibi iki ana klada ayrilmistir. Komsu-
baglama (NJ) (Sekil 3.1), maksimum olasilik (ML) (Sekil 3.3) ve bu analizde elde
edilen agaclar benzer topolojiyi desteklemistir. Accanthopus cinsi bu agacta da en
atasal takson olarak ayrilmistir. Ayrim noktalarinin posterior olasiliklar1 0.5-1
gliven araligi icerisinde iken Probaticus cinsi igin ayrim noktasi tam

belirlenememistir.

Bir taksonun filogenisi zamansal olarak, yakin akrabalari ile ortak ata
temelindeki durumunun ortaya c¢ikarilmas: demektir. Taksonlarin birbirinden
farklilasma zamanlarin1 degerlendirmek i¢in yapilan ikili analizlerde, girilen prior
degerlerine gore iki farkli zaman agaci elde edilmistir. Oncelikle taksonlar i¢in her
hangi bir ayric1 bilgi girilmeden yapilan analizde agacin kokii 50 milyon yil
oncesine dayanirken, iki ana kladin ayrimi yaklasik 40 milyon yil olarak elde
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edilmistir. Accanthopus ve Catomus cinsleri 34 milyon yil 6ncesinde farklilagsmis
gorinmektedir (Sekil 3.5).

Ancak ikinci asamada dis grup olan Pimelia cinsine dahil iki tiiriin ayrilma
yas1 olarak Onerilmis olan 17- 24 My (Papadopoulou et. al., 2010)kalibrasyon
noktas1t olarak kullanildiginda, analizlerde farkli bir aga¢ topolojisi ortaya
cikmistir. Agacin kokii 35 milyon yil oncesini gdsterirken,en atasal grup olarak
Probaticus ve Catomus cinsleri ayrilmis ve Accanthopus cinsinin ayrim noktasi
20 milyon yil olarak bulunmustur. Raiboscelis ve Helops cinslerinin oldugu soy
hattt 17 miyon yil Oncesinde Cylindronotina olarak bilinen gruptan
ayrilmistir.Cylindronotina i¢indeki ayrimlarin daha yakin donemler olmasi geng

bir grup oldugunu gostermektedir.

Genel olarak analizlerin sonucglarma bakildiginda tartisilmasi gereken

durumlar sdyle siralanabilir;

1- Accanthopus cinsi tek basina ayri bir soy hatti olarak NJ, ML ve Bayes
analizlerinde en atasal takson olarak ayrilmistir.

2-Dis grup igin yas belirtilmeden yapilan analizde Accanthopuscinsi,
Catomus cinsi ile birlikte en atasal klad olarak yaklasik 35 milyon yil 6nce

ayrilmistir.

3- Dis grup olan Pimelia i¢in yas parametresi girilerek yapilan zamansal
farklilasma analizi,Probaticus ve Catomus cinslerini atasal klad olarak ayirmis
veAccanthopus cinsini Helopini igerisinde ancak daha yasgli bir takson olarak
vermistir.

4- Molekiiler veriler ve bu zamana kadar morfolojik veriler ile yapilan

siniflandirilmalar bir araya geldiginde;

Allard (1876)’1n Helopini asiretini iki ana divisio seklinde ayirmasi elimizde
olan molekiiler verilerle kismen desteklenmektedir. Agaclar Helopini asiretinde

iki temel gruba isaret etmektedir.

Reitter (1922a)’in bu iki divisioyu dort alt asiret olarak ayirip, Enoplopina
alt asireti iginde sadece Accanthopus(sinonim Enoplopus) cinsini almasi ve
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ayirmasi, cinsin tim analizlerde atasal bir soy hatti olarak  ayrilmasiyla
desteklenmektedir Sekil 4.1)

Reitter (1922a)’in Helopina alt asireti igerisine dahil ettigi, ancak son
caligmalariyla Nabozhenko’ nun (2008 ) Cylindronotina alt asireti i¢ine aldigi
Zophohelops cinsi, elde edilen tim filogenetik agaglarda Cylindronotina
tiyeleriyle bir arada ayn1 soy hatti igerisinde yer almaktadir. Bu altasiret i¢inde
tiim analizlerde, dallarin neredeyse biitiiniiyle ayn1 sekilde korunmus olmas1 daha

geng bir grup olmasiyla bagdastirilabilir (Sekil 4.1).

Tavrchelops
— Nalassus
— | — 3 ) Nephodina
T Xanthomms Cylindronotina
— Odocnamis
— _-‘ Cylindronotus h_
== Zophohelops | g - p—
Helops
— Raiboscelis
T Probaticus
[ e Catomus IHadyphanina —
Helopina
Accanthopus Enoplopina
a) Reitter (1922a) b) Nabozhenko, 2008

Sekil 4.1 Morfolojik verilere gore yapilmigs smiflandirmalarin  aga¢  iizerinde
karsilastirilmasi
a) Reitter (1922a)’ya goére Helopini asiretinin siniflandirilmasi
b) Nabozhenko, 2008’e gore Helopini asiretinin siniflandirilmasi

Iki zamansal farklilasma analizinde Accanthopus cinsi i¢in ayrilma zamani
yaklasik olarak 20 - 30 milyon yil dncesini gostermektedir. Ust Oligosen - Alt
Miyosen arast doneme denk gelen bu ayrilma, cinsin tiirlerinin Giliney Avrupa’da
yayilis gosterdigi g6z Onilinde bulundurulursa, bu donemlerdeki iklimsel

degisimler ve Alplerin ylikselisi ile agiklanabilir.

Tiim bu analizler Helopini asiretinin klasik siniflandirilmasini biiyiik 6lgiide
desteklemektedir. Daha ¢ok verinin  kullanilacagr ayrintili aragtirmalarda
mitokondriyal DNA belirteciyle birlikte ¢ekirdek DNA gen bolgesi ile kombine

caligmalar planlanmaktadir.
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EKLER
EK 1 DnaSP Programinda Olusturulan Haplotiplerin Listesi

EK2 R Programmda K80 Parametresi Ile Olusturulan Genetik Uzaklik
Tablosu ve MEGA Programinda Cinslerin Genetik UzaklikTablosu



EK 1 DnaSP Programinda Olusturulan Haplotiplerin Listesi

Haplotipler Ornekler Yer

Haplotip 1 Pimelia sp. Bozdag
Haplotip 2 Pimelia sp. Andros Adasi
Haplotip 3 Nalassus sp Yildiz Daglari
Haplotip 4 Nalasuus sp. Yildiz Daglari
Haplotip 5 Nalassus sp. Yildiz Daglari
Haplotip 6 Odocnemis sp. Aksehir
Haploitp 7 Odocnemis sp. Dedegol
Haplotip 8 Odocnemis sp Sertavul
Haplotip 9 Xanthomus sp. Cesme
Haplotip 10 Xanthomus sp. Cesme
Haplotip 11 Cylindronotus sp. Palandoken
Haplotip 12 Taurohelops sp. Sertavul, Toros
Haplotip 13 Zophohelops sp. Bergelan
Haplotip 14 Helops sp. Toros

Halotip 15 Raiboscelis sp. Bolkar Daglari
Haplotip 16 Raiboscelis sp. Sifnos Adasi
Haplotip 17 Raiboscelis sp. Bozdag
Haplotip 18 Probaticus sp. Cobanlar Yaylasi
Haplotip 19 Probaticus sp. Cobanlar Yaylasi
Haplotip 20 Accanthopus sp. Yildiz Daglar1
Haplotip 21 Accanthopus sp. Yildiz Daglari
Haplotip 22 Catomus sp. Buglan Gegidi
Haplotip 23 Catomus sp. Buglan Gegidi




EK 2R Programinda K80 Parametresi Ile Olusturulan Genetik Uzaklik Tablosu ve MEGA Programinda Cinslerin Genetik UzaklikTablosu

Pim  |Pim  |Nals |Nals |Nal Odoc |Odoc |Odoc |Odoc |Xanth |Xanth |Cyin |Cylin [Cylin [Taur |Taur |[Zoph [Zoph [Helo |Helo [Raibo |Raibo |Raibo |Raibo |Prob |Pptob |Acca |Acca |Acca |[Acca |Acca |Acca [Acca [Acca |Acca [Acca [Acca |Acca |Cato [Cato

Pim 0] 0.120] 0.234| 0.229 0.228 0.210f 0.209| 0.219f 0.219| 0.228| 0.230] 0.209] 0.209] 0.209] 0.207) 0.207) 0.227) 0.227| 0.243| 0.243| 0.220] 0.220( 0.220[ 0.205 0.231f 0.231f 0.207| 0.207] 0.207| 0.207| 0.207] 0.207) 0.207) 0.207) 0.207| 0.207) 0.207 0.207 0.233| 0.235

Pim 0.120} 0] 0.236] 0.231] 0.241] 0.233] 0.230] 0.220] 0.220| 0.233] 0.235| 0.244| 0.244| 0.244) 0.226] 0.226] 0.262| 0.262| 0.260| 0.260] 0.240) 0.240) 0.228] 0.235| 0.229| 0.229| 0.218| 0.218| 0.218 0.218| 0.218] 0.218 0.218 0.218| 0.218| 0.218 0.218 0.218 0.219| 0.219

Nals 0.234] 0.236 0] 0.004) 0.120] 0.151) 0.155| 0.141] 0.141f 0.142 0.144| 0.152| 0.152f 0.152| 0.165| 0.165] 0.179] 0.179] 0.207) 0.207) 0.197) 0.197) 0.194] 0.160( 0.189] 0.189| 0.222| 0.222( 0.222| 0.222 0.222 0.222| 0.222| 0.222| 0.222| 0.222] 0.222| 0.221) 0.207] 0.205|

Nals 0.229] 0.231 0.004 0| 0.115] 0.50f 0.52| 0.138| 0.138] 0.138] 0.139| 0.156| 0.156| 0.156| 0.160] 0.160| 0.175| 0.175] 0.205| 0.205| 0.192| 0.192| 0.194| 0.155| 0.187| 0.187] 0.217) 0.217) 0.217) 0.217] 0.217) 0.217) 0.217) 0.217] 0.217) 0.217| 0.217| 0.216| 0.208) 0.207|

Nals 0.228| 0.241f 0.120f 0.115 0] 0.170] 0.167] 0.163] 0.163] 0.168| 0.170) 0.171) 0.171] 0.171f 0.174| 0.174| 0.184| 0.184[ 0.213| 0.213f 0.201 0.201| 0.196] 0.165| 0.195| 0.195] 0.218) 0.218| 0.218| 0.218| 0.218] 0.218 0.218( 0.218| 0.218 0.218 0.218 0.217| 0.214] 0.212

Odoc 0210] 0.233| 0.151 0.150| 0.170] 0] 0.046] 0.140] 0.140| 0.153| 0.155| 0.149| 0.149[ 0.149| 0.169| 0.169| 0.183| 0.183] 0.205| 0.205) 0.187) 0.187| 0.181] 0.180| 0.187| 0.187| 0.214| 0.214 0.214| 0.214| 0.214 0.214| 0.214] 0.214] 0.214] 0.214] 0.214] 0.214] 0.207) 0.207|

Odoc 0.209| 0.230f 0.155[ 0.152| 0.167| 0.046f 0] 0.138) 0.138] 0.158| 0.159] 0.155| 0.155( 0.155( 0.170f 0.170f 0.180f 0.180f 0.215| 0.215] 0.189| 0.189| 0.184] 0.183] 0.191] 0.191) 0.214] 0.214] 0.214| 0.214] 0.214] 0214 0.214 0.214| 0.214 0.214 0.214| 0.214] 0.197] 0.197

Odoc 0.219| 0.220f 0.141f 0.138 0.163| 0.140] 0.138 0] 0] 0.161] 0.159] 0.147) 0.147) 0.147| 0.179] 0.179] 0.218] 0.218| 0.223[ 0.223| 0.211f 0.211f 0.185 0.189| 0.210f 0.210| 0.198| 0.198| 0.198) 0.198| 0.198] 0.198) 0.198] 0.198] 0.198] 0.198] 0.198| 0.196 0.209] 0.209

Odoc 0219 0.220[ 0.141f 0.138| 0.163| 0.140] 0.138 0 0[ 0.161 0.59 0.147[ 0.147| 0.147| 0.79] 0.179| 0.218| 0.218| 0.223| 0.223] 0211 0.211| 0.185| 0.189] 0.210| 0.210| 0.198] 0.198] 0.198] 0.198] 0.198] 0.198) 0.198) 0.198] 0.198| 0.198| 0.198) 0.196| 0.209| 0.209|

Xanth 0.228| 0.233 0.142[ 0.138| 0.168| 0.153| 0.158 0.161] 0.161] 0] 0.001f 0.178] 0.178] 0.178] 0.169] 0.169) 0.204| 0.204| 0.250| 0.250] 0.193| 0.193 0.175( 0.161| 0.217| 0.217[ 0.208| 0.208] 0.208| 0.208] 0.208] 0.208) 0.208] 0.208] 0.208] 0.208] 0.208[ 0.206( 0.221} 0.221

Xanth 0.230] 0235 0.144| 0.139| 0.170| 0.155] 0.159| 0.159| 0.159] 0.001] 0] 0179] 0.179] 0.179] 0.171] 0.171] 0.205| 0.205| 0.251) 0.251] 0.194) 0.194| 0.177) 0.162| 0.219| 0.219] 0.209| 0.209| 0.209| 0.209] 0.209| 0.209| 0.209 0.209 0.209| 0.209| 0.209 0.208 0.221| 0.221

Cylin 0.209| 0.244f 0.152f 0.156| 0.171] 0.149| 0.155| 0.147| 0.147) 0.178| 0.179| 0| 0] 0] 0.155] 0.155| 0.183] 0.183| 0.192| 0.192| 0.187) 0.187| 0.179| 0.181f 0.189| 0.191f 0.193 0.193 0.193| 0.193 0.193 0.193| 0.193| 0.193| 0.193| 0.193] 0.193| 0.192| 0.215] 0.215]

Cylin 0209 0244 0.152| 0.156| 0.71| 0.149] 0.155| 0.147| 0.147] 0.178| 0.179 0 0 0 0.55( 0.55[ 0.83 0.183| 0.192| 0.192] 0.187| 0.187| 0.179] 0.81] 0.189| 0.191| 0.193] 0.193] 0.193] 0.193| 0.193] 0.193] 0.193] 0.193] 0.193] 0.193] 0.193] 0.192| 0.215| 0.215)

Cylin 0.209 0.244f 0.152f 0.156] 0.171] 0.149] 0.155| 0.147] 0.147) 0.178| 0.179| 0] 0] 0] 0.155] 0.155| 0.183] 0.183] 0.192| 0.192| 0.187) 0.187) 0.179| 0.181f 0.189| 0.191f 0.193 0.193 0.193| 0.193 0.193| 0.193| 0.193| 0.193| 0.193| 0.193] 0.193| 0.192| 0.215] 0.215]

Taur 0.207| 0.226 0.165( 0.160| 0.174] 0.169] 0.170] 0.179] 0.179] 0.169) 0.171] 0.155| 0.155] 0.155 0] 0] 0.187) 0.187] 0.197 0.197 0.177| 0.177| 0.190 0.183| 0.207| 0.207f 0.194| 0.194] 0.194] 0.194] 0.194] 0.194] 0.194] 0.194] 0.194] 0.194) 0.194] 0.193| 0.214] 0.214]

Taur 0.207| 0.226] 0.165| 0.160| 0.174] 0.169] 0.170| 0.179] 0.179] 0.169] 0.171] 0.155| 0.155| 0.155| 0] 0] 0.187] 0.187] 0.197| 0.197| 0.177] 0.177] 0.190| 0.183] 0.207] 0.207| 0.194] 0.194) 0.194) 0.194] 0.194| 0.194) 0.194| 0.194] 0.194) 0.194| 0.194) 0.193| 0.214| 0.214]

Zoph 0.227| 0.262f 0.179f 0.175[ 0.184| 0.183| 0.180| 0.218| 0.218] 0.204] 0.205| 0.183] 0.183| 0.183] 0.187| 0.187| 0] 0] 0.210] 0.210] 0.209) 0.209] 0.214] 0.213| 0.231} 0.231] 0.213| 0.213 0.213| 0.213 0.213[ 0.213| 0.213| 0.213] 0.213| 0.213] 0.213| 0.214] 0.242| 0.243|

Zoph 0.227| 0.262] 0.179| 0.175] 0.184] 0.183| 0.180| 0.218] 0.218] 0.204| 0.205| 0.183| 0.183| 0.183| 0.187| 0.187 0 0| 0210] 0.210f 0209 0.209| 0.214] 0.213] 0231 0.231] 0213] 0.213] 0.213] 0.213] 0.213] 0.213] 0.213] 0.213] 0.213| 0.213| 0.213) 0.214] 0.242] 0.243]

Helo 0.243| 0.260[ 0.207[ 0.205 0.213| 0.205{ 0.215| 0.223| 0.223] 0.250) 0.251] 0.192| 0.192| 0.192| 0.197] 0.197| 0.210] 0.210 0] 0] 0.154] 0.154] 0.224 0.181f 0.219| 0.218| 0.234[ 0.234[ 0.234| 0.234] 0.234| 0.234] 0.234] 0.234] 0.234| 0.234] 0.234] 0.236) 0.262| 0.261]

Helo 0.243| 0.260] 0.207| 0.205| 0.213| 0.205| 0.215| 0.223| 0.223| 0.250| 0.251] 0.192| 0.192| 0.192| 0.197| 0.197| 0.210| 0.210| 0 0] 0.154] 0.154] 0.224] 0.181) 0.219] 0.218] 0.234] 0.234] 0.234| 0.234] 0.234] 0.234] 0.234] 0.234] 0.234] 0.234| 0.234| 0.236| 0.262| 0.261]

Raibo 0.220f 0.240f 0.197[ 0.192| 0.201| 0.187| 0.189| 0.211] 0.211) 0.193| 0.194] 0.187| 0.187) 0.187| 0.177) 0.177| 0.209] 0.209( 0.154 0.154 0] 0] 0.153] 0.153] 0.200] 0.198] 0.213| 0.213[ 0.213( 0.213| 0.213 0.213 0.213| 0.213] 0.213| 0.213] 0.213| 0.211) 0.220] 0.220|

Raibo 0.220f 0.240f 0.197[ 0.192| 0.201| 0.187| 0.189| 0.211] 0.211] 0.193) 0.194] 0.187] 0.187) 0.187| 0.177] 0.177] 0.209] 0.209| 0.154 0.154 0] 0] 0.153] 0.153] 0.200] 0.198] 0.213| 0.213| 0.213( 0.213| 0.213 0.213 0.213| 0.213] 0.213| 0.213] 0.213] 0.211) 0.220] 0.220|

Raibo 0.220f 0.228 0.194[ 0.194| 0.196] 0.181] 0.184] 0.185| 0.185) 0.175| 0.177) 0.179| 0.179] 0.179 0.190] 0.190] 0.214 0.214 0.224| 0.224f 0.153 0.153 0] 0.149] 0.206] 0.208) 0.198] 0.198] 0.198( 0.198] 0.198| 0.198| 0.198( 0.198| 0.198 0.198( 0.198| 0.197| 0.190] 0.190

Raibo 0.205 0.235( 0.160[ 0.155 0.165| 0.180] 0.183| 0.189] 0.189] 0.161) 0.162| 0.181) 0.181) 0.181] 0.183] 0.183] 0.213] 0.213 0.181f 0.181f 0.153f 0.153| 0.149 0] 0.185| 0.187| 0.181) 0.181) 0.181] 0.181) 0.181) 0.181f 0.181f 0.181) 0.181f 0.181f 0.181f 0.182 0.217| 0.218

Prob 0231 0229 0.189| 0.187| 0.195| 0.187| 0.191| 0.210] 0.210| 0.217) 0.219] 0.189] 0.189) 0.189] 0.207| 0.207| 0.231) 0.231) 0.219| 0.219] 0.200] 0.200) 0.206] 0.185 0] 0.002] 0.220] 0.220] 0.220] 0.220] 0.220] 0.220] 0.220] 0.220] 0.220| 0.220| 0.220) 0.220] 0.212| 0.210|

Prob 0.231| 0.229 0.189 0.187| 0.195| 0.187| 0.191] 0.210] 0.210) 0.217) 0.219) 0.191) 0.191) 0.191f 0.207| 0.207| 0.231f 0.231f 0.218| 0.218| 0.198f 0.198 0.208| 0.187| 0.002 0] 0.220] 0.220] 0.220f 0.220] 0.220f 0.220{ 0.220{ 0.220f 0.220f 0.220{ 0.220 0.220| 0.212 0.210

Acca 0207| 0218 0222 0217| 0218| 0.214] 0214 0.198| 0.198] 0.208] 0.209] 0.193| 0.193] 0.193] 0.194] 0.194] 0.213] 0.213] 0.234] 0.234] 0.213] 0.213| 0.198) 0.181| 0.220] 0.220| 0 0 0 0 0 0 0 0f 0 0 0[ 0.001] 0.208] 0.208 MEGA 6 distance

Acca 0.207| 0.218f 0.222[ 0.217| 0.218| 0.214] 0.214] 0.198| 0.198) 0.208) 0.209] 0.193| 0.193] 0.193] 0.194] 0.194] 0.213| 0.213 0.234[ 0.234| 0.213 0.213 0.198| 0.181] 0.220f 0.220 0] 0] 0] 0| 0] 0] 0] 0] 0] 0] 0] 0.001) 0.208] 0.208] Cato  |Acca 0.179)
Acca 0.207| 0.218| 0.222[ 0.217[ 0.218| 0.214] 0.214] 0.198] 0.198] 0.208) 0.209) 0.193] 0.193) 0.193] 0.194] 0.194] 0.213] 0.213| 0.234[ 0.234| 0.213| 0.213 0.198| 0.181] 0.220] 0.220 0] 0] 0] 0| 0] 0] 0] 0] 0] 0] 0] 0.001) 0.208) 0.208] Zoph  |Acca 0.184
Acca 0.207| 0.218 0.222[ 0.217| 0.218| 0.214] 0.214| 0.198| 0.198) 0.208) 0.209] 0.193| 0.193] 0.193] 0.194] 0.194] 0.213| 0.213( 0.234[ 0.234| 0.213 0.213 0.198 0.181| 0.220f 0.220 0] 0] 0] 0] 0] 0] 0] 0] 0] 0] 0] 0.001) 0.208] 0.208| Xanth |Acca 0.180)
Acca 0.207| 0.218| 0.222[ 0.217| 0.218| 0.214] 0.214] 0.198] 0.198) 0.208) 0.209) 0.193] 0.193] 0.193] 0.194] 0.194] 0.213] 0.213 0.234[ 0.234| 0.213 0.213 0.198| 0.181] 0.220f 0.220 0] 0] 0] 0| 0] 0] 0] 0] 0] 0] 0] 0.001) 0.208] 0.208] Taur  |Acca 0.169)
Acca 0207| 0218 0.222| 0.217| 0.218| 0.214] 0.214] 0.198] 0.198] 0.208] 0.209] 0.193| 0.193] 0.193] 0.194| 0.194] 0.213] 0.213] 0.234] 0.234] 0.213] 0.213| 0.198) 0.181| 0.220] 0.220| 0 0 0 0 0 0 0 0f 0 0 0| 0.001] 0.208] 0.208 Raibo |Acca 0.118
Acca 0.207| 0.218f 0.222[ 0.217| 0.218| 0.214] 0.214] 0.198] 0.198) 0.208) 0.209) 0.193| 0.193] 0.193] 0.194] 0.194] 0.213| 0.213 0.234[ 0.234| 0.213 0.213 0.198| 0.181] 0.220f 0.220 0] 0] 0] 0| 0] 0] 0] 0] 0| 0] 0] 0.001) 0.208] 0.208| Prob  |Acca 0.187|
Acca 0207| 0218 0222 0217| 0218| 0.214] 0214 0.198| 0.198] 0.208] 0.209] 0.193| 0.193] 0.193] 0.194] 0.194] 0.213] 0.213] 0.234] 0.234] 0.213] 0.213| 0.198) 0.181| 0.220] 0.220| 0 0 0 0 0 0 0 0f 0 0 0[ 0.001] 0.208] 0.208 Pim  |Acca 0.129
Acca 0.207| 0.218f 0.222[ 0.217| 0.218| 0.214] 0.214| 0.198| 0.198) 0.208) 0.209) 0.193| 0.193] 0.193] 0.194] 0.194] 0.213| 0.213 0.234[ 0.234| 0.213 0.213 0.198| 0.181] 0.220f 0.220 0] 0] 0] 0| 0] 0] 0] 0] 0] 0] 0] 0.001) 0.208] 0.208] Odoc  |Acca 0.132|
Acca 0.207| 0.218| 0.222[ 0.217[ 0.218| 0.214] 0.214] 0.198| 0.198] 0.208) 0.209) 0.193] 0.193] 0.193] 0.194] 0.194] 0.213] 0.213 0.234[ 0.234| 0.213| 0.213 0.198| 0.181] 0.220] 0.220 0] 0] 0] 0| 0] 0] 0] 0] 0] 0] 0] 0.001) 0.208] 0.208] Nals  |Acca 0.151]
Acca 0.207| 0.218 0.222[ 0.217| 0.218| 0.214] 0.214| 0.198| 0.198) 0.208) 0.209] 0.193| 0.193] 0.193] 0.194] 0.194] 0.213| 0.213( 0.234[ 0.234| 0.213 0.213 0.198 0.181| 0.220f 0.220 0] 0] 0] 0] 0] 0] 0] 0] 0] 0] 0] 0.001) 0.208] 0.208| Helo  |Acca 0.199)
Acca 0.207| 0.218 0.221f 0.216] 0.217| 0.214] 0.214] 0.196] 0.196) 0.206) 0.208) 0.192| 0.192] 0.192 0.193| 0.193| 0.214 0.214 0.236| 0.236f 0.211f 0.211] 0.197] 0.182] 0.220] 0.220] 0.001) 0.001] 0.001| 0.001} 0.001) 0.001f 0.001f 0.001f 0.001f 0.001f 0.001 0] 0.208] 0.208 Cylin |Acca 0.168|
Cato 0.233| 0.219f 0.207[ 0.208 0.214] 0.207| 0.197| 0.209] 0.209] 0.221) 0.221) 0215 0215 0215/ 0.214| 0.214] 0.242| 0.242[ 0.262( 0.262| 0.220f 0.220f 0.190| 0.217| 0.212| 0.212| 0.208] 0.208) 0.208)| 0.208) 0.208) 0.208] 0.208( 0.208| 0.208| 0.208( 0.208 0.208 0] 0.001]

Cato 0.235| 0.219( 0.205) 0.207| 0.212| 0.207| 0.197| 0.209] 0.209] 0.221) 0.221) 0.215| 0.215| 0.215( 0.214| 0.214| 0.243| 0.243| 0.261| 0.261f 0.220f 0.220| 0.190| 0.218] 0.210] 0.210] 0.208] 0.208] 0.208| 0.208| 0.208] 0.208| 0.208( 0.208| 0.208 0.208 0.208| 0.208| 0.001f 0]







