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Anadolu, Miosen ve Kuvaterner doneminde ortaya ¢ikan jeolojik ve iklimsel olaylar
neticesinde populasyonlar aras1 farklilagmalar1 saglayacak ¢ok sayida kompartimana
bolinmistiir. Bu tezin amaci, Apodemus mystacinus populasyonlarindaki tiir i¢i genetik
farklilagmay1 ve bu farklilasmaya neden olan evrimsel siirecleri ortaya koymaktir.

Bu baglamda Tirkiye’de yayilis gosteren A. mystacinus populasyonlar1 arasindaki
genetik farklilagsmay1 ortaya koymak i¢cin mtDNA bdlgesine ait iki bolgenin (sitokrom b
ve D-loop) PZR-RFLP ve dizi analizi c¢alismasi yapilmistir. Yapilan analizler
dogrultusunda A. mystacinus populasyonlarinin taksonomisi ve genetik yapisi ortaya
konmus ve istatistiksel filogenetik yontemleri kullanilarak bu tiirlin zaman igindeki
farklilagma nedenleri evrimsel ve ekolojik agidan degerlendirilmistir.

Bu tez ¢alismasi sonucunda A.mystacinus populasyonlarinin 3 grup olusturdugu ortaya
koyulmustur. Bu 3 grup; Grup 1: Ordu, Trabzon, Rize, Artvin, Erzincan, Adiyaman,
Kahramanmaras ve Adana; Grup 2: Mersin, Konya, Burdur, Antalya ve Mugla; Grup 3:
Kastamonu, Zonguldak, Diizce, Balikesir, Izmir ve Aydin populasyonlarindan
olugmaktadir. Bu 3 grup daha once literatiirde Onerilen 3 alttiirii isaret etmektedir.
Populasyonlar arasindaki farklilasmanin 6zellikle Pliyosen ve Pleistosen donemindeki
fay hareketlerine ve degisen iklimsel sartlara bagli olarak ortaya c¢ikan cografi
degisikliklerden kaynaklandig: tartisilmistir.

Haziran 2013, 171 sayfa

Anahtar Kelimeler: Apodemus mystacinus, mtDNA, RFLP, Tiirkiye, genetik
varyasyon



ABSTRACT
Ph. D. Thesis

MTDNA (CYTOCHROME B AND CONTROL REGION) RFLP AND DNA
SEQUENCE ANALYSIS OF Apodemus mystacinus (MAMMALIA: RODENTIA) IN
TURKEY

GUL OLGUN KARACAN

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Superviser: Prof. Dr. Reyhan COLAK

As a result of geologic and climatic events during the Miocene and Quaternary,
Anatolia was divided into lots of compartment causing differentiation among
populations. The aim of this thesis, to determine the genetic differentiation within
Apodemus mystacinus populations and the evolutionary processes that triggered this
differentiation.

In accordance with this aim, genetic differentiation between Apodemus mystacinus
populations distributed in Turkey were determined using mtDNA PCR-RFLP and
sequence analysis of cytochrome b and D-loop. Analysis set out the taxonomy and the
genetic structure of A. mystacinus populations and also the reasons of differantiations
were evaluated in evolutionary and ecological terms over time.

As a result of this study, A. mystacinus populations included 3 groups as: Group 1:
Ordu, Trabzon, Rize, Artvin, Erzincan, Adiyaman, Kahramanmarag and Adana; Group
2: Mersin, Konya, Buyrdur, Antalya and Mugla; Group 3: Kastamonu, Zonguldak,
Diizce, Balikesir, izmir and Aydin. These 3 groups are indicated the 3 subspecies
suggested in literature before. Differentiation among populations, especially during the
Pliocene and Pleistocene, which is caused by the geographical changes differantiating
due to the fault movements and climatic conditions are discussed.

June 2013, 171 pages
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1. GIRIS

Tiirkiye, Palearktik Bolge’de yer alan, Trakya bolgesi ile Avrupa’ya, Anadolu
Yarimadasi’yla da Asya’ya baglantis1 bulunan bir kara parcasidir. Kitalar arasinda yer
almasindan dolay1 birgok hayvan taksonunun bdlgenin batisindan dogusuna, kuzeyinden
glineyine yayilimina izin veren bir gegis bolgesi 0zelligi tasimaktadir (Kosswig 1955,
Demirsoy 2002). Ayrica siradaglar (Anadolu Diyagonali, Toroslar ve Kuzey Anadolu
Daglar1), Orta Anadolu Platosu, Marmara Denizi ve Orta Anadolu Go&l Sistemi gibi
gecmisten glinlimiize gen akisini engelleyen bircok bariyeri de icermektedir (Bilgin
2011). Birgok canli grubunun evrimsel olarak farklilagmasi, bu bariyerlerin etkisi ile
gerceklesmis olup ozellikle buzul ve buzul arasi donemlerde bu bariyerler, gecisleri
biiyilk oOlctide engelledigi icin populasyon farklilasmalarina ya da yayilislarin
sinirlanmasima neden olmustur (Demirsoy 2002). Tirkiye iliman bir iklime sahip
olmasma ragmen, dogu-bati yoniinde kuzey ve giiney sahillerine paralel uzanan
siradaglar bir bolgeden digerine iklimsel degisikliklere neden olmustur (Yilmaz vd.

2010).

Pleistosen (1,7 - 0.01 Myd) ve Holosen donemlerini (0,01 My6 - —) igceren Kuvaterner
devirde meydana gelen iklimsel dalgalanmalar, bir¢ok populasyonun besin ihtiyaglari
nedeniyle go¢ ederek yayilis alanlarini degistirmelerine neden olup, bu yolla yeni
populasyonlarin olugmasini saglamistir (Webb ve Bartlein 1992, Hewitt 1996, 1999,
2000). Buzul donem sirasinda Avrupa’nin giiney bolgesi, 1liman tiirlerin hayatta
kalabilecegi bir bitki Ortilisiiyle kaplanmistir ve bu boélgeler bircok populasyon igin
siginak olarak gorev yapmistir (Hewitt 1996, Taberlet vd. 1998). Tirkiye (6zellikle
Anadolu), hem buzul hem de buzul arasi1 donemde bircok taksona besin ve siginma
imkani saglayan bu siginaklardan biri olup topogrofik durumundan dolay1 heterojen bir
yapidadir (Hewitt 1996, Ciplak vd. 2010). Anadolu’nun bu topografik yapisi, enlemsel
yayilim i¢in bir dagilim koridoru olusturarak ve boylamsal gogler sirasinda uygun
habitatlar1 saglayarak Pleistosen doneminde taksonlarin hareketleri sirasinda 6nemli bir

rol oynamustir (Ciplak 2004).



Tirlerin giinlimiizdeki durumunu ve tiir i¢i varyasyonlarim1 agiklamak i¢in pleistosen
doneminde gerceklesen buzul olaylarim1 ve iklimsel dalgalanmalar1 g6z Oniinde
bulundurmak gerekmektedir (Deffointaine vd. 2005). Kii¢iik memeliler {izerine yapilan
son molekiiler analizler varolan tiirlerin su anki yayiliglarinin olusmasinda son 10
milyon yilin (Ust Miyosen’den giiniimiize) ¢ok &nemli oldugunu ortaya koymustur
(Serizawa vd. 2000, Conroy ve Cook 2000, Michaux vd. 2002, 2003 ve 2004, Jaarola
vd. 2004, Suzuki vd. 2003, 2004 ve 2008, Deffointaine vd. 2005, Macholan vd. 2007,
Hiirner vd. 2010). Cesitli kiiclik memeli gruplart i¢inde Muridae familyasina dahil olan
orman faresi Apodemus, iliman Avrasya’daki en yaygin kemirici olmakla beraber

biyocografik ¢aligmalar i¢in en iyi 6rneklerden biridir (Suzuki vd. 2008).

Apodemus tiirleri, Palearktik bolgenin iliman kisimlarindaki genis yaprakli agaglarin
hakim oldugu ormanlarda yasarlar. Mese palamutu, bocekler ve diger kiiciik
omurgalilar1 iceren orman kaynaklarina biiyiik Ol¢iide bagimhidirlar (Serizawa vd.
2000). Apodemus iiyeleri tiire 6zgii sinirh yayilis gostermekle beraber ayni ormanda
siklikla iki veya daha fazla tlir beraber yasayabilmektedir (Suzuki vd. 2008).
Apodemus’a ait 20’den fazla tiir tanimlanmig olup bunlarin yarist Asya’da yayilis
gosterirken diger yaris1 Avrupa’da yayilis gostermektedir (Bellinvia vd. 1999, Serizewa
vd. 2000, Bellinvia 2004). Bugiine kadar c¢alisilan taksonlar icin 4 farkli soy ortaya
konulmustur: Sylvaemus (Ognev 1924) altcinsi (A.sylvaticus, A.flavicollis, A.uralensis,
A.mystacinus , A.fulvipectus, A.whitherbyi, A.alpicola, A.arianus, A.hyrcanicus,
A.ponticus, A.rusipes, A.wardi), Apodemus (Kaup 1829) altcinsi (A.agrarius,
A.chevrieri, A.specioss, A.peninsulae, A.latrorum, A.droco, A.semotus), Argenteus

altcinsi (A.argenteus) ve Gurkha altcinsi (A.gurkha) (Suzuki vd. 2008).

Kayalik faresi Apodemus mystacinus (Danford ve Alston 1877) Dogu Akdeniz’in
kayalik bolgelerine 6zellesmistir. Kayalikli ormanlik alanlar ve kiiclik ¢aliliklarla kaplh
kayalik bolgelerde deniz seviyesinden 2700 m yiikseklige kadar yasarlar (Colak vd.
2004). Yayilig alan1 Balkan Yarimadasindan (Eski Yugoslavya, Arnavutluk, Bulgaristan
ve Yunanistan) Orta Dogu’ya (Tiirkiye, Transkafkasya, Suriye, Urdiin, Liibnan, Israil ve
Irak) uzanmaktadir (Vohralik vd. 2002) (Sekil 1). Dogu Akdeniz’deki bazi adalardan da
kaydi verilmistir (Storch 1977, Niethammer 1978).



Sekil 1.1 A.mystacinus’un Palearktik Bolge’deki yayilig alani

Biiyiik viicut Olgiisii ve kiirkiiniin koyu gri renklenmesi gibi farkli morfolojik
karakterlerle Avrupa’daki diger Apodemus tiirlerinden kolaylikla ayrilabilmektedir
(Michaux vd. 2005). Bundan dolay1 baz1 yazarlar tarafindan Sylvaemus’a dahil edilirken
(Musser vd. 1996), bazilar1 da morfolojik, kromozomal ve genetik verilere dayanarak bu
tiiriin gegerliligi tartismali olan Karstomys altcinsine dahil oldugunu ileri siirmektedirler

(Rietschel ve Storch 1974, Storch 1977, Martin vd. 2000, Filippucci vd. 2002).

A.mystacinus ’un atasi olan A. primaevus, Miyosen’in sonundan itibaren (yaklasik 5-7
Myd) Avrupa’da kendini gostermistir (Michaux ve Posquiner 1974, Michaux vd. 1997).
Ancak gergek A. mystacinus Orta Pliyosen’de ortaya ¢ikmistir (Martin-Suarez ve Mein
1998). Bu donem sirasinda diger kemiricilerle rekabetten dolay1r daha az yogunlukta
olsalar da, bu tiirler Avrupa boyunca genis bir alanda yayilmiglardir (Michaux ve
Posquiner 1974). Tiir i¢cinde oncelikle 2 alttiir tanimlanmistir: Balkan Yarimadasi’nda
yayilis gosteren (tip yeri: Parnas Daglari, Yunanistan) A. m. epimelas (Nehring 1902) ve
Tiirkiye ve Orta Dogu’da yayilis gosteren (tip yeri: Bolkar Daglari, Tirkiye) A. m.
mystacinus (Danford ve Alston 1877). Bu smiflandirma, Spitzenberger (1973)
tarafindan, morfolojik ¢alismalar temel alinarak yapilmistir. Storch (1977), Kuzey
Avrasya’da yayilig gosteren Apodemus tiirlerinin sistematik revizyonunda, paleontolojik
verilere dayanarak, A. epimelas ve A. mystacinus ’un 2 farkli tiir oldugunu dikkate

almigtir. Bu goriis Mezhzherin (1997) tarafindan da kabul gérmiistiir. Filippucci vd.



(2002) tarafindan yapilan allozim c¢alismasinda bu iki taksonun tiir olarak
degerlendirilebilecegi ortaya konmustur. Michaux vd. (2005) ise mitokondriyal ve
niikleer genleri kullanarak yaptiklar1 genetik c¢alismalarinda A. epimelas ve A.

mystacinus ’un 2 farkli soy olduklarini gostermislerdir.

A. m. rhodius (Festa 1914) olarak adlandirilan diger bir alttiir ise Girit, Karpatlar ve
Rodos Adalari’nda tanimlanmistir. Ellerman (1948), yaptig1 morfolojik ¢alismalarla bu
alttirin A. m. mystacinus’un sinonimi oldugunu sdylemistir. Vohralik vd. (2002) de
Girit orneklerinin Asya populasyonlarima benzer olduklarim1 ortaya koymustur. Bu
durum Colak vd. (2004)’nin Dogramaci (1972)’min Ornekleriyle karsilagtirarak
yaptiklar1 morfolojik ¢alismalarla da desteklenmigse de Michaux vd. (2005), A. m.
rhodius’un sadece Ege Adalari’nda degil Tiirkiye’nin Giiney Batisi’'nda da yayilis
gosterdigini One sitirmistiir. Olgun vd. (2009) tarafindan Giiney Bati Anadolu
orneklerinin Tirkiye’deki diger populasyonlardan farklilagtigini ortaya koyan RAPD

calismasiyla da bu alttiiriin Tiirkiye’deki varligr desteklenmistir.

A. m. symrnensis’in Thomas (1903) tarafindan Tiirkiye’nin batisindan kaydi verilmistir.
Neuhaser (1936) bu alttiiriin Toroslar’da da yayilis gosterdigini belirtmis olsa da
Ellerman (1948) yaptigi calismada bunun A. m. mystacinus’un sinonimi oldugunu
ortaya koymustur. Bu durum Ellerman ve Morrison-Scott (1951)’un caligmalariyla da
desteklenmistir. Colak vd. (2004), Dogramaci (1972)’nin ornekleriyle karsilagtirarak
yaptiklart morfolojik caligmalarinda yine bu alttiiriin A. m. mystacinus’un sinonimi
oldugunu ortaya koymus olsalar da Colak vd. (2007) tarafindan esteraz enzimi
varyasyonlar1 kullanilarak yapilan allozim c¢alismasi ve Olgun vd. (2009) tarafindan
yapilan RAPD c¢alismasi Tiirkiye’nin batisinda yayilis gosteren ve diger A.mystacinus

populasyonlarindan farklilasan bir soyun oldugunu gdstermistir.

Tirkiye’de yayilis gosterdigi disiiniilen A. m. euxinus (Allen 1915), ilk olarak
Altindere, Trabzon’dan kaydedilmistir. Neuhaser (1936), bu alttiiriin sadece kayit
yerinden degil Artvin’den Sogukpinar (Bursa)’a kadar yayilis gosterdigini ortaya
koymustur. Ellerman ve Morison-Scott (1951), bu alttiiriin varligin1 destekleseler de
Vohralik vd. (2002) bunun gegerli bir alttiir olmadigini ileri siirmiislerdir. Colak vd.

(2004) tip yerinden alinan A. m. euxinus drneklerinin Tirkiye’nin Giiney Dogu’sundan



alinan 6rneklerle beraber kiimelendigini ancak euxinus’un daha koyu renklenmeye sahip
olmastyla diger populasyonlardan farklilastigini ortaya koymuslardir. Dogu Karadeniz
ve Dogu-Giiney Dogu populasyonlarinin benzerligi Olgun vd. (2009)’nin RAPD
analizleri sonucuyla da desteklenmistir. Ancak Colak vd. (2007)’nin esteraz
varyasyonlarin1  degerlendirdigi allozim ¢alismasi, bu tiirlin yayilis alaninin
Altindere’den Akgakoca (Bolu)’ya kadar uzandigi ve Ardanug¢ (Artvin) orneklerinin

bunlardan farklilastigini gdstermistir.

Tiim bu sonuglar degerlendirildiginde A. mystacinus alttiirlerinin gecerliligi konusunda
celiskili sonuglar oldugu goriilmektedir. Ozellikle morfolojik calismalar alttiir
varyasyonlarin1 ortaya koymakta yetersiz kalirken, molekiiler c¢aligmalarin soylari

belirlemede daha etkin oldugu goriilmektedir.

Son 3 milyon yil igerisinde global iklim dalgalanmalari, buzul devirlerin olugsmasina
onciilik etmistir ve bunun kacinilmaz bir sonucu olarak boreal, iliman ve tropikal
alanlarda yasayan bir¢ok organizmanin yayilis alanlarinda biiyilik degisiklikler olmustur
(Hewitt 2000). Bu tarz bolgesel degisikliklerin genetik sonuglarinin olmasi beklenir ve
molekiiler biyoloji alanindaki gelismeler, bu durumun arastirilabilmesi i¢in en uygun
belirtecleri ortaya koymustur. Bir tiiriin yayilis alan1 boyunca genetik ¢esitliligini etkili
bir sekilde 6l¢mek i¢in 6nce allozimler, daha sonra RFLP belirtegleri ve son zamanlarda

da mitokondriyal ve niikleer DNA fragmentleri kullanilmistir.

DNA filogenileri, populasyonlarin cografi yayilislar ile ilgili olan soylar, alttiirler ve
tiirleri ortaya koyabilmektedir (Hewitt 1996). Hayvan mitokondriyal DNA (mtDNA)’s1
ve kodlanmayan niikleer gen bdlgeleri filocografik c¢alismalarda kullanilarak,
populasyonlarin ve taksonlarin evrimini ve 6zellikle Pleistosen sirasindaki biyocografik
tarihinin anlasilmasinda yarar saglamaktadirlar (Avise vd. 1998, Michaux vd. 2002,
2003 ve 2004, Jaarola vd. 2004, Suzuki vd. 2003, 2004 ve 2008, Hewitt 2004,
Deffointaine 2005 ve 2009, Macholan vd. 2007, Hiirner vd. 2010, Avise ve Tatarenkov
2012, Helvaci vd. 2012). mtDNA c¢aligsmalari, tiir i¢i evrimi, filogenetik bakis acisiyla
anlamak i¢in bilgi verici araglardir. Ayn tiirden koken alan taksonlarin (konspesifik)

hiyerarsik dallanmadan ziyade, anastomik (ortak atadan koken alip ayrilan iki soyun



tekrar birlesmesi) dallanma gostermelerinden dolayr Onceleri eseyli iireyen
organizmalarda filogeni olusturmanin tiir i¢i seviyede anlamsiz oldugu diisiintilmiistiir
(Avise 2000). Ancak mtDNA aktarimimin maternal olmasit bu c¢aligmalardaki gen
agaclarinin hiyerarsik dallanma gostermesini saglamistir ve bdylece bu genom
kullanilarak filogenetik bakis agisiyla organizmanin kdkeni degerlendirilebilmektedir

(Avise 2000).

Bugiine kadar yapilan ¢aligsmalar degerlendirildiginde A. mystacinus ’un alttiirlerinin
ayriminda celigkiler oldugu ve Ozellikle alttiirlerin yayilis gosterdigi One siiriilen
bolgelerden yeterince Ornek kullanilmadigr ya da orneklem sayisi yeterli olsa bile
kullanilan yontemlerin bunlarin ayrimini saglamada yetersiz oldugu goriilmektedir. Bu
kapsam dogrultusunda bu ¢aligmanin amact mtDNA gen bdlgelerinin dizi analizleri ve
PCR-RFLP metoduyla A. mystacinus populasyonlarinda tiir i¢i genetik farklilagmay1
etkileyen evrimsel siirecler degerlendirilerek populasyonlarin nasil ve ne zaman

farklilastiklari aragtirtlip A. mystacinus *un taksonomik durumunu ortaya koymaktir.



2. KURAMSAL TEMELLER

Regnum : Animalia
Classis : Mammalia

Subclassis : Eutheria

2.1 Ordo: Rodentia

Rodentia ordosu 29 familya, 400°i askin cins ve 2800’lin iizerinde tiirliyle memeli
smifinin en biiyiik takimidir (Ognev 1947, Wilson ve Reeder 1993). Antartika ve
Kutuplar, Yeni Zelanda ve birkag okyanus takimadasi hari¢ tiim karalara yayilmislardir.
Bu hayvanlar kara, agag, toprak alt1 ve yar1 sucul olarak ¢ok farkli habitatlarda yayilis
gosterebilirler. Cigneme kaslar1 ve kafa yapilari, kemiricileri siniflandirmak i¢in 6nemli

kriterlerdir.

Rodentia takimin1 digerlerinden ayiran en 6nemli diagnostik karakter, kopek disleri ve
on az1 dislerinin kaybolmasi ile olusan diestema boslugudur. Kesiciler altta ve iistte tek
bir c¢ifte indirgenmistir. Bu disler, agik koklerden siirekli olarak gelisirler ve keski
seklinde bir kesici kisma sahiptirler. Alttaki kesiciler 6zellikle geriye dogru ¢enenin

bogumlu bir kismina ulagincaya kadar uzayan uzun bir oyuk i¢inde yer edinirler.

Bazi tiirlerde besinin toplanmasina yarayan yanak keseleri vardir. Mideleri basit, kor
bagirsaklari uzundur. Kuyruklari uzun, bazi tiirlerde pullarla ortiiliidiir. Toprak altinda
tiineller kazarak yasayanlarda tirnaklar gelismistir. Gézler yasam bigimine bagli olarak
farkl1 bliyiikliikte olabilirler. Toprak altinda yasayanlarda gozler kiigiilmiis hatta bazi
tirlerde korelerek deri altinda kalmistir. Gececil olanlarda ise oldukg¢a biiyiiktiir.
Kulaklar da yasam big¢imine gore degisik sekiller gosterirler. Ornegin toprak altinda ve
suda yasayanlarda oldukca kii¢iilmiistiir. Gebelik siireleri 14—170 giin arasinda degisir.
Cogunlugu yilda birka¢ defa dogururlar ve her defasinda 1-18 yavru yaparlar. Kiiclik

kemiriciler iki yildan daha az yasarlar.



2.2 Familia: Muridae (Fareler ve Sicanlar)

Viicut biiytikliigii ev faresinden sigcan biiyiikliigiine kadar degisir. Kuyruk uzun, bedenin
2/3 kadanidir. Kulaklar, gozler ve ardayaklar nispeten biiyiliktiir. Molarlar daima koklii
ve ¢igneme yiizeylerinin {istii kabarik ¢ikintilidir. Kafatasinda biiyiik infroorbital kanal
bulunur. Beslenme, c¢ok cesitli olup tohum ve meyveleri tercih ederler. Kis uykusuna

yatmazlar.

2.3 Genus: Apodemus Kaup, 1829

Apodemus cinsi, disteki enamelin katlanma sekli, tutunucu 6zellikte olmayan kuyruk ve
normal kafatasi sayesinde karakterize edilmektedir. Apodemus cinsi tiirleri kiigiik ve
orta biiyiikliikteki farelerdir. Biiyiik kulaklar ve gdézlere sahiptir. Dorsalde belirgin
sartyla karigsmis koyu kahverengi renkli kiirk hakimdir. Ventral kiirk rengi, kokii solgun
gridir. Kiirkleri genellikle yumusaktir ve hi¢ dikenli degildir. Apodemus cinsi tiirlerinin
dis formiilleri i 1/1 ¢ 0/0 pm 3/3 seklinde olup 16 adet dise sahiptirler. Kuyruk, ince
killarla kaplidir. Cinsin Tiirkiye’de yasadigi bilinen alti tiiri mevcuttur. Bunlar
Apodemus mystacinus, Apodemus sylvaticus, Apodemus flavicollis, Apodemus agrarius,
Apodemus uralensis ve Apodemus whitherbyi’dir (Demirsoy 1996).

2.3.1 Species: Apodemus mystacinus Danford ve Alston, 1877

Dogu Akdeniz’in kayalik bolgelerine 6zellesmis bir kemirici tiiriidiir. Tiirkiye’de sadece

Anadolu’da yayilis gostermektedir (Sekil 2.1).



Sekil 2.1 A. mystacinus'un Tirkiye'deki yayilis alani

Ormanlarin i¢indeki ya da acik alanlarda bulunan kayalik bolgelerde yasarlar

(Dogramaci 1972), (Sekil 2.2).

Sekil 2.2 A. mystacinus’un yasam alani



Dorsal kiirk rengi, soluk griden kizilims1 griye dogru degiskenlik gostermektedir (Sekil
2.3). Yiiz bolgesi baz1 orneklerde biraz daha acikken, geneli dorsal kiirk rengine
yakindir. Karin bolgesiyle, dorsal kisim arasinda hat belirgindir. Kuyruk {ist yiizeyi
dorsalle, alt ylizeyi ise karn bolgesiyle uyumlu olup iki renklidir. Karin kiirkii saf
beyazdan koyu griye kadar varyasyon gosterir. Gogiis lekesi bulunmamaktadir. On ve
ardayaklarin iist kismi beyaz ince, sik killarla ortiiliidiir. Ayak tabanlar ¢iplak, tabandan

geri kalan kisim karin kiirkiine benzer (Dogramaci 1972, Demirsoy vd., 2006).

Sekil 2.3 A. mystacinus’un post karakterleri

A. mystacinus "un diploid kromozom sayis1 2n = 48, otozomal kol sayis1 NFa = 50 ve
NF = 52°dir (Colak vd. 2004). 4 metasentrik ve 2 akrosentrik kromozoma sahip olup X
kromozomu genis akrosentrik, Y kromozomu ise orta biiyiikliikte akrosentriktir (Colak

vd. 2004) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4 A. mystacinus’un Ardanug’tan elde edilen erkek bireyinin karyotip zimogrami
(Colak vd. 2004)

Tiir, 4 alttiire sahiptir. Bu alttiirlerden: A. m. mystacinus Danford and Alston, 1877
Sebil’de, A. m. smyrnensis Thomas, 1903 Bat1 Tiirkiye’de, A. m. rhodius Festa, 1914
Rodos ve Girit Adalari’'nda, A. m. euxinus Allen (1915), Tirkiye’nin kuzeyinde
Altindere (Trabzon)’de kaydedilmistir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5 A. mystacinus alttiirlerinin tanimlanan tip yerlerine gore yayilis alanlar

2.4 Genetik Cesitlilige (Polimorfizm) Neden Olan Mekanizmalar

Son 20 yildir, molekiiler biyoloji, ekolojik arastirmalarda koklii degisikliklere neden
olmustur. Bu siire¢ boyunca bireylerin, populasyonlarin ve tiirlerin genetik olarak
tanimlanmast i¢in kullanilan metodlar neredeyse rutinlesmis ve veri zenginligi
olusturarak bitkilerin, hayvanlarin, fungi, alg ve bakterilerin evrimi ve ekolojisi i¢in
etkileyici yeni yaklagimlar saglamistir. Molekiiler belirtegler, genetik farkliligin
hesaplanmasi, birey hareketlerinin izlenmesi, inbreeding Ol¢limii, bireylerin
tanimlanmasi, yeni tiirlerin belirlenmesi ve yayilisi etkileyen tarihsel olaylarin derinine

inilmesini saglayan araglardir.

Genlerin fonksiyon ve yapilari tiirler arasinda cesitlilik gosterse de, ayni tiiriin bireyleri
arasinda genellikle korunmustur. Bu, ayni tiire ait bireylerin genetik olarak benzer
olduklar1 anlamma gelmemektedir. DNA dizilerinin hem kodlanan hem de
kodlanmayan boélgelerindeki varyasyonlar, iki bireyin kesinlikle ayni genoma sahip
olmadigint gostermektedir. Bu durum, DNA replikasyonu (eslenmesi) sirasinda
meydana gelen rekombinasyon, dublikasyon ve mutasyon olaylariyla degismesinden
kaynaklanmaktadir. DNA ¢esitliligine neden olan bu mekanizmalarin nasil ¢alistig

bilinirse, genetik farklilagsmanin anlagilmasi da kolaylasacaktir (Freeland 2005).
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2.4.1 Mutasyon ve Rekombinasyon

Genetik ¢esitlilik iki siiregle ortaya ¢ikmaktadir: mutasyon ve rekombinasyon. Bir¢ok
mutasyon, bir DNA molekiilii dizisinin yeni DNA ve RNA dizileri olusturmak i¢in kalip
gorevi gordiigli DNA replikasyonu sirasinda meydana gelmektedir. Ne ¢ogalma (iireme)
ne de genetik ifade, replikasyon olmadan gerceklesemez. Replikasyon sirasinda cift
zincirli DNA arasindaki hidrojen baglar kirilir, boylece olusan iki ayr1 DNA zinciri,
yeni olusacak DNA zincirinin sentezlenebilmesi i¢in kalip gdrevi goriir. Yeni zincir
sentezinin sadece 5'—3' yonde gerceklesmesiyle replikasyon mekanizmasi karmasik bir

hal alir (Sekil 2.6)

opoizomeraz

baglanma proteinleri

Sekil 2.6 Replikasyon mekanizmasi (http://dna.microbiologyguide.com/526-biological-
replication-dna-splitting/)

Sentezlenme olayinda DNA polimeraz denilen bir enzime ihtiya¢ duyulur. Bu enzim,
niikleotidleri kalip zincir boyunca eslenik dizilerine baglamakla gorevlidir (G ile C, A
ile T veya RNA i¢in A ile U). Bu siire¢ ¢ift zincirli yeni DNA’nin olusmasina kadar

devam eder.
Replikasyon sirasinda eger bir niikleotid digerinin yerine gegerse, bu durum “niikleotid

degisimleri (substitutions)” olarak adlandirilan hatalarin olusmasina neden olur. Bu

degisimler 2 sekilde gerceklesir: transisyon olayinda piirinler (A ve G) veya pirimidinler
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(C ve T) arasinda degisiklikler olurken, transversiyon olayinda ise bir piirin bir

pirimidinle (veya tersi) yer degistirir (Sekil 2.7).

Genel olarak konugmak gerekirse transisyonlara daha ¢ok rastlanilmaktadir. Eger bir
degisim, kodlanan amino asidin degisikligine neden olmuyorsa bu durum “sinonim
degisimler” olarak adlandirilir. Tersi olan “non-sinonim degisimler” ise farkli bir amino

asidi kodlayan bir kodonu iireterek DNA fonksiyonunda degisikliklere neden olur.

Piirinler A
A

£
Transisyon

Transversivon [ ] B [

v

Sekil 2.7 Niikleotid degisimleri (http://www.els.net/WileyCDA/ElsArticle/refld-
a0005107.html)

Tek niikleotid degisimleri genellikle fenotipik bir etkiye neden olmasa da son derece
onem arz ederler. Ornegin insanlarda goriilen orak hiicre anemisi, glutamik asidin
valinle yer degistirmesine neden olan tek niikleotid degisimiyle meydana gelir ve

mutasyon, homozigot oldugu durumlarda genellikle 6liimciildiir.

DNA replikasyonu, bir dizide birden fazla niikleotidin eklendigi veya cikarildigi
insersiyon ve delesyon (tamami “indel” olarak bilinir) olarak adlandirilan hatalar1 da
icermektedir. Eger bir indel, kodlanan bir bolgede gerceklesirse, kendisinden sonra
gelen biitlin kodonlarin okunma sirast kayar ve “cergeve kaymasi mutasyonlari
(frameshift)’nin gerg¢eklesmesine neden olur. Bu durum gergeklesirse gen dizisi,

fonksiyonunu tamamen kaybeder (Sekil 2.8).
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Amino asit dizisi icin kodlanan asil DNA
DNA S e Fo R g e L P e e L o e e e e e g o
et CATTCACACGTACTCATGCTAT

N
L

- His H Ser H His H Val H Leu H Met H Leu |-

Amino asit

CATTCACACGTACTCATGCTAT

Bir DNA bazinin cerceve kaymasi ile
olusan anormal amino asit dizisi

Sekil 2.8 Cerceve kaymasi mutasyonlari
(http://ghr.nlm.nih.gov/handbook/illustrations/frameshift)

Replikasyon sirasinda gerceklesen bir diger hata da “slipped strand mispairing” olarak
adlandirilir. Bu durumda yeni olusan DNA zinciri, kalip DNA’dan farkli niikleotid
dizilerini icerir. Eger bu olay, mikrosatellit gibi tekrarli dizilerin oldugu boélgelerde
gerceklesirse yeni olusan zincir yerini kaybeder ve yanlis tekrarlar olusur. Boylece
olusan yeni zincir, farkli sayida tekrar igcereceginden kalip zincirden daha uzun veya

daha kisa olacaktir (Hancock 1999) (Sekil 2.9).

Translasyonal
Ack Baslangic
e ATGTCCTTCGTC I M ACCGAGACCTTCTGA W
-35 -10
Baslangic
Kapalh
2
e ATGTCCTTCeTCHE NEEETGA
-35 -10
Transkripsiyonal Bty
gl I
ATGTCCTTCGTCACCGAGACCTTCTGA W
| A0
Baslangic
Kapah
I ATGTCCTTCGTCACCGAGACCTTCTGA
=35 -10

Mor oval: transkripsivon faktérii (TF) veya RNA polimeraz (RNAP)
Sivah kutucuklar: kisa tekrar bolgeleri

ATG: baslangic kodonu

-10/-35: promotor bilge

Sekil 2.9 Slipped strand mispairing mutasyonu
(http://en.wikipedia.org/wiki/Phase_ variation)
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Mutasyonlar sadece bir veya birka¢ niikleotid degisimiyle kisitlandirilmamalidir.
1940’larda Barbara McClintock, “hareketli elementler (transpozonlar)” olarak
adlandirilan genetik degisiklikleri kesfetmistir. Bunlar, genom igerisinde birka¢ bolgeye
hareket edebilen dizilerdir. Bu elementler sadece yer degistirmekle kalmaz, kendileriyle
beraber bir veya birkag geni de tasiyarak onlarin da yer degistirmesine neden olurlar.
Boylece genler veya kromozomlar arasinda genis Ol¢ekte bir yeniden diizenlenme
gerceklesmis olur. Transpozon elementleri diger genlerin arasina girip onlarin
fonksiyonlari bozabilirler ve hatta replikasyon sirasinda kendilerini ¢ogaltip genom

icindeki sayilarini arttirabilirler (Sekil 2.10).

DNA Transpozon _

0/_].!_\\\\'
Transpozon Diger gen

Durdurma A 5
kodopu  ©nZim geni
Transpozon 4 .
enzimi -
e
Transpozon
\ kesilir ve yeni bir
bilgeye girer
Transpozon

Bozulmus gen'

Sekil 2.10 Transpozon elementleri (http://www.genetika.biol.pmf.unizg.hr/pogl17.html)

DNA dizilerini degistiren diger bir anahtar siire¢ de “rekombinasyon (yeniden
diizenlenme)”dur. Birgok birey hayatina tek bir hiicre olarak baslar ve bu hiicre,
organizmanin biiyiimesi ve gelismesi sirasinda bir¢ok kez replikasyona ugrar. Bu tip bir
replikasyon isleminin ger¢eklesmesiyle hiicrenin ¢ogalmasi, “mitoz” olarak bilinir ve

mitoz gecirecek olan hiicre, bireyin tiim kromozom takiminin 2 katini igerir. Diger bir
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deyisle yavru hiicre, ana hiicre ile ayni1 sayida ve ayni yapida kromozomlara sahiptir.
Mitoz, somatik hiicrelerde (viicut hiicreleri) diizenli olarak gerceklesmektedir (Sekil

2.11).

""
(¥ = — - / 2 diploid hiicre

DNA replikasyonu

Sekil 2.11 Mitoz mekanizmasi
(http://moodleshare.org/mod/book/view.php?id=2118&chapterid=266)

Mitoz boliinme normal viicut gelisimi i¢in gerekli olsa da iireme hiicrelerini olusturmak
icin kullanilirsa zorluklara yol acgabilir. Eseysel lireme tipik olarak, yumurta ve sperm
hiicrelerinin bir embriyo olusturmak i¢in bir araya gelmesiyle gerceklesir. Eger yumurta
ve sperm hiicreleri mitoz sonucu iiretilmis olsaydi, her ebeveynden aldiklar1 kromozom
takiminin tamamina sahip olacaklar i¢in olusacak embriyo, normalden 2 kati fazla
kromozom takimini tagirdi ve bu say1 her nesilde 2 kat1 artacagi icin her bireydeki DNA
miktarinin fazlaligindan dolay1 sistem islev yapamayacak hale gelirdi. Mayoz olarak
adlandirilan ve sadece esey hiicrelerini olusturmak i¢in (yumurta, sperm, polen ve spor)

gerceklesen mekanizma ile bu durum atlatilabilmistir (Sekil 2.12).

@ -
©

] DNA replikasyonu

®

7N

@) @\

4 kardes
hucre

0@ @@
Sekil 2.12 Mayoz boliinme

(http://www.daviddarling.info/encyclopedia/M/meiosis.html)
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Diploit tiirlerde (2n kromozom takimina sahip) mayoz, kromozom takiminin sadece bir
setini tagiyan (n) gametlerin olugsmasini saglar ve bu gametler birlestiklerinde diploit
(2n) embriyoyu olustururlar. Mayoz sirasinda homolog kromozomlar (biri anneden
digeri de babadan gelen es kromozomlar) arasinda gergeklesen parca degisimi (crossing

over), rekombinasyona neden olur (Sekil 2.13).

Krossing 4 J,
over

Sekil 2.13 Mayoz sirasinda meydana gelen par¢a degisimi (crossing over) olay1
(http://www.phschool.com/science/biology place/labbench/lab3/crossovr.html)

Bu olay, tek bir kromozom boyunca genlerin yeni kombinasyonlarini ortaya ¢ikartarak
eseyli lreyen taksonlarda genetik cesitlilige katki saglayan ¢ok Onemli bir

mekanizmadir (Freeland 2005).

2.4.2 Genetik polimorfizmlerin populasyona etkisi

1960’larin basina kadar bir¢ok biyolog, genetik mutasyonlarin bireyin uyum giicilinii
arttirdigina veya azalttigina inanip, bir populasyonda gerceklesen mutasyonlari dogal
secilimin bir sonucu olarak gérmiislerdir (Freeland 2005). Bu bakis agis1 “se¢ilimci
(selectionist)” olarak adlandirilmaktadir. Ancak bazi arastirmacilar 1960°da allozim
verilerini kullanarak dogal populasyonlardaki genetik cesitliligin yiliksek seviyelerde
oldugunu ortaya koyunca, dogal sec¢ilimin bir populasyonda bu kadar farkli genotipleri
olusturmasinin mantikli bir agiklamasi olmadigin1 diisiinerek, segilimci teoriyi ¢cok da
akla yatkin bulmamiglardir. Bu siralarda “Molekiiler Biyolojinin Notral Teorisi”

sekillenmeye baslamistir (Kimura 1968). Bu goriise gore bazi mutasyonlar segici bir
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avantaja veya dezavantaja sahip olsalar bile ¢ogu, organizmanin uyumuna ya ¢ok az
etkisi olan ya da hig¢ etkisi olmayacak sekilde notral veya noétrale yakindir. Notralist
bakis agisina gore genetik polimorfizmlerin biiyiik bir kismi sans eseri ortaya ¢ikar ve
rastgele gerceklesen siireclerin bir sonucu olarak populasyon i¢inde devam eder ya da

kaybolur.

Secilimciler ve notralistler arasindaki uzlasmazlik devam etse de, genetik ¢alismalardan
elde edilen verilerin artmasiyla molekiiler degisikliklerin hem rastgele hem de segici
stireglerin etkisinde oldugu yadsinamaz bir gercektir (Freeland 2005). Sonug olarak iyi
desteklenmis bircok molekiiler evrim ve populasyon genetigi teorileri, hem notralist

hem de secilimci teorilerin elementlerini i¢inde barindirmaktadir (Li ve Graur 1991).

2.5 Molekiiler Belirtecler ve Kullammm Alanlari

Biyologlar, amino asit dizilerini ve DNA ile RNA’daki niikleotid dizilerini okumak i¢in
yeni metodlar gelistirdiklerinden beri, filogenileri belirlemek i¢in yeni bir ¢ok teknik

kullanilmaya baslanmistir (Freeman ve Herron 2009).

Sistematik¢iler tiirler arasindaki filogenetik ayrimlari yapabilmek igin protein ve
niikleik asitlerin karsilastirmalarini kullanmaktadirlar. Bu protein ve niikleik asitler,
belirte¢ olarak adlandirilirlar. Belirtecler genel olarak protein belirtegler (izoenzimler)
ve molekiiler belirtecler (RAPD, RFLP, AFLP, SSR vb.) olarak iki grup altinda
toplanabilir. Molekiiler belirtecler ise hibridizasyona dayali belirte¢ler, PZR (Polimeraz
Zincir Reaksiyonu)’a dayali belirtecler ve ESTler (Expressed Sequence Tags) olarak
gruplandirilir. Molekiiler ve genetik anlamiyla belirteg, bir DNA pargasini ifade eder.
Son 10 yildir molekiiler belirtegler hayvan genetiginde, DNA seviyesindeki

polimorfizmleri ortaya ¢ikarmak i¢in anahtar rol oynamuslardir (Vignal vd. 2002)

(Cizelge 2.1).
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Cizelge 2.1 Molekiiler belirtegler ve uygulama alanlari

Polimorfizmin
Varyasyon tipi Nedeni Belirleme Yoéntemi Uygulama Alanlari
RFLP (Restriction Kesim bolgelerindeki | Restriksiyon enzimleriyle ¢ift zincirli DNA'nin Populasyon genetigi, filogeni,
sistematik, genetik
Fragment of Length niikleotid farkliliklar1 | kesimi; elektroforez; bir DNA probu veya haritalama,
Polymorphism) EtBr boyama ile fragmentlerin Southern Blotting QTL.
yapilarak goriintiilenmesi. PZR ile ¢ogaltilan gen
bolgesinin dogrudan kesilerek Agaroz jelde EtBr ile
boyanip yiiriitiilmesi.
DNA dizisinde Populasyon genetigi, tek
Minisattellit (varying rastgele Restriksiyon enzimleriyle DNA'nin kesimi; lokus

number of tandem repeats-

tekrarlanan 10-100
niikleotid

tekrarlanan bolgeye tamamlayici bir DNA probu ile

polimorfizmleri, bireysel

VNTR) uzunlugunda Southern Blotting. genotiplerin tanimlanmasi,

bolgeler pedigree analizleri.
Mikrosatellit (basit DNA dizisinde Tekrarli bolgelerin yanindaki dizilere 6zgii primer | Populasyon genetigi,
tandem rastgele ile evrimsel,

tekrarlar-STR)

tekrarlanan 1-6

PZR amplifikasyonu; ¢ogaltilan fragmentlerin

demogrofik ve ekolojik
genetik,

niikleotid
uzunlugunda elektroforezi. genetik haritalama.
bolgeler
RAPD (Randomly Primerlerin
Amplified baglandig1 Rastgele secilen 1-10 baz uzunlugundaki primerler | Populasyon genetigi, filogeni
bolgelerdeki sistematik, genetik
Polymorphic DNA) niikleotid ile DNA segmentlerinin PZR ile ¢ogaltilmas; haritalama,
farkliliklart ¢ogaltilan fragmentlerin elektroforezi. QTL.
AFLP (Amplified Sik ve nadir restriksiyon bolgelerinin 2 enzimle
Fragment Restriksiyon ve kesimi; Populasyon genetigi, tek
niikleotid adaptdrlerin ligazla baglanmast; segici
Length Polymorphism) yakinindaki PZR lokus polimorfizmleri, birey-
bolgelerdeki sel genotiplerin
niikleotid amplifikasyonu; elektroforez. tanimlanmast,
farkliliklart pedigree analizleri, QTL.
Bir DNA dizisindeki | PZR ile ¢ogaltilan fragmentlerin dizilenmesi;
SNP (Tek niikleotid tek isaretli Evrimsel ve populasyon
varyantlarin tespiti i¢in PZR {irtinlerinin mikroarray
polimorfizmi) niikleotid degisimleri | ile genetigi, genetik haritalama,

hibridizasyonu; kritik sicakliklarda PZR tiriinlerinin
denatiirasyonu ve heterodubleks analizleri vs.

hastalik tanimlanmas.

Belirteglerin kullanim amaglar1 ¢ok ¢esitli olmakla beraber su sekilde siralanabilir:

- Genetik haritalarin hazirlanmasi

- Genetik parmak izi analizleri

- Dogrudan gen etiketlenmesi

- Genlerin klonlanmasi

- Genom analizleri ve organizasyonlari

- Evrimsel gelisim

- Kromozomlarin yeniden yapilandirilmasi ¢aligmalari

- Genetik kaynaklarin ve ¢esitlerin korunmasi ¢aligmalari

- Genetik varyasyon c¢aligmalari
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- Populasyonlar aras1 genetik mesafenin veya filogenetik benzerligin

hesaplanmasi

Su anda en yaygin olarak kullanilan dort temel molekiiler belirteg bulunmaktadir.
Bunlar RFLP, RAPD, AFLP ve Mikrosatellit (ya da SSR-simple sequence repeats-,
STR —short tandem repeats-)’dir.

2.5.1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu’nun prensipleri

Rekombinant DNA teknolojisi, 1970’11 yillarin basinda biyoloji bilimi i¢in bir arag
olarak gelistirilmistir (Arnheim ve Erlich 1992). Rekombinant DNA terimi, dogal
olarak bir arada bulunmasi miimkiin olmayan DNA molekiillerinin birlestirilerek yeni
bir kombinasyonun olusturulmasini ifade eder. Bu teknikteki temel islemler bir dizi
basamagi icerir. Doku ya da hiicrelerden izole edilen DNA molekiillerinin, restriksiyon
enzimleri ile kesilerek olusturulan parcalari, vektor ya da tasiyict bir molekiil ile
birlestirilir. Kendi DNA’s1 ile birlikte {izerinde yabanct DNA molekiilii tasiyan vektoriin
olusturdugu rekombinant DNA molekiilli, bir konak¢i hiicreye aktarilir ve burada
kendini konakg1 hiicre DNA’s1 ile birlikte esleyerek kopyalarini yavru hiicreye aktarir.

Klonlanmis DNA, konakg¢1 hiicrelerden izole edilip incelenebilmektedir (Sekil 2.14).

21



restriksiyon enzim
VerieiDNA L 1 L
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Sekil 2.14 Rekombinant DNA teknolojisi
(http://fig.cox.miami.edu/Faculty/Dana/amplification. gif)

1984 yilinda bilim adamlar1 in-vivo kosullar yerine in-vitro kosullarda ¢ogaltmaya bagh
olarak bir DNA amplifikasyonu prosediirii gelistirmiglerdir. PZR yani Polimeraz Zincir
Reaksiyonu olarak bildirilen bu metodla basit bir enzimatik reaksiyonda, kompleks bir
DNA kalibindan, ¢ok miktarda spesifik bir DNA fragmenti olusturulabilmektedir
(Arnheim ve Erlich, 1992). PZR aracilig1 ile gerceklestirilen gen amplifikasyonu,
klonlama, analiz ve niikleik asit modifikasyonlar1 i¢in kullanilan prosediirleri
kolaylastirarak, molekiiler biyoloji, insan genetigi, evrim, gelisim ve adli vakalar gibi

bir¢ok disiplinde uygulanma olanagi bulmustur.

PZR ile belirli bir bolgeyi cogaltabilmek i¢in hedef DNA’nin niikleotid dizisi hakkinda
bazi bilgilere ihtiya¢ vardir. Bu bilgi, tek zincirli hale getirilmis DNA’ya baglanacak
olan iki oligoniikleotid primerin sentezi i¢in kullanilir (Arnheim ve Erlich 1992).
Oligoniikleotidler, DNA polimeraz enzimi tarafindan katalize edilen bir seri DNA

sentez reaksiyonlarinda primer olarak gorev yaparlar (Sekil 2.15). Bu
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oligontikleotidlerin baz dizileri birbirlerinden farkli olup her bir oligoniikleotid, kalip
gorevi goren cift sarmal DNA molekiiliiniin tek sarmalina tamamlayicidir. Iki
oligoniikleotid primere ilaveten, reaksiyonda bir 1siya dayanikli DNA polimeraz ve 4

dNTP molekiilii yer alir.

.
,: " Lol |
Il T ...._.-"'7.

KALIP | - "
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Cou 2
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Sekil 2.15 Primer-kalip baglanmasi
(http://cmgm.stanford.edu/biochem/biochem201/Slides/DNA%20Synthesis/Te

mplate%20Primer.JPG)

PZR reaksiyonunda ii¢ temel basamak mevcuttur. Bunlar sirasiyla: Denatiirasyon,

Baglanma (Annealing) ve Uzama (Extension) asamalaridir.

1. Denatiirasyon: Cift zincirli DNA’nin tek zincir haline getirildigi basamaktir
(Sekil 2.16). Buna gore ilk adimda, ¢ogaltilacak olan DNA, denatiire edilerek
tek zincirli hale getirilir. Iki oligoniikleotid primer, 1siya dayanikli bir DNA
polimeraz ve 4 adet ANTP’den olusan reaksiyon karigimi i¢cinde bulunan DNA,

90-95°C’de 5 dakika siireyle 1sitilarak denatiire edilir.

Sekil 2.16 Denatiirasyon
(http://www.enigmadiagnostics.com/template2.php?page=technology.php&

m=2)

23



2. Baglanma (Annealing): Primerlerin baglandigi basamaktir (Sekil 2.17). Sicaklik
50 ila 70°C arasinda bir degere diisiiriiliir ve primerlerin tek zincir haline
getirilmis DNA’ya baglanmasi saglanir. Bu primerler, 15-30 niikleotid
uzunlugunda yapay oligoniikleotidlerdir. Cogaltilacak olan DNA bdlgesinin
uclarindaki tamamlayici dizilere 6zgiil olarak baglanarak kalip DNA’nin sentezi

i¢cin baslangi¢c noktas1 gorevi yaparlar.

LHIIL
! gull

Sekil 2.17 Baglanma

(http://www.enigmadiagnostics.com/template2.php?page=technology.php&m
=2)

R—

3. Uzama (Extension): DNA Polimeraz enzimi tarafindan zincir uzamasinin
gergeklestirildigi basamaktir (Sekil 2.18). DNA sentezi 65 ila 75°C arasinda
gergeklesir. Polimeraz enzimi, niikleotidleri 5° ucundan 3° ucuna dogru
ekleyerek, primerlerin uzamasini saglar ve hedef DNA’nin iki zincirli kopyasini

olusturur.

Sekil 2.18 Polimeraz enzimi baglanmasi ve zincir uzamasi
(http://www.enigmadiagnostics.com/template2.php?page=technology.php&m=
2)

24



PZR reaksiyonlarinda 6nceden polimeraz enzimi olarak E.coli’nin DNA Polimeraz I
enziminin Klenow Fragmenti kullanilmaktaydi (Arnheim ve Erlich 1992). Klenow
Fragmenti sicaklia dayanikli olmadigindan, her PZR dongiisiinde denatiirasyon
asamasindan sonra yeniden enzim ekleme zorunlulugu duyulmaktaydi. Bu durumun
iistesinden gelebilmek igin sicak su kaynaklarinda yasayan Thermus aquaticus
bakterisinden DNA Polimeraz enzimi izole edilmistir. Thermus aquaticus’dan sicaga
dayanikli DNA Polimeraz enziminin izolasyonu, primer baglanmasi ve uzatilmasinin
yiiksek sicakliklarda uygulanmasina izin vermistir. Boylece hedef olmayan sekanslarda,
yanlis baglanmalar azalmistir. Bu enzimin bulunmasinin diger bir avantaji da sicakligi

kontrol edilebilen otomatik PZR makinelerinin kullanilabilmesine olanak saglamasidir.

PZR, bir zincir reaksiyonudur, ¢iinkii yeni DNA zincirlerinin sayis1 her dongilide iki
katina ¢ikmaktadir ve yeni zincirler bir sonraki dongiide kalip gorevi goriirler. Bir
dongii 4-5 dakika stirer ve pek cok kez tekrar edilir. 20-30 dongili sonunda, DNA
miktarinda yaklagik 1.000.000 kez artis olur. Islem, 1s1 dongiiciisii (thermocycler)
denilen makinelerde, dongii sayist ve sicakliklar1 Onceden belirlenen programlarla

otomatik olarak gergeklestirilir (Sekil 2.19).
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Sekil 2.19 Bir zincir reaksiyonu olan PZR
(http://fig.cox.miami.edu/Faculty/Dana/amplification.gif)

2.5.2 Poimeraz Zincir Reaksiyonu’nun avantajlar

Polimeraz Zincir Reaksiyonu ii¢ sekilde karakterize edilebilir: se¢icilik, duyarlilik ve
hiz. PZR ile yapilan klonlama iglemi, konak¢1 hiicre ile yapilan klonlama isleminden
daha avantajlidir. PZR reaksiyonu hizlidir ve konakgi ile yapilan klonlama islemi
haftalar alirken, PZR ile yapilan klonlama islemi birka¢ saat iginde
tamamlanabilmektedir. PZR primerleri, bilgisayar program destekli aletlerde

olusturulabildigi gibi, ticari olarak sentezlettirilmesi de ekonomiktir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu ¢ok hassastir ve ¢ok kiiclik miktarlardaki DNA 6rnegi

veya ham, islenmemis hiicre lizatlar1 da miikemmel kaliplar olarak is gérmektedir.
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Bu avantajlar1 ile PZR yonteminin ¢ok genis kullanim alanlar1 mevcut olmakla beraber
cesitli PZR yontemleri de bulunur. Bu yoOntemler, kullanilan belirtece gore

adlandirilmaktadir.

2.5.3 PZR-RFLP metodu

Restriksiyon enzimleri, E. coli susunun A fajiyla enfekte olmasi iizerine Verner Arber
tarafindan 1979°da kesfedilmislerdir (Altukhov ve Salmenkova 2002). Arber, bakteri
icindeki faj DNA’smin kesildigini ve fajin enfekte 6zelligini kaybettigini gostermistir.
Daha sonra, sadece fajin degil bir bakteri hiicresine giren herhangi bir yabanct DNA’nin
da bu sekilde noétralize edildigi bulunmustur. Kesim, “restriksiyon endoniikleazlar”

denilen 6zellesmis enzimlerle gerceklestirilmektedir.

Bu enzimler kendi DNA’larina kayitsiz olduklar1 i¢in, bu olgu bir hiicre koruma
mekanizmas1 olarak is gormektedir. Sorun su ki neden restriksiyon endoniikleazlar
kendi DNA’lar1 yerine yabanci DNA’lar1 keserler? Restriksiyon endoniikleazlarin

sadece tanima bolgeleriyle tepki verdikleri bulunmustur.

Restriksiyon endoniikleazlarla DNA kesimi, cift zincirli DNA’nin kirilmasiyla biri
digerinden birkac¢ niikleotid daha uzun olan “yapiskan” u¢lu DNA fragmentlerinin

(pargalarinin) olusmasina neden olur (Sekil 2.20).

[FORE ]

Ayrilma l EcoRl

Yapiskan uclar

5' I G /I.I"',.".TT'I:I:H?
S CTTAA ) ——

Sekil 2.20 Restriksiyon endoniikleazlarla (ECORI) DNA kesimi ve sonrasinda olusan
yapiskan uglar (http://symposcium.com/2012/07/19/qa-why-do-bacteria-
have-restriction-enzymes/)
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Bir parcanin yapiskan ucu, diger parcanin sonuna eklenebilecek sekilde hazirdir. Bu
durum, farkli kaynaktan elde edilen DNA molekiillerinin birlestirilmesiyle ortaya ¢ikan

“Rekombinant DNA teknolojisi”’nin temelini olusturmaktadir.

Gliniimiizde farkli tanima ve kesim bdlgelerine sahip birkag ylizden fazla restriksiyon
enzimi tanimlanmistir (Vogel ve Motulsky 1997). Restriksiyon endoniikleazlar
klonlama sonrast gen ifadesi ¢aligmalari, DNA polimorfizmlerini belirleme gibi farkl
deneysel amagclar i¢in kullanilmaktadir. DNA polimorfizmlerini belirlemek igin
kullanilan metod “RFLP” olarak tanimlanmaktadir. Burada DNA fragmentleri, basit
genetik belirtecler olarak kullanilir.

RFLP analizleri, ya tiim bir genom (niikleer veya organel) veya DNA’nin belirli bir
pargas iizerine uygulanabilir (Freeland 2005). Geleneksel metodda DNA, bir veya daha
fazla enzimle kesilip olusan fragmentler jel tizerinde kosturulur (Sekil 2.21). Bunlar
hepsi prob olarak adlandirilan, floresan veya radyoaktifle isaretli bir dizinin c¢ok
miktarda tek zincirli kopyasini igeren bir sivi soliisyondaki membran {izerine transfer
edilir. Tek zincirli problar kendisine eslenik diziyi iceren bantlarla hibridize olurlar ve
bu bantlar floresan veya radyoaktif isaretlerinden taninabilirler. Bant sayisi, arastirilan
gen bolgesine ve kesim icin kullanilan enzime baghdir. Ornegin, tiitiin kloroplast
DNA’sinin Alul kesimiyle 341 bant olusurken, EcoRV ile ancak 36 bant ortaya
cikmustir (Shinozaki vd. 1986). Ayni enzimler insan mitokondriyal DNA’sinda sirastyla
64 ve 3 bant olusturmustur (Anderson vd. 1981). Bireyler arasindaki isaretli bantlarin
say1 ve miktarinin karsilastirilmasiyla toplam genetik benzerlik hesaplanabilmektedir.
Bu metod nispeten biiyiik miktardaki DNA’larin goriintiilenmesi i¢in kullanighdir fakat

oldukea kiilfetli ve zaman alicidr (Freeland 2005).
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Sekil 2.21 Geleneksel RFLP metodu (http://www.scq.ubc.ca/dna-fingerprinting-in-the-
standardization-of-herbs-and-nutraceuticals/)

RFLP olusturmada daha basit bir metod ise 6ncelikle DNA’nin belirli bir bolgesini PZR
ile ¢ogaltmak ve daha sonra bu iiriinleri restriksiyon enzimleriyle kesmektir. Bu

fragmentler yiiksek ¢oziiniirliikli bir jelde (agaroz veya poliakrilamid) kosturulduktan

sonra goriintiilenebilir (Sekil 2.22).
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Sekil 2.22 PZR-RFLP metodu (http://www.seafoodid.com/pcr_rflp.html)
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2.5.4 DNA dizileme yontemi

DNA dizilemedeki en yaygin yontem, 1970’lerin ortalarinda Frederick Sanger
tarafindan gelistirilen “Sanger yontemi”dir. Bu protokol bir anlamda PZR’ye benzer
olarak tek niikleotidlerle beraber DNA polimeraz enzimi kullanilip DNA’nin tek

zincirinin sentezini igermektedir.

[k olarak diziler, kalip DNA boyunca sadece tek yonde olusturulsun diye, sentez igin
bir baslangi¢ noktas1 olarak tek bir primer kullanilir. Ikinci olarak, deoksiriboz yerine
dideoksiriboz sekeri iceren niikleotidler reaksiyona katilir. Dideoksiriboz, deoksiribozun
3'-OH grubunu kaybetmis halidir (Sekil 2.23) ve bu olmadan bir sonraki miikleotid,
uzayan DNA zincirine eklenemez, bdylece ne zaman dideoksiribozlu bir niikleotid

reaksiyona katilirsa sentez sonlanacaktir.

P\ P\
P P
P\ I;'\
5'CH2 Base 5'CH2 Base
3I 3!
OH H=5" No OH

Normal dNTP ddNTP

(DNA sentezi devam eder) (DNA uzamasi durur)

Sekil 2.23 Deoksiriboz ve dideoksiriboz yapisindaki niikleotid
(http://www .uic.edu/classes/bios/bios100/lectures/techniques.htm)

Sanger dizileme, 4 ayr1 reaksiyonda devam eder. Her reaksiyon tiiplinde primer bagh
tek zincirli DNA 6rnegi bulunur. Bir sonraki adimda tiiplere DNA polimeraz ve 4 tip
dNTP (deoksiriboniikleotid trifosfat- dATP, dGTP, dTTP, dCTP) ilave edilir (Sekil
2.24).
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Sekil 2.24 Dort tip ANTP nin formiilsel gortintimii (http://www.medibena.at/80mm-
dntp-mix-20mm-each-02-31.html)

Ayrica her tiipe ddNTP (dideoksiniikleotid trifosfat- ddATP, ddGTP, ddTTP,
ddCTP)’lerden bir tanesi az miktarda ilave edilir. ANTP’lerden biri ya da primer, daha
sonra dizi analizini yapabilmek i¢in radyoaktiviteyle isaretlenir. Her tiipe DNA
polimeraz konularak primer, kalip zincirin tamamlayicisini olusturacak sekilde 5'— 3'
yoniinde uzatilir. DNA sentezi gerceklesirken polimeraz, uzayan zincire dNTP yerine
ara sira ddNTP katar. Dideoksiniikleotid yapisinda 3'-OH bulunmadig i¢in diger
niikleotid ile 3' bag1 yapamaz ve DNA sentezi durur (Sekil 2.25).

dNTP ve ddNTP'ler kullamlarak farkh uzunluktaki DNA zincirleri
olusturulabilir.

Kahp DNA

Bl | 1 b il el

. : \gt\ Sitozin (C)'e sira gelince ddGTP
Lol i sentezi durdurur, Guanin, Timin ve

H

Adenin'e sira geldigi zaman
sirasiyla ddCTP, ddATP ve ddTTP
H sentezi durdurur

:
G E T T A

Radyoaktif isaretli
primerler

Sekil 2.25 dANTP baglanmasi sonucu duran DNA sentezi sonucunda olusan fragmentler
(http://www.uic.edu/classes/bios/bios100/lectures/techniques.htm)
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Manuel dizilemede her bir reaksiyon tiipiindeki DNA parcalar jel elektroforezinde yan
yana yliklenerek ayristirilir. Bantlar giimiis boyama ya da radyoaktif isaretleyicilerin
kullanilmastyla otoradyografi teknigi uygulanarak goriintiilenir. Asagidan yukar1 dogru
okunan niikleotid dizisi kaliba tamamlayici olan DNA zincirinin 5'— 3' yoniindeki

dizisine karsilik gelir (Sekil 2.26).
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Sekil 2.26 Sanger metodunun manuel uygulamasi

(http://www.genome.ou.edu/3653/Lecture20-10_11_06.html)

DNA dizi analizi biiylik ¢aptaki genom dizisi projelerinde otomatik hale gelmistir ve bu
sistemde giinde ylizbinlerce niikleotid dizisini  belirleyebilen = makineler

kullanilmaktadir. Bu islemde, dort dideoksiniikleotid analoglarindan her biri farkl
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floresan boya ile igaretlenir. Genel olarak Guanin (G) i¢in siyah, Adenin (A) i¢in yesil,
Timin (T) i¢in kirmiz1 ve Sitozin (C) i¢in mavi renkli isaretleyiciler kullanilmaktadir.
Tiim isaretli ddNTP’ler tek bir tiipe ilave edilir ve primerler DNA polimerazla
uzatildiktan sonra reaksiyona katilmayan primer, ddNTP gibi reaksiyon artiklarinin
uzaklastirilmas: amaciyla “etanol presipitasyon” teknigi uygulanarak dizi reaksiyon
tirlinleri piirifiye edilmektedir (saflagtirma). Bu teknikte reaksiyon triinleri ayn1t DNA
izolasyonunda oldugu gibi tuzlar (Na asetat-EDTA) ve alkol ile pellet halinde
coktiiriilmektedir. Pelletler, formamid iceren bir soliisyonda c¢oziinerek dizileme
cihazina yiiklenir ve okuma gergeklestirilir. Sonucgta her biri bir niikleotide karsilik

gelen renkli pikler elde edilmektedir (Sekil 2.27).
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Sekil 2.27 Otomatik DNA dizileme yontemi
(http://www .uic.edu/classes/bios/bios100/lectures/techniques.htm)
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2.6 Genetik Calismalarda Kullanilan DNA Belirtecleri

Eseyli iireyen organizmalarin yavrulari her ebeveynden yaklasik olarak DNA’nin
yarisini miras alirlar. Diploid organizmalarda niikleer genomdaki her lokusda bir allel
anneden digeri ise babadan kalitilmaktadir. Bu durum “biparental kalittim” olarak
adlandirilir. Ancak eseyli lireyen organizmalarda bile her iki bireyden de DNA’nin

3

tamam1 kalitilmaz. Mitokondri ve plastid genomlari, “uniparental kalittim™ olan iki
Oonemli istisnai organeldir. Bunlarin ikisi de hiicre ¢ekirdeginin digsinda bulunurlar.
Mitokondri, hem hayvan hem de bitki hiicrelerinde yer alirken, plastidler sadece bitki
hiicrelerinde bulunan organellerdir. Organeller tipik olarak siiper-halkasal ¢ift zincirli

DNA igerirler ve bu genomlar, niikleer genomdan daha kiigiiktiirler (Sekil 2.28).

mitokondriyal

genom
(29-37 kb')

Sekil 2.28 Mitokondri ve plastid genomlarinin karsilagtirmali goriintiisii (Smith vd.
2012)

Ormegin yaklasik olarak 15000-17000 baz cifti uzunlugundaki memeli mitokondri
genomu, hayvan niikleer genomundan 10000 kat daha kiiciiktiir. Organel genomlar1 her
ne kadar kii¢iik olsalar da hiicre i¢indeki sayilar1 fazladir. Her insan hiicresi normalde
100-10000 mitokondri igerir. Organel genomlarindan elde edilen molekiiler belirtegler,
ozellikle hayvan mitokondriyal DNA’sinin kullanimi, niikleer genomda bulunmayan
ozelliklerinden dolay1 ekoloji ve populasyon genetigi ¢aligmalarinda son derece popiiler

hale gelmistir (Freeland 2005).
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2.6.1 Hayvan mitokondri DNA’sinin (mtDNA) o6zellikleri

Mitokondri, besinden enerji eldesi slirecinde hiicresel solunumda birincil olarak gorevli

organeldir (Sekil 2.29).
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Sekil 2.29 a. Mitokondrinin elektron mikroskobu goriintiisii ve sematik gosterimi
(http://academic.brooklyn.cuny.edu/biology/bio4fv/page/mito.htm),

b. Mitokondrinin enerji eldesi mekanizmasinin sematik gosterimi
(http://hyperphysics.phy-astr.gsu.edu/hbase)

Hayvan mtDNA’s1 13 protein kodlayan gen, 22 tRNA ve 2 rRNA geni icermektedir.
Ayrica replikasyon ve transkripsiyonun baslangicinda gorevli bir kontrol bdolgesi
(control region-D-loop) vardir (Sekil 2.30). Cogu bolge essizdir (6rnegin tekrarh diziler
icermez) ve genlerin arasinda veya transkribe edilen genlerin icinde bos diziler
oldugunu gosteren ¢ok az kanit vardir. Farkli hayvan tiirlerinde mitokondriyal genlerde
bazi yeni diizenlenmeler olsa da, tiim yapi, biiyiikligli ve genlerin dizilisi nispeten
korunmustur. Bir¢ok hayvanda mtDNA maternal (anneden) kalitilir, bunun anlami
mtDNA’nin yavruya anneden ge¢mesidir. Ancak bazi ¢aligmalar maternal kalitimda
istisnai durumlar olabilecegini gostermistir. Farelerde (Gyllensten ve Wilson 1987),
kuslarda (Kvist vd. 2003) ve insanlarda (Shwartz ve Vissing 2002), mtDNA’nin

yavruya babadan gectigi paternal sizintilar oldugu ortaya konulmustur.
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Sekil 2.30 Mitokondriyal DNA vyapist ve igerdigi gen bolgeleri (Altukhov ve
Salmenkova 2002)

Midye tiirlerinin ¢ogunda hem maternal hem de paternal kalitim goézlenmis olup, bu
calismalara gore mtDNA, disi bireye tamamen anneden ancak erkek bireye hem
anneden hem de babadan ge¢mektedir. Yani erkek bireyler klasik bir “heteroplazmi”
(tek bir bireyde mtDNA’nin birden fazla ¢esidinin bulunmasi) 6rnegi sergilemis olurlar
(Freeland 2005). Ayrica bu durum mtDNA’daki rekombinasyonu da kanitlamaktadir
(Ladovkakis ve Zauris 2001, Burzynski vd. 2003, Shao vd. 2005, Guo vd.. 2006).
Heteroplazminin varligi insan mtDNA’s1 iizerine yapilan caligmalarla da ortaya

konmustur (Bromham vd. 2003).

Bunlarin disinda mtDNA’nin “yalanct gen (pseudogen)” igerdigi de ortaya konmustur.
Mitokondriyal gen kopyalart hiicre ¢ekirdegine geger ve pseudogen halini alir (ya da
tam tersi) (Zhang ve Hewitt 1996, Bensasson vd. 2001, Thalman vd. 2004, Dubey vd.

2009). Bu problemin iistesinden gelebilmek i¢in mitokondriyonun uzun bir bolgesinin
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gen dizilerini ¢ikarmak veya mtDNA’nin halkasal yapisini kullanarak molekiil geg¢isini
test etmek icin akilci, uzun PCR stratejileri kullanmak gerekmektedir (Thalmann vd.

2004).

Biitiin bu aksiliklerine ragmen, hayvan populasyon genetigi calismalarinda mtDNA’nin
siklikla tercih edilmesinin bircok nedeni vardir (Freeland 2005). Bunlarin ilki,
mtDNA’nin ¢alisilmasi nispeten kolaydir. Kiiclik olmas1 ve gen dizilisinin korunmasi
cok c¢esitli omurgali ve omurgasizlarda mitokondriyal bdlgelerin ¢ogaltilmasini
saglayacak evrensel primerlerin olusturulmasina avantaj saglamistir. Bunun anlamu, tiire

0zgii baslangi¢ primerine ihtiya¢ duymadan bu evrensel primerlerin kullanilabilmesidir.

Ikinci olarak, gen dizilisi korunmus olsa da toplam mutasyon orani mtDNA’da
yiiksektir (Avise 2000). Memeli mtDNA’sindaki sinonim degisimlerin orani yilda 5,7 x
10 olarak hesaplanmustir (Brown vd. 1982). Bu bulgu, protein kodlayan niikleer genin
degisim hizindan 10 kat daha fazladir (Brown vd. 1979). Ozellikle kontrol bolgesi (D-
loop-Diplacement loop), bir¢ok taksonda daha hizli degisime ugramaktadir. Bu bolge
mitokondriyal genomdaki asil kodlanmayan bolgedir. Kodlanmayan yapisindan dolay1
mitokondriyal genomun geri kalan kismindan 10 kat daha fazla degisim hizina sahip,
yiiksek derecede cesitlilik gosteren bir bolgedir (Greenberg vd. 1983, Freeland 2005).
Bolge boyunca degisim orani sabit degildir. Memeli kontrol bolgesinde hem baz dizilisi
hem de cesitlilik oran1 bakimindan 3 farkli kisim tanimlanmistir. Bunlar: ETAS (the
extended termination-associated), CD (central domain) ve CSB (conserved sequence

block) (Sbisa vd. 1997) (Sekil 2.31).

| ETAS | D | CsB |

tR\-,;m I R é JENA-The

f
24 bp Duplication \ o 0
“CS5B1-Like”Element H
1 ":IE

Sekil 2.31 Memelilerde mtDNA kontrol bolgesinin sematik diyagrami (Doda vd. 1981,
Matson ve Baker 2001)
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ETAS ve CSB bolgeleri daha hizli degisim gosteren bolgelerken, CD c¢ok uzak
taksonlar arasinda bile ¢ok korunmus bir bolgedir (Bellinvia 2004). Farkli degisim
oranlar1 igermesinden dolayr kontrol bolgesi, populasyon analizleri (ETAS ve CSB
bolgeleri kullanilarak), hem tiirler arast hem de tiir i¢i filogenetik ¢alismalar (tim
kontrol bolgesi) ve tiim ailesel seviyedeki ¢alismalar (CD bolgesi kullanilarak) igin iyi
bir adaydir (Matson ve Baker 2001).

mtDNA’daki yiliksek mutasyon oraninin nedeninin metabolik solunum {iriinlerinin
birikimi ve niikleer DNA’ya oranla tamir mekanizmasinin ¢ok iyi olmamasindan
kaynaklandig1 distiniilmektedir (Wilson vd. 1985). mtDNA’da transisyon mutasyonlar
fazladir (Brown vd. 1982). Mitokondriyal genlerin daha hizli evrimi, 6zellikle sinonim
bolgelerde niikleer genlerden daha fazla niikleotid degisimi gosterdikleri anlamina
gelmektedir (Goto ve Kimura 2001, Overton ve Rhoads 2004). Mitokondriyal ve
niikleer genler arasindaki filogenetik yaklasimlari etkileyen bir diger temel farklilik ise
mtDNA’nin daha fazla niikleotid kompozisyonu egiliminde olmasidir ki 6zellikle

boceklerdeki A+T egilimi ¢ok yiiksek seviyede fazladir (Simon vd. 1994).

Nedeni ne olursa olsun, bu yiiksek mutasyon orani, mtDNA’nin nispeten yiiksek
seviyelerde ¢esitlilik gdstermesini ve bdylece populasyon i¢i ve populasyonlar arasi

genetik soylarin ortaya konulmasini saglamaktadir (Avise 2000, Freeland 2005).

mtDNA’nin niikleer genlere gore tercih edilmesinin diger bir sebebi ise, bazi istisnai
durumlar hari¢c mtDNA maternal kalitildigindan dolay1 rekombinasyonun olmamasidir
(Birky 2001). Boylece niikleer genlere gore mitokondriyal soylarin tanimlanmasi daha
kolay olmustur. Ciinkii eseyli iireyen organizmalarin gen havuzlarinda iki bireyin
rekombinasyona ugramis genleri birikmektedir. mtDNA’nin etkili klonal kalitimi,
bireysel soylarin zaman i¢indeki takibini kolaylastirir ve filocografya caligmalarinda

mtDNA dizilerinin daha fazla kullanilmasini elverisli kilar (Freeland 2005).
Son olarak mtDNA’nin haploid olmasi ve tek ebeveynden kalitilmasi, diploid niikleer

DNA’nin populasyon miktarinin ¢eyregi kadar etkili olmasina sebebiyet verir. Bu

durum mtDNA’nin darbogaz gibi demografik olaylara daha duyarli olmasina neden olur
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(Freeland 2005). Darbogaz olayi, hastalik veya katastrofik durumlar gibi populasyon
miktarinin gecici olarak azaldigi durumlarda meydana gelir. Populasyon kendini ¢abuk
toparlasa bile, niikleer genotiplerle karsilastirildiginda hayatta kalan mitokondri haplotip
sayisi nispeten daha az olacaktir. Bdylece populasyon iizerine darbogaz etkisinin

anlagilmasi, mtDNA ile daha kolaylasacaktir.

Son 3 milyon yil igerisinde global iklim dalgalanmalari buzul devirlerin olugsmasina
onciiliik etmistir. Bunun kagmilmaz bir sonucu olarak boreal, iliman ve tropikal
alanlarda yasayan bir¢cok organizmanin yayilis alanlarinda biiytik degisiklikler olmustur.
Bu tarz alan degisikliklerinin genetik sonuglarinin olmasi beklenir ve gelisen DNA
teknolojisi bu durumun arastirilabilmesi i¢in en uygun belirtegleri iiretir (Hewitt 2000).
Populasyonlarin, tiirlerin ve topluluklarin su anki genetik yapist 6zellikle Kuvaterner
buzul donemi sirasinda olugsmustur. Hayvan mtDNA’s1 sayilan biitiin bu 6zelliklerinden
dolay1 Kuvaterner donem ve filocografik calismalarda tercih edilmektedir (Hewitt 2004,

Vidya vd. 2009).

2.7 Populasyon I¢i ve Populasyonlar Arasi Genetik Cesitliligin Nedenleri

Genetik cesitlilik, birgok faktdrden etkilenir ve bdylece populasyonlar arasinda 6nemli
farkliliklar ortaya koyar (Freeland 2005). Genetik siiriiklenme, populasyon darbogazi,
dogal secilim ve eseysel secilim genetik cesitlilige neden olan baglica faktorlerdir.
Ancak bu faktorler, genetik c¢esitlilige beraber etki edebildiklerinden dolayi, iki
populasyon farklilastigi ~ zaman hangi faktoriin  dogrudan etkili  oldugu

belirlenemeyebilir.

2.7.1 Genetik siiriiklenme

Genetik siirliklenme, bir nesilden digerine populasyonlarin allel frekanslarini sans eseri
degistiren bir siirectir. Bu durum, populasyondaki iireme basarisindaki ¢esitlilikle, bazi
bireylerin digerlerinden daha fazla yavrulamasi sonucu ortaya ¢ikar. Sonug olarak tiim
alleller hayatta kalmaz ve boylece allel frekanslari bir nesilden digerine dalgalanma

gosterir. Genetik stirliklenme allel frekanslarini rastgele gerceklesen olaylar sonucu
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degistirdigi i¢in bu farklilagmalar, non-adaptif (uyumsal olmayan) evrimsel degisiklikler
diizeyinde gerceklesir (Freeland 2005). Genetik siirliklenme, kii¢iik populasyonlarda
daha etkilidir. Segilim etkisi olmadig1 durumda siiriiklenme, kisa bir zaman diliminde ya

her alleli sabitler ya da yok olmaya iter. Boylece genetik ¢esitlilik artmis olur.

Genetik siirtiklenme nispeten genis populasyonlari etkilese de etkinin gergeklesebilmesi
icin daha ¢ok zamana ihtiya¢ vardir. Siiriiklenme populasyon genetiginde etkili bir
giictiir ve bir populasyonun genetik yapisinin en 6nemli teorik 6l¢limlerinin temelini
olusturur ki bu da “etkili populasyon biiyiikliigiidiir (Ne)” (Freeland 2005). Bir
populasyonun temel 6l¢iisii onun biiyiikliigiidiir. Basit bir sekilde diisiiniiliirse biiyiik
populasyonlarin hayatta kalma sansi, kii¢ilk populasyonlara gore daha fazladir. Bu
nedenle Diinya Koruma Orgiiti (World Conservation Union-IUCN), populasyon
miktarini, c¢esitliligin bir anahtar1 olarak goriir ve kullanir. Buna gore eger bir
populasyonda yetiskin birey sayisi 50’den az ise o populasyon kritik derecede tehlike
altindadir. Basit bir sekilde, belirli bir populasyondaki birey sayis1 populasyon miktarini
temsil etmektedir (Nc-Cencus population size). Populasyon genetigi bakis agisinda
konuyla ilgili uygun bir 6l¢iim olan Ne kullanilmaktadir. Bir populasyonun Ne degeri,
genetik stiriiklenmenin ardindan gergeklesen genetik ¢esitliligin oranini verir ve bu oran

bir populasyonun Ne degeriyle ters orantilidir.

2.7.2 Populasyon darbogazi

Bir populasyondaki birey sayisi, kisa bir siire i¢in azaldigi zaman sadece ¢ok nadir olan
allellerin, siirliklenme yiiziinden kaybolma egilimi altinda oldugu gosterilmistir (1981,
1982). Bu durum “darbogaz (bottleneck)” olarak adlandirilir. Genetik ¢esitlilik
Olgiimleri diizenli bir azalma gostermedigi icin darbogazin tespiti biraz kafa

kanistiricidir (Freeland 2005).

Darbogazdan sonra allel cesitliliginin azalmasi beklenen heterozigotluk (He) degerini
diistiriir. Ciinkli Hardy-Weinberg esitligi altinda daha az allel, beklenen heterozigotlugu
diistirme egiliminde olacaktir. Ayni1 zamanda goézlenen heterozigotluk (Ho) artisi,
populasyonlarin maruz kaldigi son darbogaz i¢in kullanigl bir gosterge olabilir (Luikart

ve Cornvet 1998).
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2.7.3 Kurucu etkisi

Yeni bolgelere giden veya goétiiriilen bir grup kurucu birey tarafindan kurulan ilk
populasyon genellikle kiigiiktiir. Yeni populasyondaki allel frekanslarinin sadece sans
eseri kaynak populasyondan farkli olmasi olasidir. Bu olay bir darbogaz tipi olan
“kurucu etkisi” olarak adlandirilir. Kiigiik bir organizma grubu tarafindan yeni bir
populasyonun kurulmasi tipik olarak sadece yeni bir populasyonun olusumunu degil,
ayn1 zamanda yeni ve eski populasyon arasindaki farkliliklarin ani evrimini de ifade

etmektedir (Freeman ve Herron 2009).

2.7.4 Dogal secilim

Charles Darwin’in dogal sec¢ilim yoluyla evrim teorisi, bir tiiriin adaptasyonu ile
aciklanmistir. Adaptasyonlar, organizmalara, besin bulma veya predatorlerden kagma
gibi avantajlar saglayarak, onlarin bulunduklar1 ortamlardaki kaynaklar1 en iyi sekilde
kullanmalarin1 saglar (Baker 2005). Kaynaklar kisitliysa adaptasyonlar, organizmanin
dogurganligini arttirma egilimindedir ve bu adaptasyonlar tiir igerisinde yayginlagsir.
Diger taraftan ¢evresel sartlar degistigi zaman, se¢ilim baskisi ortaya ¢ikar. Bunun bir
sonucu olarak, tiirler zaman igerisinde oldukca farkli 6zellikler edinebilirler ve bunlar

daha sonra farkli taksonomik tiirler icerisinde soylara ayrilabilirler.

Genetik cesitlilik, dogal se¢ilimden etkilenir. Bu siire¢, bir populasyondaki genetik
olarak farklilagmis bireyler veya genotiplerin kademeli olarak ¢ogalmasi sonucu ortaya
cikar (Li 1997). Dogal secilim, tim genetik cesitliligi arttiran ya da azaltan farkli

yollarla allel frekanslarin1 degistirir.

2.7.5 Eseysel secilim

Dogal segilimin bir sekli olan eseysel sec¢ilim, bireyler arasinda es edinebilme
yetenegindeki farkliligin bir sonucu olarak ortaya c¢ikar. Populasyon genetigi
calismalari, eseyli iireyen populasyonlarda, esey tercihi ya da esey edinilmesi yollarinda

meydana gelen degisimlerin, hizli bir sekilde atasal populasyondan farklilasmalara
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neden olabilecegini gostermistir (Fisher 1958, Lande 1981, 1982, Higashi vd. 1999).
Burada anahtar 6neme sahip olan nokta, eseysel secilimin dogrudan gen akisini
etkilemesi ve etkin bir gekilde farklilagmaya neden olmasidir (Freeman ve Herron
2009). Ayrica eseysel secilim, es se¢imi ile iligkili karakterler iizerine etkili oldugundan,
eseysel secilimdeki degisiklikler, populasyonlarin izole olmasina ve hizl

farklilasmasina neden olabilir (Freeman ve Herron 2009).

2.7.6 ikincil temas

Yakin zamanda ayrilmis populasyonlar, tekrar bir araya gelip ciftlestikleri zaman
“ikincil temas” meydana gelmis olur. Ikincil temas, populasyon icindeki allel frekansini
degistirmez fakat tiim lokuslardaki homozigot allel oranimi arttirarak bireysel genetik
cesitlilik seviyelerini azaltir. Boylece ikincil temas “He” degerini etkilemese de
populasyonun genetik cesitliligini azaltacaktir (Ho degeri bu etkiyi gostermektedir)
(Freeland 2005). Bu olay populasyonlarin uyum diizeylerini azaltacagindan artan 6liim

oranlari, genetik c¢esitlilik dl¢iimlerini azaltmaktadir.

Genetik cesitlilik, populasyonlarin genetik analizlerinin en O6nemli konusudur.
Populasyonlarin genetik ¢esitliligine etki eden unsurlar sekil 2.32°de sematik olarak

gosterilmistir.
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Sekil 2.32 Populasyonlarin genetik cesitliligine etki eden unsurlar (Freeland 2005)
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2.8 Filogenetik Bilgisayar Uygulamalarinin Onemi

Kullanic1 dostu aga¢ olusturma programlarinin varligi, birgok sistematikg¢i tarafindan
uygulanan filogenetik metodlar1 da etkilemistir (Simon vd. 2006). DNA dizilerinin
evrim mekanizmalar1 Ogrenildikge “Maximum olasilik (ML)” gibi model tabanh
degerler kullanilmaya baslanmistir. Deneysel calisan bilim insanlar1 ve teorisyenler,
realistik modeller arttik¢a, uygun molekiiler evrimsel 6zelliklerin 6nemini anlamislardir
(Swafford vd. 1996) (Sekil 2.33). 1980’lerde ve 1990’larda ML uygulayan agag
olusturma programlari, model tabanli analizleri kolaylastirmistir (6rnegin, Felstentein
1981, Swafford 1998, Yang 1997). “MrBayes” programinin ilk versiyonu 2001 yilinda
uygulanmaya baslamistir (Huelsenbeck vd. 2001). Bu programlar, realistik modellerin
olusturulmasini ve bunlar arasindan uygun modellerin seg¢ilmesini saglayarak dikkatleri
sistematigin en aktif konusu haline gelen evrimsel modellemeler iizerine ¢ekmistir

(Posada ve Buckley 2004, Sullivan ve Joyce 2005).

“Modeltest” gibi kullanici dostu programlar (Posada ve Crandall 1998), model se¢imini
kolaylagtirmistir. 1996 ve 2001 yillar1 arasinda bilgisayar ve algoritmalar hiz
kazandik¢a likelihood, tercih edilen bir model olmustur. “Bayesian filogenetik
analizleri” (Huelsenbeck vd. 2001, Larget ve Simon 1999, Yang ve Rannala 1997),
MrBayes programinin uygun hale getirilmesiyle iyice benimsenmistir (Huelsenbeck ve
Imennov 2002). Leache ve Reeder (2002), genis bir mitokondriyal veri seti kullanarak
parsimony, likelihood ve Bayesian filogenetik analizlerini ilk defa karsilastirip bu

prosediirleri kiyaslayarak tartismislardir.
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1969: Jukes-Cantor (JC)

Bagz frelkanslar esittir:

Tiim degisim
oranlar esittir

Transisyon/transversiyon egilimini saglar

1980: Kimura 2 parameter (K2P)
Barz frelkanslar esittir:

Transisyonlar ve
transversivonlar farkh
degisim oranlarma sahiptir

Rp=Ro=Rg=NT
a#p

3 degisim tipine izin verir

1981: Kimura 3 parameter (K3P)
Baz frekanslar esittir:
3 degisim tipi vardar:

1 transisyon smmfi
2 transversivon smifi

Rp=RC=Rg=RT
o # P # o

6 degisim tipine izin verir

1994: Zharkikh symmetrical (SYM)

Baz frekanslar egittir: Rp=Rc=Re=NT
6 degisim tipininin hepsi farkh
oranlara sahiptir

Baz frekanslarimn farkhlasmasim saglar

MpA=RKCc=Re=KT

a=p

Baz frekanslarmin farkhlasmasim saglar

1981: Felsenstein (F81)

Bagz frelkkanslar: esit X .

desildir: EA:FEC:FHG'FHT

Tiim degisim oranlarn L= B
esittir

Transisyon/transversiyon egilimini saglar

1985: Hasegawa ef al. (HKY85)

Barz frekanslar esit
degildir: RAFNCFNGERT
Transisyonlar ve a#p
transversivonlar farkh degisim

\ oranlarina sahiptir

3 degisim tipine izin verir

1993: Tamura-Nel (TrN)

Baz freltanslarn esit
degildir: MpFNCENGERT
3 degisim tipi vardar: wFoER

2 transisyon simfi
\_1 transversiyon smifi

6 degisim tipine izin verir

1984-1990: General time reversible (GTR)

Baz frekanslamn egit
degildir:

MAFRCFRGERT

6 degisim tipinin hepsi farkh

oranlara sahiptir

Sekil 2.33 Filogenetik analizlerde kullanilan modeller (Simon vd. 2006)

Bugiin analiz edilenden daha ¢ok niikleotid dizi verileri toplanmaktadir. Siirekli daha iyi
evrim modelleri gelistirilmektedir. Ancak hala su anki kompleks modelleri birlestiren
Bayesian aga¢ olusturan ve hizli ML programlarmin ¢ok sayida taksonla basa cikip

cikamayacagi kesin degildir (Simon vd. 2006).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

Bu arastirma Ankara Universitesi Biyoloji Boliimii Omurgali Hayvan Sistematigi
laboratuarinda yiiriitiilmiistiir. Calismada, Tiirkiye’deki 19 lokaliteden Prof. Dr.
Erciiment COLAK tarafindan toplanip ve teshisleri yapilan Apodemus mystacinus
ornekleri kullanilmistir. Calismada PZR-RFLP ve DNA dizi analizi yontemleri
uygulanmis olup bu ydntemler i¢in kullanilan 6rnek sayilari her yontem igin farklilik
gostermektedir. Bu nedenle analizlerde kullanilan ornek sayilar1 ve bunlara ait

sk

lokaliteler, ¢izelge 3.1°de semboliiyle her yontem i¢in ayrica belirtilmistir.
Analizlerde ayrica GeneBank’tan elde edilen A. mystacinus ornekleri de yer almaktadir

(Cizelge 3.3). Orneklem yerleri sekil 3.1°de harita {izerinde gdsterilmektedir.

—

Sekil 3.1 Tiirkiye’den toplanan A. mystacinus’a ait 6rneklem lokaliteleri

45



Cizelge 3.1 Analizlerde kullanilan 6rnekler ve lokaliteleri

Mnli)ze Lokalite RFLP Sltolk()rom D-loop Concatenate
1 2300 Ardanug-ARTVIN * * * *
2 2306 Ardanug-ARTVIN * * * *
3 2307 Ardanug-ARTVIN * * * *
4 3345 Ardanug-ARTVIN * * * *
5 5368 Cankurtaran Ge¢idi-ARTVIN * * * *
6 5369 Cankurtaran Gegidi-ARTVIN * * * *
7 5370 Cankurtaran Ge¢idi-ARTVIN * * * *
8 5410 Cankurtaran Gegidi-ARTVIN * * * *
9 5707 Hopa-ARTVIN * * * *
10 5385 Camlithemsin-RIiZE * * * *
11 5386 Camlthemsin-RIiZE & & * *
12 5387 Camlithemsin-RIiZE * * * *
13 5405 Camlthemsin-RIiZE & & * *
14 5406 Camlithemsin-RIiZE * * * *
15 5407 Camlthemsin-RIiZE &
16 3343 Stimela-TRABZON *
17 5125 Stimela-TRABZON &
18 3797 Stirmene-TRABZON *
19 3798 Stirmene-TRABZON G
20 3361 Meryem Ana-TRABZON * * * *
21 3362 Meryem Ana-TRABZON G & & *
22 5127 Giirgentepe-ORDU * * * *
23 5128 Giirgentepe-ORDU G & & &
24 6860 KASTAMONU * * * *
25 5203 ZONGULDAK & * * *
26 5204 ZONGULDAK * * * *
27 5205 ZONGULDAK & * * *
28 5206 ZONGULDAK * * * *
29 5207 ZONGULDAK & *
30 5208 ZONGULDAK * * *
31 5209 ZONGULDAK & * *
32 5210 ZONGULDAK * *
33 3702 Akkaya-Akcakoca-DUZCE * *
34 4962 Kaz Dagi-BALIKESIR * *
35 6664 Kaz Dag1-BALIKESIR *
36 6665 Kaz Dagi-BALIKESIR * * * *
37 6666 Kaz Dag1-BALIKESIR * * * *
38 6671 Kaz Dagi-BALIKESIR * * * *
39 6672 Kaz Dag1-BALIKESIR * * * *
40 6673 Kaz Dagi-BALIKESIR * * * *
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Cizelge 3.1 Analizlerde kullanilan 6rnekler ve lokaliteleri (devam)

Mnli)ze Lokalite RFLP Sltolk()rom D-loop Concatenate

41 6674 Kaz Dag1-BALIKESIR * *

42 6677 Kaz Dagi-BALIKESIR * *

43 6678 Kaz Dag1-BALIKESIR * *

4 6679 Kaz Dagi-BALIKESIR *

45 6680 Kaz Dag1-BALIKESIR * * * *

46 2540 Kemalpaga-IZMIR * * * *

47 2589 Kemalpasa-IZMIR & & & *

48 2590 Kemalpaga-IZMIR * * * *

49 2594 Feslek-Buharkent-AYDIN * * * &

50 2595 Feslek-Buharkent-AYDIN *

51 5500 Koycegiz-MUGLA * * * it

52 5502 Koycegiz-MUGLA *

53 5503 Koycegiz-MUGLA *

54 5506 Koycegiz-MUGLA * * * *

55 5508 Koycegiz-MUGLA *

56 5510 Koycegiz-MUGLA *

57 5511 Koycegiz-MUGLA *

58 5512 Koycegiz-MUGLA *

59 5516 Koycegiz-MUGLA * * * it

60 5521 Koycegiz-MUGLA * * * *

61 5522 Koycegiz-MUGLA * * * it

62 2607 BURDUR * * * *

63 2410 Akseki-ANTALYA * *

64 2411 Akseki-ANTALYA * *

65 2460 Akseki-ANTALYA * *

66 2469 Akseki-ANTALYA * *

67 2840 Akseki-ANTALYA *

68 5750 Akseki-ANTALYA * * * *
181likara milli parki-Elmali-

6 s10 O ANTAI{,YA * *
181likara milli parki-Elmali-

M st G ANTAII?YA * i * *
181likara milli parki-Elmali-

nooster O ANTAI{,YA ) * *

72 2177 Sebil Yaylasi-MERSIN *

73 2188 Sebil Yaylasi-MERSIN *

74 2189 Sebil-MERSIN * * *

75 2190 Sebil-MERSIN *

76 2191 Sebil-MERSIN *

77 2193 Sebil-MERSIN *

78 2194 Sebil-MERSIN *
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Cizelge 3.1 Analizlerde kullanilan 6rnekler ve lokaliteleri (devam)

Niluoze Lokalite RFLP Sltol;rom D-loop Concatenate
79 2882 Sebil-MERSIN * *
80 5955 Feke-ADANA * * * *
81 5956 Feke-ADANA * * & *
82 5957 Feke-ADANA * * * *
83 5958 Feke-ADANA * * & *
84 5959 Feke-ADANA *
85 6000 Feke-ADANA * * & *
86 6001 Feke-ADANA *
87 3636 Goksun-K. MARAS *
Piiren Gegidi-K. * * * *
88 6531 MARAS
Piiren Gegidi-K. * * . *
89 6532 MARAS
Piiren Gegidi-K. * * * *
90 6533 MARAS
Piiren Gegidi-K. * * s %
91 6534 MARAS
Piiren Gegidi-K. * * * *
92 6535 MARAS
Piiren Gegidi-K. * * s %
93 6536 MARAS
Piiren Gegidi-K. * * * *
94 6539 MARAS
Kemaliye- o * * *
95 5266 ERZINCAN
Kemaliye- * * * *
9% 5267 ERZINCAN
Kemaliye- s * * *
97 5268 ERZINCAN
Kemaliye- * * * *
9% 5269 ERZINCAN
Kemaliye- * * * *
9 5270 ERZINCAN
Kemaliye- * * * *
100 5276 ERZINCAN
Kemaliye- * * * *
101 5277 ERZINCAN
Kemaliye- * * * *
102 5280 ERZINCAN
Kemaliye- *
103 5281 ERZINCAN

104 2566 Beysehir-KONYA
105 2567 Beysehir-KONYA
106 2568 Beysehir-KONYA
107 6708 Nemrut-ADIYAMAN
108 6709 Nemrut-ADIYAMAN

X X ¥ X X
* X ¥ x
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Analizlerde dis grup olarak Apodemus witherbyi, Apodemus uralensis, Apodemus

flavicollis, Apodemus sylvaticus, Mus musculus ve Rattus norvegicus ornekleri

kullanilmigtir. Bu oOrnekler gerek halihazirda miizede bulunanlardan (Cizelge 3.2)

gerekse GeneBank’dan elde edilen 6rneklerden (Cizelge 3.3) kullanilmistir.

Cizelge 3.2 Dis grup olarak Tiirkiye’den kullanilan 6rnekler

Miize Tiir Lokalite Sitokrom D-loop Concatenate
no b
1 2135 A. uralensis Magka-TRABZON o
2 2136 A. uralensis Magka-TRABZON *
3 5278 A. uralensis Posof~ARDAHAN o
4 2853 A. witherbyi Kemalpasa-IZMIR *
5 2862 A. witherbyi ANKARA e
6 2863 A. witherbyi ANKARA *
7 2869 A. witherbyi Yesilkoy-KONY A &
Cizelge 3.3 Analizlerde kullanilan GeneBank 6rnekleri
Tiir Lokalite Sitokrom b D-loop Concatenate
Accession Accession
no no
1 A.mystacinus ARTVIN AJ748239 AY 623066 *
2 A.mystacinus ANTALYA AJ748225 AY 623067 i
3 Amystacinus ANTALYA AJT748226 AY623076 *
4 Amystacinus  GURCISTAN AJ748240  AY623083 *
5  A.mystacinus SURIYE AJ311146 AY 623065
6  A.mystacinus SURIYE AJ748238 AY 623078
7  A.mystacinus GIRIT AJ748232 AY623074
8  A.mystacinus GIRIT AJ748233  AY623075 *
9  Anmystacinus GIRIT AJ748234  AY623072 *
10 A.mystacinus GIRIT AJ748235  AY623073 *
11 A. epimelas YUNANISTAN AJ748228 AY 623064
12 A. epimelas YUNANISTAN AJ748230 AY 623069 &
13 A epimelas BULGARISTAN  AJ748227  AY623063 *
14 A witherbyi AY588263
15 A witherbyi AY 588260
16 A flavicollis JX457732 AY588253
17 A flavicollis JX457730 AY588264
18  A.sylvaticus IJXA457738 AY588252
19 A sylvaticus IJXA457736 AY588255
20 M. musculus IX457718 KC139204
21 M. musculus JX457720 KC139206
22 R. norvegicus AB746363 HQ655913
23 R. norvegicus AB746365 HQ655915
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3.2 DNA izolasyonu

Calisma kapsaminda tiim orneklerin bobrek dokulari kullanilarak DNA izolasyonu

gergeklestirilmistir. izolasyon prosediiri Doyle ve Doyle (1991)’'un CTAB DNA

izolasyonu uyarlanarak modifiye edilmistir. Protokol basamaklar1 asagida verilmistir:

Kiiciik parcalara ayrilan doku Ornekleri ependorf tiipiine konulduktan sonra
tizerine 300 ul CTAB (Kloroform, Tris-HCl, EDTA, NaCl) tamponu eklenip
miimkiin oldugu kadar homojen bir siv1 elde edinceye kadar tek kullanimlik
havaneli ile ezildi.

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

500 ul C: TAA (Kloroform: izoamil alkol) (24:1) ilave edilip karisim siite benzer
bir kivama gelinceye kadar hafifce karistirildi. 13.000 rpm’de +4°C’de 15
dakika santrifiij edildi.

Santrifiij edilen dokularin i¢inde oldugu ependorf tiipleri, ayni egik agida olacak
sekilde buza yerlestirildi. DNA iistteki siv1 tabakada olacagindan iist faz pipetle
cekildi ve ayr1 bir ependorf tiipiine konuldu.

500 pl -20°C’de sogutulmus izopropanol tiiplere eklendi ve tiipler yavasga
karistirildi. -80°C’de 30 dk bekletildi.

Daha sonra 13.000 rpm’de +4°C’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant
dokiildii ve pellet 2 kere %70, 1 kere de %100’liik etil alkol ile yikanda.
Ependorf tiiplindeki pelletler laminar flow kabinde en az 1 saat kurumaya
birakildi.

Kuruyan DNA’nin {izerine 100 pl TE (Tris-EDTA) tamponu ilave edilerek
DNA’nin ¢ézlinmesi saglandi. Elde edilen DNA 6rnekleri -20°C’de muhafaza
edildi.

Izole edilen DNA &rneklerinin spektrofotometre (Agilent 2100 Bioanalyser NanoDrop

ND-1000 Spektrophotometer) ile Sl¢limii yapilmistir. Bir bdbregin yarisindan izole
edilen DNA miktarlar1 329 ng/pl ile 5891 ng/ul arasinda, safliklar1 ise 1,89 ile 2,305

arasindadir (Cizelge 3.4). DNA o6rnekleri ¢alisma boyunca -20°C’de saklanmustir.
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Cizelge 3.4 Calismada kullanilan 6rneklerin DNA miktar ve saflik analizleri

Miize

Niikleik asit

# 1o Lokalite miktar Unite  260/280 260/230  Ornek tipi
1 2300 Artvin 1987,3 ng/pl 2,05 2,24 DNA
2 2306 Artvin 2204,8 ng/pl 2,01 2,14 DNA
3 2307 Artvin 3303 ng/pl 2,02 2,15 DNA
4 3345 Artvin 1785,5 ng/pl 2,02 2,26 DNA
5 5368 Artvin 1351 ng/pl 2,02 2,14 DNA
6 5369 Artvin 1397,5 ng/pl 2,02 2,21 DNA
7 5370 Artvin 4660,2 ng/pl 2,01 2,18 DNA
8 5410 Artvin 1307,6 ng/pl 1,99 2,14 DNA
9 5707 Artvin 1411,3 ng/pl 2,01 2,18 DNA

10 5385 Rize 2633,1 ng/pl 1,99 2,03 DNA

11 5386 Rize 4638,9 ng/pl 2,01 2,21 DNA

12 5387 Rize 8423 ng/pl 2,01 2,25 DNA

13 5405 Rize 566,9 ng/pl 2,02 2,25 DNA

14 5406 Rize 329.,5 ng/pl 2,01 2,23 DNA

15 5407 Rize 1226 ng/pl 2,02 2,08 DNA

16 3343 Trabzon 1356,4 ng/ul 2,03 2,26 DNA

17 5125 Trabzon 3256,4 ng/pl 2,04 2,19 DNA

18 3797 Trabzon 1735 ng/ul 2,01 2,19 DNA

19 3798 Trabzon 892,7 ng/pl 2 2,25 DNA

20 3361 Trabzon 2594,6 ng/ul 2,02 2,22 DNA

21 3362 Trabzon 1789,7 ng/pl 2,04 2,26 DNA

22 5127 Ordu 1421,1 ng/pl 2,01 2,09 DNA

23 5128 Ordu 1849.,9 ng/pl 2,05 2,21 DNA

24 6860 Kastamonu 21253 ng/pl 1,98 2,13 DNA

25 5203 Zonguldak 1141,2 ng/pul 2,01 2,25 DNA

26 5204 Zonguldak 1326,2 ng/pl 2,02 2,24 DNA

27 5205 Zonguldak 3497,7 ng/pl 2,01 2,13 DNA

28 5206 Zonguldak 4480,1 ng/pl 2,04 2,21 DNA

29 5207 Zonguldak 1669,6 ng/pl 2,03 2,21 DNA

30 5208 Zonguldak 3300,8 ng/pl 2,04 2,22 DNA

31 5209 Zonguldak 1332 ng/pl 2,04 2,2 DNA

32 5210 Zonguldak 1794,1 ng/pl 2,09 2,66 DNA

33 3702 Diizce 2078,6 ng/pl 2,05 2,23 DNA

34 4962 Balikesir 2488,6 ng/pl 2,01 2,16 DNA

35 6664 Balikesir 753 ng/pl 2,36 -0,81 DNA

36 6665 Balikesir 2505,8 ng/pl 2 2,17 DNA

37 6666 Balikesir 2300,7 ng/pl 2,04 2,18 DNA

38 6671 Balikesir 24952 ng/pl 2 2,08 DNA

39 6672 Balikesir 24419 ng/pl 2,03 2,15 DNA

40 6673 Balikesir 2135 ng/pl 2,02 2,18 DNA
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Cizelge 3.4 Calismada kullanilan 6rneklerin DNA miktar ve saflik analizleri (devam)

g Mize e Nukleikasit g 260280 260230 Ornek tipi
no miktar1
41 6674  Balikesir 3626,1 ng/ul 1,99 2,17 DNA
42 6677 Balikesir 3151,5 ng/ul 1,99 2,22 DNA
43 6678  Balikesir 3336,1 ng/ul 2,02 2,2 DNA
44 6679  Balikesir 2524,1 ng/ul 1,98 2,14 DNA
45 6680  Balikesir 1820,9 ng/ul 2,02 2,27 DNA
46 2540 [zmir 23204 ng/ul 2,02 2,18 DNA
47 2589 [zmir 1635,4 ng/ul 2,02 2,25 DNA
48 2590 [zmir 553,4 ng/ul 2,02 2,29 DNA
49 2594 Aydin 1934,1 ng/pl 2,02 2,22 DNA
50 2595 Aydin 950,1 ng/ul 2,17 0,93 DNA
51 5500 Mugla 2280,8 ng/ul 2 2,14 DNA
52 5502 Mugla 3819,2 ng/ul 2,02 2,15 DNA
53 5503 Mugla 2696,6 ng/ul 2,02 2,12 DNA
54 5506 Mugla 608,8 ng/ul 2 2,24 DNA
55 5508 Mugla 3591,5 ng/pl 2,03 2,16 DNA
56 5510 Mugla 858.3 ng/ul 1,99 2,15 DNA
57 5511 Mugla 3618,8 ng/ul 2,05 2,26 DNA
58 5512 Mugla 1970,9 ng/ul 2,03 2,21 DNA
59 5516 Mugla 5891,4 ng/ul 1,98 2,15 DNA
60 5521 Mugla 2748.9 ng/ul 2,01 2,16 DNA
61 5522 Mugla 21443 ng/ul 2,01 2,13 DNA
62 2607 Burdur 1995,7 ng/ul 2,04 2,22 DNA
63 2410 Antalya 1693,6 ng/ul 2,04 2,25 DNA
64 2411 Antalya 1282,5 ng/ul 2,04 2,24 DNA
65 2460 Antalya 1932,3 ng/ul 2,03 2,26 DNA
66 2469 Antalya 1227,1 ng/ul 2,03 2,27 DNA
67 2840 Antalya 1004,7 ng/ul 2,01 2,22 DNA
68 5750 Antalya 1045,7 ng/ul 2,04 1,99 DNA
69 5760 Antalya 414,7 ng/ul 2,08 2,13 DNA
70 5761 Antalya 1107,1 ng/ul 1,78 1,28 DNA
71 5762 Antalya 608,6 ng/ul 2,06 2,12 DNA
72 2177 Mersin 2018.5 ng/ul 2,03 2,15 DNA
73 2188 Mersin 226,9 ng/ul 1,89 2,06 DNA
74 2189 Mersin 1253 ng/ul 2,01 2,25 DNA
75 2190 Mersin 1709 ng/ul 2,02 2,23 DNA
76 2191 Mersin 1441,2 ng/ul 2 2,25 DNA
77 2193 Mersin 3170 ng/ul 2,01 2,18 DNA
78 2194 Mersin 1197.9 ng/ul 2,04 2,21 DNA
79 2882 Mersin 2841,6 ng/pl 2,02 2,21 DNA
80 5955 Adana 2907,7 ng/ul 2,01 2,11 DNA
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Cizelge 3.4 Calismada kullanilan 6rneklerin DNA miktar ve saflik analizleri (devam)

g oo Mize oy anice  VuKlekasit g 260280 260230 Ornek tipi
no miktar
81 5956 Adana 2412,7 ng/pl 2,04 2,16 DNA
82 5957 Adana 1804 ng/ul 2,08 2,16 DNA
83 5958 Adana 2874,7 ng/pl 2,01 1,88 DNA
84 5959 Adana 2521,7 ng/ul 2,04 2,09 DNA
85 6000 Adana 1697,6 ng/pl 2,05 2,18 DNA
86 6001 Adana 2910,8 ng/ul 2,02 2,15 DNA
87 3636 Maras 2041,7 ng/pl 2,01 2,2 DNA
88 6531 Maras 2662,2 ng/ul 1,99 2,14 DNA
89 6532 Maras 3650,4 ng/pl 2,04 2,14 DNA
90 6533 Maras 3372,1 ng/ul 2,01 2,17 DNA
91 6534 Maras 1947.5 ng/pl 2,05 2,2 DNA
92 6535 Maras 2363,2 ng/ul 2,07 2,14 DNA
93 6536 Maras 2522 ng/pl 2,03 2,09 DNA
94 6539 Maras 2677,8 ng/ul 1,98 1,59 DNA
95 5266 Erzincan 1475,5 ng/pl 2,04 2,24 DNA
96 5267 Erzincan 2720,8 ng/ul 2,02 2,14 DNA
97 5268 Erzincan 25623 ng/pl 2,02 2,02 DNA
98 5269 Erzincan 1609,7 ng/ul 2,05 2,21 DNA
99 5270 Erzincan 1398,6 ng/ul 2 2,17 DNA
100 5276 Erzincan 1145,6 ng/ul 2,03 2,29 DNA
101 5277 Erzincan 2405,6 ng/pl 2,01 2,22 DNA
102 5280 Erzincan 21927 ng/ul 2,02 2,09 DNA
103 5281 Erzincan 1421,2 ng/pl 2,01 2,24 DNA
104 2566 Konya 1966,4 ng/ul 2,03 2,23 DNA
105 2567 Konya 1287,8 ng/pl 2,03 2,24 DNA
106 2568 Konya 14842 ng/ul 2,03 2,2 DNA
107 6708 ADIYAMAN 1895,7 ng/pl 2,01 2,14 DNA
108 6709  ADIYAMAN 1793,6 ng/ul 2 2,12 DNA

3.3 PZR-RFLP Calismasi

Tez galismasinda mtDNA’nin sitokrom b ve D-loop bdlgesi PZR islemi ile ¢ogaltilarak
restriksiyon endokniikleaz enzimleriyle kesime tabi tutulmustur. PZR-RFLP ¢alismasi
icin ¢izelge 3.2°de verilen tim Ornekler her iki mtDNA bdlgesinin ¢ogaltilmast ve
kesimi i¢in kullanilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonunu gercgeklestirebilmek 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 (NHy4), SO4; Fermentas), 0.3 pl Taq DNA polimeraz (100 unite,
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Fermentas), her molekiilden 200 uM iceren dNTP karigimindan 4 pl, 2 mM MgCl2’den
1.5 pl ve 1 pl primer (1pmol, Thermo Electron) eklenerek hazirlanmistir. Sitokrom b
bolgesini cogaltabilmek icin L14724a(5'-CGAAGCTTGATATGAAAAACCATC
GTTG-3") ve H15915a(5'-AACTGCAGTCATCTCCGGTTTACAAGAC-3") (Irwin vd.
1991) primer ¢ifti kullanilmis ve bu bdlgenin yaklasik 1100 bg’lik kismi ¢ogaltilmistir.
Bu bdlgenin ¢ogaltilmasi i¢in uygulanan PZR protokolii Cizelge 3.5’de
gosterilmektedir. PZR sonucu ¢ogalan sitokrom b gen bolgesi %1’lik agaroz jel
tizerinde 1 X TAE tamponunda 70 volt ile ylritilmiistiir. Jel EtBr ile boyanarak
goriintiilenmistir. Bu islem sonucu olusan bolgenin bazi 6rneklere ait jel goriintiisii sekil

3.2°de gosterildigi gibidir.

Cizelge 3.5 RFLP galismasi i¢in ¢ogaltilan sitokrom b bolgesi’ne ait PZR protokolii

On Denatiirasyon ~ 94°C 5 dakika

93°C 1 dakika
35 dongii 46°C 1 dakika
65°C 1 dakika 30 sn

Son uzama 65°C 10 dakika

1118bp
881bp .

Sekil 3.2 Sitokrom b bdlgesinin PZR amplifikasyonu sonucu ortaya ¢ikan jel goriintiisii

D-loop  bolgesi  ise  yaklastk 1100  b¢’lik  bolgesi  L15926  (5'-
TCAAAGCTTACACCAGTCTTGTAAACC-3") ve HNO00651 (5'-
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TAACTGCAGAAGGCTAGGACCAAACCT-3") (Matson ve Baker 2001) primer cifti
kullanilarak cogaltilmistir. Bu bdlgenin c¢ogaltilmasi i¢in uygulanan PZR protokolii
cizelge 3.6’da gosterilmektedir. PZR sonucu ¢ogalan D-loop bolgesi %1°lik agaroz jel
tizerinde 1 X TAE tamponunda 70 volt ile yiiriitilmiistir. Jel EtBr ile boyanarak
goriintiilenmistir. Bu islem sonucu olusan bdlgenin bazi 6rneklere ait jel goriintiisii sekil

3.3’de gosterildigi gibidir.

Cizelge 3.6 RFLP calismasi icin ¢ogaltilan D-loop bdlgesi’ne ait PZR protokolii

95°C 30 saniye

40 dongii 45°C 1 dakika

65°C 1 dakika

Son uzama 65°C 7 dakika

1000bp

Sekil 3.3 D-loop bolgesinin PZR amplifikasyonu sonucu ortaya ¢ikan jel goriintiisii

Cogaltilan her iki mtDNA bdlgesine ait birer 6rnegin dizi analizi yapildiktan sonra gen
bolgelerinin hangi enzimlerle kesilebilecegini belirlemek i¢in NEBcutter Version 2.0
(Vincze vd. 2003) programi kullanilmistir. Buna gore Sitokrom b, Haelll, Mbol, Rsal,
Hinfl, BamHI ve Taql enzimleri; D-loop bolgesi ise Mbol, Hinfl, Tagl, Bfal ve Ndel

enzimleri kullanilarak kesime ugratilmistir.

Her enzimin kendi ¢aligma kosullarina gore Sul’lik PCR iiriinii, 5 u reaksiyon enzimiyle

kesilmistir. Kesim fragmentleri %2’lik agaroz jelde 100V’da 2,5 saat kosturulmustur.
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Elektroforez ve jel tamponu olarak 1 X TAE kullanilmistir. Jel, EtBr ile 20 dakika
boyunca boyandiktan sonra goriintiilenmistir. Calismada kullanilan enzimlerin kesim

bolgeleri ve reaksiyon sartlari ¢izelge 3.7°de verilmistir.

Cizelge 3.7 Kesim enzimleri ve ¢alisma kosullari

Kesim Katalog oy Reaksiyon Reaksiyon
Enzimi No Tamma Bolgesi Derecesi Siiresi
5..GIGATCC..3
BamHI # ER0051 37°C 16 saat
3..CCTAG!IG..S
5..CITAG..3
Bfal #FD1764 | 37°C 15 dakika
3..GATIC..5
Haelll # FDO0154 >..GGICC..3 37°C 15 dakika
3..CC1GG..5
5..GIANTC..3
Hinfl # FD0804 : 37°C 15 dakika
3..CTNATG..S
5..]GATC..3
Mbol # ER0812 37°C 16 saat
3..CTAG!..S
5..CA|TATG..3
Ndel # FD0583 37°C 15 dakik
3. GTATIAC.S aktka
5.GT|AC..3
Rsal # ER1122 37°C 16 saat
3..CAITG..5
5. TICGA..3
Taqgl # ER0671 ! 65°C 16 saat
3.AGCIT..S
3.4 DNA Dizi Analizi

Calismada mtDNA’nin iki gen bolgesi ¢ogaltilmistir. Bunlardan ilki sitokrom b genidir.
Mgili gen bolgesini cogaltabilmek icin L14724a (5'-
CGAAGCTTGATATGAAAAACCATCGTTG-3") ve H15915a (5'-
AACTGCAGTCATCTCCGGTTTACAAGAC-3") (Irwin vd. 1991) primer gifti
kullanilmigtir. Cogaltma isleminde kullanilan PZR protokolii Cizelge 3.3°de gosterildigi
gibidir.

Secilen diger bir mtDNA gen bdlgesi D-loop olarak da adlandirilan kontrol bolgesidir.

Kontrol bolgesini cogaltmak icin Primer 1 (5'-

ATAAACATTACTCTGGTCTTGTAAAC-3") ve 2 bi (5'-
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CACAGTTATGGAAGTCTTGG-3") (Michaux vd. 2005) primer ¢ifti kullanilmistir.
Cogaltma isleminde kullanilan PZR protokolii Cizelge 3.8’de gosterildigi gibidir.

Cizelge 3.8 DNA dizi analizi ¢aligmasi i¢in kullanilan D-loop bdlgesi’ne ait PZR

protokolii
95°C 30 saniye
31 dongii 50°C 1 dakika
72°C 1 dakika
Son uzama 72°C 15 dakika

Polimeraz zincir reaksiyonu sonucunda istenilen gen bdlgesinin basari ile ¢ogaltildigi
orneklerin dizi analizleri (sekanslarinin elde edilmesi) GENOKS (Ankara) firmasi

tarafindan yapilmistir.

3.5 Filogenetik Analizler

3.5.1 PZR-RFLP degerlendirmesi icin kullanilan filogenetik analizler

PZR-RFLP analizinde tiim 6rnekler i¢in ¢aligilan biitiin belirteglere ait bantlar, var olma
ve olmama durumlarina gore degerlendirilmistir. Var olan her bir haploit bant igin “1”

rakami, olmayan bant i¢in ise “0” rakami kullanilmastir.

Populasyonlar arasindaki filogenetik iligkileri ortaya koyan UPGMA agact POPGENE
(Yeh vd. 1997) ile olusturulmus olup TFPGA 3.1 (Miller 1997) programi ise bootstrap
yontemiyle giiven araligi tahmini yapmak i¢in kullanilmigtir. NTSYS-pc v. 2.2 (Rohlf,
2008) ve SPSS 20 (Armonk, NY: IBM Corp.) yazilim programlar1 temel bilesenler

analizini (PCA-Principal component analyses) olusturmak i¢in kullanilmustir.

3.5.2 DNA dizi analizi degerlendirmesi icin kullanilan filogenetik analizler

Dizi analizi sonucu elde edilen kromatogram dosyalar1 CHROMAS Lite 2.01
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(www.technelysium.com.au) ile fasta formatina ¢evrilmis olup hizalama ve budama
islemleri BIOEDIT 7.1.3 (Hall 1999) programi ile gergeklestirilmistir. MtDNA
analizlerinde tiim orneklerin her iki gen bdlgesine ait diziler arasindaki niikleotid
farkliliklar1 karsilastirilmistir. Bu niikleotid farkliliklarina gére DNASP 5.0 (Rozas vd.
2003) programi ile 6zgilin haplotipler tespit edilip filogenetik agaglar, bu haplotiplere
gore olusturulmustur. Populasyonlar arasindaki genetik iliskiyi ortaya koyan
dendrogramlar, (1) neighbour-joining (NJ), (2) maximum parsimony (MP) ve (3)
maximum likelihood (ML) metodlar1 kullanilarak olusturulmustur. Biitiin analizler
MEGA 5 (Tamura vd. 2011) programi ile gergeklestirilmistir. NJ analizleri farkl
degisim oranlaria sahip substitiisyonlar1 degerlendirebilmek i¢in Kimura 2-parametresi
(K2P) (Kimura, 1980) model alinarak gercekles!Itirilmis(/tir. MP agaci, heuristic
search algoritmas1 olan agaci ikiye boliip yeniden baglama (TBR, tree bisection-
reconnection) yoluyla olugturulmustur. ML analizler i¢in en uygun mutasyon modelini
belirlemede MEGA programi kullanilmis( /tir. Hem AIC (Akaike Information Criterion)
hem de BIC (Bayesian Information Criterion) kriterleri degerlendirilerek her gen
bolgesi i¢in uygun mutasyon modeli belirlemis[Itir. Agaclarin gilivenirliligini ortaya
koymak i¢in her metotta 1000 tekrarli bootstrap analizi uygulanmistir (Felsenstein
1985). Calismada filogeni olusturmak icin kullanilan bir diger yontem de Bayesian
yaklasimidir (Yang ve Rannala 1997, Huelsenbeck vd. 2001). Markov Chain Monte
Carlo (MCMC) temelli Bayesian filogenetik analizi BEAST 1.7.5 (Drummond vd.
2012) programi kullanilarak 5 zincirli 1000000 tekrarla gerceklestirilmistir. Agaclar
5000 zincirde bir 6rneklenerek toplamda 10000 agac elde edilmistir. Ayrica ¢alisilan
mtDNA bolgelerine ait haplotipler arasindaki iligkiyi ortaya koyabilmek igin
NETWORK (Bendelt vd. 1999) programi kullanilmustir.

3.6 Genetik Cesitlilik ve Populasyon Genetik Yapis1 Analizleri

3.6.1 PZR-RFLP degerlendirmesi icin kullanilan genetik ¢esitlilik ve populasyon
genetik yapisi analizleri

Populasyonlar aras1 genetik gesitliligi ortaya koymak icin POPGENE (Yeh vd. 1997)
programi kullanilmistir. Her 6rnek i¢in gozlenen allel sayis1 (N,), etkili allel sayis1 (Ne),

Nei’nin genetik cesitliligi (1987) (H) ve Shanon information indeksi (I) hesaplanmustir.
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Ek olarak populasyondaki bir bireyin beklenen heterozigotlugu (Hs) ve tiim
populasyonda bir bireyin beklenen heterozigotlugu (Ht) Hardy-Weinberg beklentilerine
gore hesaplanmistir. Alt populasyonlar arasindaki genetik farklilasmanin nisbi
biiylikliigii (Gsr) Nei (1987)’ye gore hesaplanmigtir. Nyy= 0,5(1- Gsr )/( Gst) formiilii
kullanilarak her lokus i¢in nesil basina goclerin ortalama sayisini ve lokuslar arasindaki

ortalama degeri hesaplamak icin Ggt degeri kullanilmistir.

3.6.2 DNA dizi analizi degerlendirmesi icin kullanilan genetik cesitlilik ve
populasyon genetik yapis1 analizleri

Haplotip (h) ve niikleotid (m) ¢esitliligi (Nei 1987) ile dizilerdeki ayiric1 bolgeler ortaya
konulmustur. Bu analizler DNASP 5.10.1 (Rozas vd. 2009) programi kullanilarak

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

Molekiiler varyans analizlerinin (AMOVA) ortaya koydugu toplam genetik varyasyon;
gruplar arast (Fsc), grup icindeki populasyonlar arasi (Fst) ve populasyon i¢i (Fcr)
seviyelerde hesaplanmigtir. Bu parametrelerin anlamliligr 1000 permiitasyonlu mesafe
matriksiyle ortaya konmustur. Populasyonlar {izerinde se¢ilimin etkili olup olmadigini
yani populasyonlarin nétraliteden uzaklasip uzaklagsmadigini ortaya koymak igin
Tajima’nin D (Tajima 1989) ve Fu'nun Fs (Fu 1997) degerleri kullanilmistir. Bu
istatistiki veriler ayn1 zamanda populasyon biiyiimesi ve darbogaz: ile ilgili de bilgiler
vermektedir. AMOVA, nétralite ve alt populasyonlar arasindaki genetik farklilagsma
(Fst) analizlerinin hepsi ARLEQUIN version 3.5 (Excoffier ve Lischer 2010) programi
ile hesaplanmigtir. Ayrica DNASP 5.10.1 (Rozas vd. 2003) programi kullanilarak
gruplar aras1 gen akisi (Nm) ve genetik farklilasma degerleri (Fsr) (Hudson vd. 1992)

belirlenmistir.

Bireyler arasindaki ikili uyumsuzluk dagilimi (mismatch distribution) analizleri ile
incelenen populasyonlardaki farkli filogruplar arasinda tarihsel demografi ortaya
konmustur (Harpending 1994). Bu analizde ani dagilimlar tek modelli kaliplar ortaya
koyarken, ¢ok modelli dagilimlar  demografik istikrarla  iligkilendirilip
degerlendirilmektedir (Slatkin ve Hudson 1991). Uyumsuzluk dagilimi analizi,
populasyon bilylimesi-diislisii modeli (growth-decline model) altinda DNASP 5.10.1

(Rozas vd. 2009) programiyla ger¢eklestirilmistir. Bu modelde mutasyon oranina bagh
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olarak populasyon genisleme zamanini hesaplamak i¢in Tau (T) = 2ut (u: mutasyon
orani; t: populasyon bilylimesinden itibaren gegen nesil siiresi) formiilii kullanilmigtir
(Rogers ve Harpending 1992). Populasyon biiylimesiyle ilgili Tajima’nin D ve Fu’nun
Fs istatistiklerinin yaninda degiskenlik katsay1 (CV) ve raggadness istatistigi (r)
(Harpending 1994) de hesaplanmistir.

Populasyonlar aras1 genetik mesafenin cografi mesafe ile olan iligkisini belirleyebilmek
icin Mantel testi yapilmustir. Bu testte genetik mesafe matriksi i¢in Fsr degerleri, cografi
mesafe matriksi icin ise Google Earth kullanilarak kusbakisi km cinsinden degerleri
hesaplanmistir. Bu hesaplamalar i¢in anlamlilik derecesi 1000’li permiitasyonla ortaya
konulmustur. Mantel test analizleri IBD 1.52 (Bohonak 2002) programi ile

gergeklestirilmistir.

Populasyonlar arasindaki farklilasma zamanlarini belirlemek igin “siki saat (strict
clock)” yaklasgimiyla BEAST 1.7.5 (Drummond vd. 2012) programi kullanilmistir.
Sitokrom b veri setindeki niikleotid degisim oranlari 1 milyon yilda %2 olacak sekilde
belirlenmistir (Ferris vd. 1983). Bu analizler i¢in kullanilmis olan parametreler,
BEAUi ile yapilmis olup niikleotid degisim modeli olarak TN93+G+I, baslangi¢c agaci
olarak “duragan biiyiikliik” (ayrica Yule process secilerek de ayni analizler denenmistir)
ve kalibrasyon noktasi olarak Mus/Rattus ayrimi (12 Myd) (Jaeger vd. 1986, Jacobs vd.
1990, Jacobs ve Downs 1994) secilmistir. Analizler 50 milyon tekrarli gerceklestirilmis
olup, 5000 zincirde bir Orneklem elde edilmistir. Bu sonuglar Tracer v.1.5°de
degerlendirilmis ve TreeAnnotator v.1.7.5 kullanilarak ilk 5000 agac c¢okertilmistir.
Sonu¢ olarak evrimsel ayrilma zamanlarimi ortaya koyan agag, FigTree v.1.3.1

(Rambaut ve Drummond 2010) programiyla goriintiilenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 PZR-RFLP Calismasi Bulgulari

PZR-RFLP analizleri igin A. mystacinus ’a ait Tirkiye’deki 19 lokaliteden elde edilen
toplam 108 birey c¢alisilmistir. Dis grup olarak Sylvaemus alt cinsine ait 12 birey
kullanilmistir. mtDNA sitokrom b ve D-loop bélgelerinin yaklasik olarak 1100 bg’lik

kisimlar1 ¢ogaltilarak kesim enzimlerine tabi tutulmustur.

4.1.1 mtDNA Sitokrom b bélgesine ait PZR-RFLP ¢alismasi

Sitokrom b bolgesinin kesimi i¢in kullanilan 6 kesim enziminden (Haelll, Mbol, Rsal,
Hinfl, BamHI ve Taql) 3 tanesi ¢alisilan populasyonlar arasinda farkli bant profilleri
ortaya koyarken diger enzimler farklilik gostermemistir. Bu kesim enzimleri Mbol,

Haelll ve Rsal’dir.

4.1.1.1 Sitokrom b bolgesi Mbol kesim enzimi sonuglari

Mbol enzimi ile kesim sonucu, populasyonlar arasi farklilik gdsteren bant profilleri

sekil 4.1°de gosterilmektedir.
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Sekil 4.1 mtDNA sitokrom b bdlgesinin Mbol kesimi

(M: Marker-100bp DNA Ladder, 1. Ordu, 2. Trabzon, 3. Rize, 4. Artvin, 5. Erzincan, 6. K.Maras, 7.
Adiyaman, 8. Adana, 9. Mugla, 10. Burdur, 11. Konya, 12. Antalya, 13. Mersin, 14. Kastamonu, 15.
Zonguldak, 16. Diizce, 17. Balikesir, 18. Izmir, 19. Aydin, 20. A. uralensis, 21. A. witherbyi, 22.

Sitokrom b PZR {rtnii; Populasyon i¢i varyasyon olmadigi ig¢in her populasyondan temsili bir ornek
kullanilmustir.)

Buna gore enzimin A. mystacinus populasyonlari i¢inde 3 ayr1 kesim tipi sergiledigi
goriilmektedir (Cizelge 4.1). Mbol kesim enziminin A. mystacinus ’a ait sitokrom b

dizilerindeki yaklasik tanima bolgeleri her kesim tipi i¢in EK 1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 Sitokrom b bolgesi Mbol enzimi kesim tipleri

Gen Bolgesi | Enzim | Kesim Tipi Populasyonlar
Sitokrom b Mbol I Tip Rize
) Artvin
Ordu Adana
Trabzon Mugla
) Erzincan Burdur
IL. Tip

K.Maras Konya
Adiyaman  Antalya
Mersin
Kastamonu  Balikesir
II. Tip Zonguldak Izmir
Diizce Aydin
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4.1.1.2 Sitokrom b bolgesi Haelll kesim enzimi sonuclari

Haelll ile kesimi sonucu, populasyonlar arasi farklilik gdsteren bant profilleri Sekil

4.2°de gosterilmektedir.

10 11 12 13 14 15

17 18 19

M
—

Sekil 4.2 mtDNA sitokrom b bdlgesinin Haelll kesimi

(M: Marker-100bp DNA Ladder, 1. Ordu, 2. Trabzon, 3. Rize, 4. Artvin, 5. Erzincan, 6. K.Maras, 7.
Adiyaman, 8. Adana, 9. Mugla, 10. Burdur? 11. Konya, 12. Antalya, 13. Mersin, 14. Kastamonu, 15.
Zonguldak, 16. Diizce, 17. Balikesir, 18. Izmir, 19. Aydmn, 20. A. uralensis, 21. A. witherbyi, 22.

Sitokrom b PZR {irlinii; Populasyon i¢i varyasyon olmadigi i¢in her populasyondan temsili bir drnek
kullanilmugtir.)

Buna gore enzimin A. mystacinus populasyonlar1 i¢inde 4 ayr1 kesim tipi sergiledigi
goriilmektedir (Cizelge 4.2). Haelll kesim enziminin A.mystacinus ’a ait sitokrom b

dizilerindeki yaklasik tanima bolgeleri her kesim tipi i¢cin EK 2’de verilmistir.
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Cizelge 4.2 Sitokrom b bolgesi Haelll enzimi kesim tipleri

Gen Bolgesi Enzim Kesim Tipi Populasyonlar
Sitokrom b Haelll Ordu Erzincan
. Trabzon K.Maras
I Tip Rize Adiyaman
Artvin Adana
Mugla Antalya
II. Tip Burdur Mersin
Konya
I11. Tip Zonguldak
Kastamonu [zmir
IV. Tip Diizce Aydin
Balikesir

4.1.1.2 Sitokrom b bolgesi Rsal kesim enzimi sonuclar:

Rsal enzimi ile kesimi sonucu, populasyonlar arasi farklilik gosteren bant profilleri

Sekil 4.3’de gosterilmektedir.

_-

M 16 T

I

7 18 19 20 21
— - — = =

8 9 10 11 12

Sekil 4.3 mtDNA sitokrom b bdlgesinin Rsal kesimi

(M: Marker-100bp DNA Ladder, 1. Ordu, 2. Trabzon, 3. Rize, 4. Artvin, 5. Erzincan, 6. K.Maras, 7.
Adiyaman, 8. Adana, 9. Mugla, 10. Burdur, 11. Konya, 12. Antalya, 13. Mersin, 14. Kastamonu, 15.
Zonguldak, 16. Diizce, 17. Balikesir, 18. Izmir, 19. Aydin, 20. A. uralensis, 21. A. witherbyi, 22.
Sitokrom b PZR {irtnii; Populasyon i¢i varyasyon olmadigi ig¢in her populasyondan temsili bir ornek

kullanilmustir.)

64



Buna gore enzimin A. mystacinus populasyonlart i¢inde 2 ayr1 kesim tipi sergiledigi

goriilmektedir (Cizelge 4.3). Rsal kesim enziminin A. mystacinus ’a ait sitokrom b

dizilerindeki yaklasik tanima bolgeleri her kesim tipi i¢in EK 3’de verilmistir.

Cizelge 4.3 Sitokrom b bolgesi Rsal enzimi kesim tipleri

Gen Bolgesi Enzim Kesim Tipi Populasyonlar
Sitokrom b Rsal Ordu Adana
Trabzon Mugla
Rize Burdur
I. Tip Artvin Konya
Erzincan Antalya
K.Marag Mersin
Adiyaman
Zonguldak  Balikesir
II. Tip Kastamonu [zmir
Diizce Aydin

4.1.1.3 Sitokrom b bolgesi PZR-RFLP sonuclarimin degerlendirilmesi

Sitokrom b bdlgesi PZR iiriinlerinin restriksiyon enzimleri ile kesiminden sonra agaroz

jelde elde edilen fragmentlerle yapilan var-yok analizi sonucunda olusturulan UPGMA

dendrograminda A. mystacinus populasyonlari 3 gruba ayrilmistir (Sekil 4.4).

&0

~ sa| TRABZON
ORDU
Grup 1
a8 ADANA

S?F ARTVIN
L—RiZE

|xMAaRAg
ERZINCAN

!_'—\DI'Y_'—\_\L%}E i
MUGLA

534 BURDUR
AANTAIYA | Grup 2
MERSIN

50] &

KONYA
KASTAMONU
DUZCE

3 i aim

24 AYDIN

7

Grup 3

BALIKESIR

ZONGULDAK

Sylvaemus

Sekil 4.4 Sitokrom b bolgesi PZR-RFLP ¢alismasi sonucu elde edilen UPGMA agact
(Nei 1987) (%50°nin altindaki bootstrap degerleri gosterilmemistir)
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Olusan dendrograma gore 1. grupta Ordu-Rize-Artvin-Erzincan-Maras-Adiyaman-
Adana popiilasyonlar1 yer alirken, 2. grubu olusturan Mugla-Burdur-Konya-Antalya-
Mersin populasyonlart bunlara daha yakin kiimelenmistir (BS: %60). Kastamonu-
populasyonlarindan

Zonguldak-Diizce-Balikesir-izmir-Aydin olusan 3.

grup,
digerlerinden ayr1 kiimelenmistir (BS: %51).

Populasyon i¢indeki en yiiksek genetik ¢esitlilik 3. Grup populasyonlarinda gortilmiistiir
(H=0,133; P=%40,91). Bunu sirasiyla 1. ve 2. gruplar izlemistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4 Sitokrom b PZR-RFLP c¢alismas: sonucu elde edilen genetik cesitlilik
degerleri (Nei 1987)

Ornek
Populasyonlar Sayisi Na Ne H | P
Grup 1 49 1,2273 1,1134 0,075 0,1161 22,73
Grup 2 32 1,1364 1,0331 0,0255 | 0,0446 13,64
Grup 3 27 1,4091 1,2165 0,133 0,2023 40,91

Populasyonlar arasi1 genetik farklilagma en yiiksek 1. ve 3. gruplar arasinda olup
(Gst=0,952) buna paralel olarak gen akisinin en diisiik oldugu populasyonlar yine 1. ve
3. gruplardir (Nm=0,0252) (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5 Sitokrom b PZR-RFLP sonucu elde edilen populasyonlar arasi genetik
farklilagma (Gst) ve gen akisi (Nm) degerleri (Nei 1987)

Populasyonlar Gst Nm

Grup 1 - Grup 2 0.9311 0.0370
Grup 1 - Grup 3 0.9520 0.0252
Grup 2 - Grup 3 0.9348 0.0349

4.1.2 mtDNA D-loop bélgesine ait PZR-RFLP ¢alismasi

D-loop bdlgesinin kesimi i¢in kullanilan 5 kesim enziminden (Mbol, Hinfl, Taqgl, Bfal
ve Ndel) 3 tanesi ¢alisilan populasyonlar arasinda farkli bant profilleri ortaya koyarken
digerleri farklilik gostermemistir. Populasyonlar arasi farklilik gdsteren kesim

enzimleri, Mbol, Bfal ve HinfI’dir.
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4.1.2.1 D-loop bolgesi Mbol kesim enzimi sonuclari

Mbol enzimi ile kesim sonucu gerek populasyon i¢i Ornekler arasi gerekse
populasyonlar aras1 farklilik gosteren bant profillerine rastlanmistir. Buna gore tiim

orneklere ait kesim profilleri Sekil 4.5°de gosterilmektedir.
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Sekil 4.5 mtDNA D-loop bolgesinin Mbol kesimi

(M: Marker-100bp DNA Ladder, 1-11: Artvin‘, 12-17: Rize, 18-25: Trabzon, 26-27: Ordu, 28-35:
Zonguldak, 36: Diizce, 37-48: Balikesir, 49-52: Izmir, 53-54: Aydmn, 55-66: Mugla, 67: Burdur, 68-76:
Antalya, 77-84: Mersin, 85-93: Adana, 94-101: K.Maras, 102-110: Erzincan, 111-112: Ankara, 113-116:

Konya, 117: Adiyaman, 118: Kastamonu. Kutucuk igine alinan ornekler, dis grup olarak kullanilan
Sylvaemus ornekleridir)

4.1.2.2 D-loop bolgesi Bfal kesim enzimi sonuclari
Bfal enzimi ile kesim sonucu gerek populasyon igi 6rnekler aras1 gerekse populasyonlar

arasi farklilik gosteren bant profillerine rastlanmistir. Buna gore tiim orneklere ait kesim

profilleri Sekil 4.6’da gosterilmektedir.
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Sekil 4.6 mtDNA D-loop bolgesinin Bfal kesimi

(M: Marker-100bp DNA Ladder, 1-11: Artvin, 12-17: Rize, 18-25: Trabzon, 26-27: Ordu, 28-35:
Zonguldak, 36: Diizce, 37-48: Balikesir, 49-52: Izmir, 53-54: Aydin, 55-66: Mugla, 67: Burdur, 68-76:
Antalya, 77-84: Mersin, 85-93: Adana, 94-101: K.Maras, 102-110: Erzincan, 111-112: Ankara, 113-116:

Konya, 117: Adiyaman, 118: Kastamonu. Kutucuk igine alman &rnekler, dis grup olarak kullanilan
Sylvaemus ornekleridir)

4.1.2.3 D-loop bolgesi Hinfl kesim enzimi sonuclar:

Hinfl enzimi ile kesim sonucu populasyonlar arasi farklilik gosteren bant profilleri Sekil

4.7°de gosterilmektedir.
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Sekil 4.7 mtDNA D-loop bolgesinin Hinfl kesimi

(M: Marker-100bp DNA Ladder, 1. Ordu, 2. Trabzon, 3. Rize, 4. Artvin, 5-6: Erzincan, 7-8: K.Maras, 9.
Adiyaman, 10-11: Adana, 12. Mugla, 13. Burdur, 14. Konya, 15. Antalya, 16. Mersin, 17. Kastamonu,
18. Zonguldak, 19. Diizce, 20. Balikesir, 21. Izmir, 22. Aydin, 23. A. uralensis, 24. A. witherbyi, 25. D-
loop PZR firiinii)

Buna gore enzimin A. mystacinus populasyonlari iginde 2 ayr1 kesim tipi sergiledigi

goriilmektedir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6 D-loop bolgesi HInfl enzimi kesim tipleri

mtDNA Bolgesi Enzim Kesim Tipi Populasyonlar
D-loop HinfI Ordu Erzincan
1. Tip Tra‘F)zon K.Maras
Rize Adiyaman
Artvin Adana
Zonguldak Burdur
Kastamonu Konya
Diizce Antalya
II. Tip Balikesir Mersin
[zmir Erzincan
Aydin K.Maras
Mugla Adana
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4.1.2.4 D-loop bolgesi PZR-RFLP sonug¢larinin degerlendirilmesi

D-loop bolgesinin PZR iiriinlerinin restriksiyon enzimleri ile kesiminden sonra agaroz
jelde elde edilen fragmentlerle yapilan var-yok analizi sonucunda olusturulan UPGMA

dendrograminda A. mystacinus populasyonlari 3 gruba ayrilmstir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8 D-loop bolgesi PZR-RFLP ¢alismasi sonucu elde edilen UPGMA agaci (Nei
1987)

Olusan dendrograma gore 1. grupta Ordu-Rize-Artvin-Erzincan-Maras-Adiyaman-
Adana populasyonlar1 yer alirken, 2. grubu olusturan Mugla-Burdur-Konya-Antalya-
Mersin populasyonlari, Kastamonu-Zonguldak-Diizce-Balikesir-izmir-Aydin
populasyonlarindan olusan 3. grupla daha yakin kiimelenmistir (BS: %52). 1. grup, bu
iki gruptan %79 bootstrap degeriyle ayrilmistir.

Populasyon i¢indeki en yiiksek genetik ¢esitlilik 1. Grup populasyonlarinda goriilmiistiir
(H=0,0931; P=% 28,57). Bunu sirastyla 2. ve 3. gruplar izlemistir (Cizelge 4.7).

70



Cizelge 4.7 D-loop PZR-RFLP c¢alismasi sonucu elde edilen genetik ¢esitlilik degerleri

(Nei 1987)
Ornek
Populasyonlar Sayisi Na Ne H | P
Grup 1 49 1,2857 1,1565 0,0931 0,1413 28,57
Grup 2 32 1,2857 1,1129 0,0713 0,1125 28,57
Grup 3 27 1,3333 1,0845 0,0619 0,1064 33,33

Populasyonlar aras1 genetik farklilagsma en yiiksek 1. ve 3. gruplar arasinda olup (Gst=
0,8288) buna paralel olarak gen akisinin en diisiik oldugu populasyonlar yine 1. ve 3.
gruplardir (Nm= 0,1033) (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8 D-loop PZR-RFLP sonucu elde edilen populasyonlar arasi genetik
farklilagma (Gst) ve gen akis1 (Nm) degerleri (Nei 1987)

Populasyonlar Gst Nm
Grup 1-Grup 2 0,79 0,1329
Grup 1-Grup 3 0,8288 0,1033
Grup 2-Grup 3 0,7936 0,13

4.1.3 Sitokrom b ve D-loop bolgesi’nin beraber analizi

Sitokrom b ve D-loop bolgesine ait kesim fragmentlerinin beraber yorumlandigi analiz
sonuglara gore olusturulan UPGMA dendrogramina gore (Sekil 4.9) olusan 3 gruptan
ilkinde Ordu-Rize-Artvin-Erzincan-Maras-Adiyaman-Adana populasyonlart (1. Grup)
yer alirken, 2. grubu olusturan Mugla-Burdur-Konya-Antalya-Mersin populasyonlari
bunlara yakin kiimelenmistir (BS: %51). 3. grubu olusturan Kastamonu-Zonguldak-
Diizce-Balikesir-izmir-Aydin populasyonlari ise bu iki gruba disaridan baglanmis olsa

da bu baglanti, ¢ok diisiik bootstrap degeriyle desteklenmistir (BS:%35).
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Sekil 4.9 mtDNA verilerinin bitistirilmesiyle olusturulan UPGMA agac1 (Nei 1987)

mtDNA’nin her iki bolgesinin bitistirilmesiyle ortaya konulan temel bilesenler analizine

gore (PCA) yine bu 3 grubun ayrimi agik bir sekilde goriilmektedir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10 Bitistirilmis verilere gore ¢izilen temel bilesenler analizi (PCA)
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4.2 mtDNA Sitokrom b Bélgesi Dizi Analizi Sonuclari

4.2.1 Sitokrom b bolgesi filogenetik analizi sonuglari

Bu tez c¢alismasinda toplam 95 A. mystacinus 6rnegi analizlerde kullanilmigtir. Bu
orneklerden 85 tanesi (Cizelge 3.1), dizileme yapilan 108 A. mystacinus drneginden elde
edilmis olup, 10 6rnek ise GeneBank’tan elde edilen A. mystacinus’a ait dizileri
icermektedir (Cizelge 3.3). Dis grup olarak Tiirkiye’den kullanilan 6rnekler (Cizelge
3.2) analize eklenmistir. Buna gore analizlerde kullanilan tiirler ve bunlara ait toplam
ornek sayilar1 Cizelge 4.9°da gosterilmektedir. Tiim o6rneklerin hizalama ve budama
islemleri sonrasinda sitokrom b bélgesine ait 896 baz ¢ifti (bg) uzunlugundaki bolge

analiz edilmistir.

Cizelge 4.9 Dizi analizi ¢alismalarinda kullanilan tiirler ve bunlara ait 6rnek sayilari

TUR ORNEK SAYISI

A. mystacinus 95

A. epimelas
A. uralensis
A. witherbyi
A. flavicollis

A. sylvaticus

Mus musculus

NN NN |W]|W]|Ww

Rattus norvegicus

A. mystacinus’a ait diziler, A-T bakimindan zengin olup %31,16 Adenin ve %29,95
oraninda Timin icermektedir. Bununla beraber Guanin ve Sitozin oranlari sirasiyla
%26,32 ve %12,57’dir. Toplam transisyon/transversiyon orani (R) 6,816 olarak
hesaplanmis olup tim nikleotidlerin yer degisim oranlari c¢izelge 4.10'da

gosterilmektedir.
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Cizelge 4.10 Niikleotidler arasindaki transisyon ve transversiyon degisim oranlari (koyu
yazilan sayilar transisyon degisimlerini gosterirken italik yazilanlar
transversiyon oranlarini gostermektedir. )

Niikleotid A T C G
A * 1,92 1,68 8,44
T 1,99 * 27,06 0,8
C 1,99 30,8 * 0,8
G 20,91 1,92 1,68 *

Analiz edilen 95 A. mystacinus bireyine ait toplam 56 haplotip elde edilmis olup, A.
mystacinus ve dis grup olarak kullanilan diger bireylere ait haplotipler ¢izelge 4.11°de
gosterilmektedir. Haplotip dizileri EK 4°de yer almaktadir.

Cizelge 4.11 Sitokrom b bolgesine gore elde edilen haplotipler ve bunlarin ait olduklari
populasyonlardaki goriilme sikliklari (parantez i¢inde)

Populasyon Birey Sayis1 Haplotip
Ordu 2 HapO1 (1), Hap02 (1)
Trabzon 4 Hap03 (1), Hap04 (3)
Rize 5 Hap05 (3), Hap06 (2)
Hap07 (1), HapO08 (1)
Artvin 10 Hap09 (1), Hap10 (1)
Hapl1 (3), Hap12 (2)
Hapl13 (1)
Gilircistan 1 Hap14 (1)
Erzincan 8 Hapl5 (4), Hap16 (4)
Kahramanmaras 7 Hapl5 (2), Hapl7 G)
Hapl8 (2)
Adiyaman 2 Hap19 (1), Hap20 (1)
Adana 6 Eiﬁ; g;’ Hap21 G)
Suriye 2 Hap23 (2)
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Cizelge 4.11 Sitokrom b bolgesine gore elde edilen haplotipler ve bunlarin ait olduklar
populasyonlardaki goriilme sikliklari (parantez i¢inde) (devam)

Populasyon Birey Sayis1 Haplotip
Hap24 (1), Hap25 (1)
Hap26 (1), Hap27 (1
Mugla ; p26 (1), Hap27 (1)
Hap28 (1), Hap29 (1)
Hap30 (1)
Burdur 1 Hap31 (1)
Konya 2 Hap32 (1), Hap33 (1)
Hap34 (1), Hap35 (1)
Hap36 (1), Hap37 (1
Antalya 7 p36 (1), Hap37 (1)
Hap38 (1), Hap39 (1)
Hap40 (1)
Hap34 (2), Hap41 (1
Mersin 4 p34(2), Hapdl (1)
Hap42 (1)
Hap43 (1), Hap44 (1
Girit 4 p43 (1), Hapdd (1)
Hap45 (1), Hap46 (1)
Kastamonu 1 Hap47 (1)
Zonguldak 7 Hap48 (7)
Hap47 (4), Hap50 (1)
Balikesir 10 Hap51 (1), Hap52 (3)
Hap53 (1)
Diizce 1 Hap49 (1)
. Hap49 (1), Hap54 (1)
Izmir 2
Hap55 (1)
Aydm 1 Hap56 (1)
) Hap57 (1), Hap58 (1)
A. epimelas 3
Hap59 (1)
] Hap60 (1), Hap61 (1)
A. uralensis 3
Hap62 (1)
Hap63 (2), Hap64 (1
A. witherbyi 3 p63 (2), Hap6d (1)
Hap65 (1)
A. flavicollis 2 Hap66 (1), Hap67 (1)
A. sylvaticus 2 Hap68 (1), Hap69 (1)
Mus musculus 2 Hap70 (1), Hap71 (1)
Rattus norvegicus 2 Hap72 (1), Hap73 (1)
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Sitokrom b boélgesi dizilerinden elde edilen haplotipler arasindaki filogenetik iligkileri
ortaya koyabilmek i¢in Neighbour joining (NJ), Maximum Parsimony (MP), Maximum
Likelihood (ML) ve Bayesian analizleri kullanilmistir. Tiim filogenetik analizlere gore
A. mystacinus populasyonlarinin 3 gruba ayrildigi ortaya konulmustur. Gruplar i¢indeki
populasyonlarin birbirleriyle iliskileri her filogenetik agacta farklilik gostermektedir.
Grup 1 Dogu Karadeniz, Dogu Anadolu ve Giiney Dogu Anadolu populasyonlar: ile
birlikte Giircistan ve Suriye populasyonlarini da igermektedir. 2. Grup populasyonlari,
Akdeniz populasyonlariyla birlikte Girit 6rneklerini de icermektedir. Grup 3 ise Bati
Karadeniz ve Ege Bolgesi populasyonlarindan olugsmaktadir (Sekil 4.11).

Sekil 4.11 Sitokrom b bolgesinin filogenetik analizleri sonucu ortaya konulan gen
agaclarindaki gruplara ait populasyonlar (Grup 1: turuncu, Grup 2: pembe
ve Grup 3: mavi renkle gosterilmektedir)

NJ agacinda bu 3 grup i¢inde 1. ve 2. Gruplar birbirine yakin ¢ikarken Bati Karadeniz
ve Ege Bolgesi populasyonlarinin yer aldigi 3. Grup %99 giivenirlilikle bu 2 gruptan
ayrilmistir (Sekil 4.12).

MP agacinda Grup 1 ve Grup 2 arasindaki ayrim %50’nin altinda giivenirlilikle

desteklenmektedir. Bununla beraber 3. Grup populasyonlar1 %99 bootstrap degeriyle bu
2 gruptan ayrilmistir (Sekil 4.13).
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ML agaci olusturulurken en uygun model olan TN93+G+I kullanilmistir. Buna gore, 1.
ve 2. Gruplar birbirlerine diger filogenetik agaglara gore daha yiiksek giivenirlilikle
baglanirken (%55) 3. Grup populasyonlarinin ayrimi diger agaglarla aynmi giivenirlilikte

olmustur (Sekil 4.14).

Bayesian yaklagimi Markov Chain Monte Carlo (MCMC) algoritmasi kullanilarak
TN93+G+I modeline gore olusturulmustur. Bu analiz sonucu ortaya ¢ikan filogenetik
agacin yapist MJ, MP ve ML agaclarinin sonuglartyla ortiismektedir. 1. ve 2. Grup
populasyonlar1 arasindaki Bayesian ardil olasilik degeri (BPP) diisiikken (BPP=0,49), 3.
Grup populasyonlarin diger gruplarla iliskisini ortaya koyan ardil olasilik degeri

yiiksektir (BPP=1) (Sekil 4.15).
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Sekil 4.12 Kimura 2-parametresi (K2P) model alinarak gercekl

Hapl9 Arbem

Hapl0 Artvin

Hapls Artvin
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Hapl2 Arbem

Haplé Fizm

Hapl7 Lrben

Hapll Arbem

Hapl4 Gireistan (4 J745240)
Hapl% fdpraman

Hapd0 fdpraman

Hapl3 drvin (4 T748235)
Hap2l ddana

Hapl2 Ozdn

Hapld Ermmcan

Haplll Oxdun

Hapl5 ErmmeanM aragid dana
Hap23 Suripe (AT311146-4 TP4E238)
Hapl? Man;

Hap22 Adana

Hapl® Wlata;

Hapl3 Twmb=n

Hapl4 Tmhmn

Hapdl Mesm

Hap31 Buxdur

Hap25 Mugl

HapZ8 Mugla

Hap2% Mugla

Hap3s Amtalma

Hap32 Komwa

Hapd2 Merxm

Hap37 Amtalma

Hap39 drtaby (4AT748225)
HapZ? Mugla

Hap30 Mugl

Hap3d ArtalaMersin
Hap35 Amalma

Hap2d Mugl

Hap2s Mugl

Hap33 Kowm

Hap32 Ardabma

Hap40 fytabya (4T743226)
Hap43 Goit (4T745232)
Hapd# Go (4T745233)
Hap44 Go (4T745235)
Hap45 Goit (41745234)
Hapd8 Zongaldak

Hap51 Balkesm

Hap52 Balkesw

Hap50 Balkesm

Hap55 [ewir

Hap4¥ Dimea/Tommr

Hapd7 Kastamom/Balkes
Hap5s Awdin

Hap53 Balkesw

Hap54 Iamiv i
Hap57 Tunarstan (4 T748228)

GRIP1

GRUP 2

GRUP 3

Hap38 Tunarstan(41748230) | A. epimelas

Hap5% Bulkarstan (AT742227)

Hapb3 A witherbyi
Hapb3 A witherbyi
Hapbd A witherbyi

Hapt
Haptd
Hapt
Hapt?
Hapal
Hapbl A uralensis

Hapél2 A wralensis ]
Hap70 Mus musculus(TE437720)
HapTl Mus musculus(TE437718)

sylvaricus (JE457738)
sylvaricus (JE457738)
flavicollis (TE457732)
flavicallis (TE457730)
uralensis

BB R R R ORRRR

DI$ GRUP
Syhaemus

DI§ GRUP

74 Hap72 Rattus norvegicus (ABT46385)
99 b=Hap73 Rarus norvegicus (ABT46363)

tirilen, Sitokrom b

bolgesine ait Neighbour Joining agaci (%50’nin altindaki bootstrap
degerleri ¢oktiiriilmiistiir)
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HaplO Artem
Hapl2 Artvm
HaplS Artem
HaplE Artvm
Hapls Fim
Hapl5 Fim
Hapl4 Gircistan (4 J745240)
Hap07 Artem
Hapll Artrm
Hapl3 drtvm (4 I74823%)
Hap20 Adrrarman
Hap2l Adana GRUP1
68— Hapl7 Marmj
Hap22 Adana
58 ~ Hapl3 Twbmn
Hapl4 Trb=mn
98 Hapl4 Gircistan (4 J745240)
Hapl5 ErmeanMaragfidana
Hapl#é Exzmcan
Hapl8 Marg
Hap02 Qdu
Hapl¥ ddrrarman
Hap0l Qedu
Hapd]l Mensm
Hap25 Mughl
Hap2% Muzh
Hap28 Musgl
Hapd2 Mensm
Hap32 Koma
Hap36 Antalya
Hap37 Antalm
Hap3? drtalva (417483225)
Hapd3 Goit (4T748252)
Hapdd Goit (4T748255)
Hap#5 Gait(41748254) GRUP 2
Hapdd Goit(4T748255)
Hap38 Antaly
g2 = Hap40 Artabm (4T748226)
56 — Hap26 Mugh

@

Ny

]

Hap33 Koma
58— Hap27 Mugh
Hap30 Mugl
Hap2d Mugh
Hap35 Antalm
Hap3l Bumdar
Hap3d AntalmMlersin

1 ——————— Hap55 lzmr
57 = Hap5] Balkesn
Hap52 Babkesn
Hap50 Balkesn
56 — Hap53 Babkesn
Hap54 Immr
Hap4? Kastamom/Balkesx
Hapd? Zormgaldak
— Hap4? Diimcellmmr
Hap56 Awm B
Hap59 Bulgarstan[4T745227)
Hap57 Tunamstan (AT745228) j|A. epimelas
Hap58 Tanamstan (4 T745230)

GRUP 3

Hap&3 A witherhyi
Hapé5 A witherhyi
Hap&id A witherhyi
Hapt® A syvfvaricus (TE457738)
Hapt® A sylvaticus (TE457736)
Hap#d A flavicollis (TE457732) E;ﬁl}gg
Hap&7 A. flavicollis (TE457730)
Hap#0 A wralensis
Hap#l A wralensis
Hap#2 A wralensis
iiEHap?D Mus muscidlus (JE457720) N

Hap71 Mus musculus(JE457718)

87 Hap72 Ratius norvegicus  (ABT46365) DI§ GRUP

99 b=HapT3 Rattus norvegicus  (ABT48363)

Sekil 4.13 TBR (tree bisection-reconnection) yoluyla olusturulan, Sitokrom b bolgesine
ait Maximum Parsimony agaci (%50’nin altindaki bootstrap degerleri
coktiiriilmiistiir)
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Hap38 Ardabea
Hapd0 Amtalys (AT745226)
Hapd3 God (4T7458252)
Hapdd4 God (4748235
Hapd5 Grd (4T748254)
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Hap52 Babkesw
Hap50 Balkesn
Hap55 lmvir
Hap4? Ditzee/ Iz
Hap47 Eastamor/Balkesiv
Hap58 fLwdm
Hap55 Babkesw
Hap54 ITznir i
Hap5® Bulparkstan (4T7458227)
Hap37 Tunamstan (417452281 | A. epimelas
Hap58 Tunarstan (4T7453230)

o
L

GRUP 3

Hap63 A. witherhyi T

Hap&s A witherbyi

Hapod A witherhyi

Hap&® A sylvaricus (TE457738)

Haps? A swivaticus (TE457738)

Hap&é A flavicallis (TE457732) g;}SmG.;ll‘{nLIE
Haps? A. flavicallis (T457730)

Hap&0 A wralensis

Hapel A uralensis

Hap#&2 A wralensis

9|9_E Hap?0 Mus minsculus(JX4577200
Hap71 Mus musculus(JE457718) DIS GRUP
7 Hap72 Ranus norvegicus (ABT746363) S

99 =Hap 73 Rarius norvegicus (AR T46363)

Sekil 4.14 TN93+G+I modeline gore olusturulan, Sitokrom b bélgesine ait Maximum
Likelihood agaci1 (%50°nin altindaki bootstrap degerleri ¢oktliriilmiistiir)
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’ 2 priay
—EE inpa1 Adana
"'52253 Arvin (AJ748239)
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0,49 — Hapd) Amtalya (AI745226) ]

Hap38 Antalya
87 Hapd3 Girit (AJ748232)

0 Mugla GRUP2

GRUP 3

0,99 b Hup48 Zonguldak
9 Bulgaristan (AJ748227)

[ Hapja‘{“mm (AJ748230) }A imeias
I'E"gﬁ'f Yunanistan (AJ748228) |- GPEIE]

Hap63 A witherbyi
_| 1 E HapbS A witherhyi
Hapb4 A. witherbyi
Hap69 A. sylvaticus (J2457733)
! i Hap68 4. syvaticus (%457736) | DIS GRUP

0.8 Hap66 A. flavicolits (J5457732)
oo Hap67 A flavicolfis (JX457730) Sylvaemns

Hap62 A. uralensis
! 1 4. uralensis
= A. uralensis
[ Fp70 Mus muscuius  (1457720)
HapTL Rattus norvegicus (ABT46365) | 1yJg GRUP

Sekil 4.15 Bayesian MCMC yontemi kullanilarak olusturulan, Sitokrom b bdlgesine ait
filogenetik agac (BPP-Bayesian posterior probability degerleri her dal icin
gosterilmektedir)

Haplotip verilerine gore olusturulan median-joining agaci filogenetik analizler sonucu
ortaya cikan gruplart ve bunlar arasindaki iligkileri desteklemistir (Sekil 4.16). A.
mystacinus populasyonlarina en yakin dis grup olarak A. epimelas belirlenmis olup
median-joining analizleri sadece bu dis grup kullanilarak olusturulmustur. Analiz
sonucuna gore 19 mutasyonluk farkla en az niikleotid degisimi 1. ve 2. Grup
populasyonlar1 arasinda goriilmiistiir. Bununla beraber en fazla niikleotid degisimi 21
olarak bulunmus olup bu degisim 2. ve 3. Grup populasyonlar1 arasindadir. Gruplar

arasinda paylasilan haplotip bulunmamaktadir.
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A. epimelas

96

Sekil 4.16 Sitokrom b bolgesine ait haplotip verilerine gore olusturulan median-joining
agaci. Haplotipler arasindaki mutasyonlar (1’den fazla niikleotidde
degisiklik gosterenler) dallarin iizerine yerlestirilmistir

4.2.2 Sitokrom b bolgesi genetik cesitlilik analizleri

Populasyon i¢indeki en yiiksek haplotip sayis1t Grup 1 ve 2’dedir (Hs = 23). Bununla
beraber haplotip ¢esitliligi Gliney Anadolu ve Girit populasyonlarini igeren 2. Grupta en
yiiksek seviyede olup (h = 0,99), Bati Karadeniz ve Ege populasyonlarini igeren 3.
Grupta en diisiik seviyededir (h = 0,86). Diziler arasindaki ayirdedici bolge sayisi 46
niikleotid degisimiyle en fazla Grup 2’de goriilmektedir. Genel olarak niikleotid
cesitliligi en fazla Grup 2 (m = 0,006) en az da Grup 1°’de (m = 0,0039) olup tiim
gruplarda 6rnek sayisindan bagimsiz olarak diisiik seviyededir. Tiim haplotip ve
niikleotid cesitliligine ait bilgiler ¢izelge 4.12°de her grup icin ayr1 ayri

gosterilmektedir.
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Cizelge 4.12 A. mystacinus populasyonlarinin sitokrom b dizilerine ait genetik ¢esitlilik

degerleri
- Haplotip Parsimony Niikleotid Haplotip
Populasyonlar Ornek Ayiric bolge itlilisi itlilisi
sayis1 . . cesitliligi cesitliligi
sayis1 informative
(Hs) (m) (h)
Grup 1 47 23 28 18 0,0039 0,95
Grup 2 25 23 46 10 0,006 0,99
Grup 3 23 10 19 10 0,0041 0,86

Populasyonlar arasindaki mesafe degerleri Kimura-2-Parametresi'ne (K2P) gore
hesaplanmistir (Cizelge 4.13). Buna gore en yiiksek mesafe degeri 2. ve 3. Grup
populasyonlar1 arasinda hesaplanirken (% 3,1), en az mesafe degeri 1. ve 2. Grup

populasyonlari arasinda (%2,8) bulunmustur.

Cizelge 4.13 K2P modeli kullanilarak sitokrom b boélgesindeki dizi farkliliklarina gore
hesaplanan, A. mystacinus populasyonlari arasindaki mesafe degerleri

Populasyon Mesafe (%-K2P)
Grup 1 Grup 2 2,8
Grup 1 Grup 3 2,9
Grup 2 Grup 3 3,1

Sitokrom b bolgesine ait genetik varyasyon oranii agiklayabilmek igin A. mystacinus
populasyonlar1 arasinda Molekiiler varyans analizi (AMOVA) yapilmistir. AMOVA
analizi i¢in filogenetik analizlerde ortaya ¢ikan 3 grup ve bu gruplara ait alt

populasyonlar kullanilmistir (Cizelge 4.14).

Cizelge 4.14 Sitokrom b bolgesinin AMOVA analizleri igin kullanilan grup ve

populasyonlar
Grup Populasyon
Dogu Karadeniz (DK)
GRUP 1 Dogu Anadolu (DA)
Giiney Dogu

Anadolu (GDA)
GRUP 2 Giiney Bat1 Anadolu  (GBA)
Giiney Anadolu (GUN)

GRUP 3 Bati Karadeniz (BK)

Bat1 Anadolu (BA)
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Toplam varyasyonun %82,3’1i gruplar arasi iliskileri aciklamistir (Fer = 0,823; P =
0,007). Grup igerisindeki populasyonlarin, A. mystacinus ’un genetik varyasyonunun
sadece %3,84’liik bir kismini agiklayabilmesine ragmen bu degere ait fiksasyon indeksi
anlamli bulunmustur (Fsc = 0,216; P<0,001). AMOVA analizlerine ait sonuglar ¢izelge

4.15’de verilmistir.

Cizelge 4.15 A. mystacinus populasyonlarmin sitokrom b bolgelerine ait AMOVA

cizelgesi
Varyasyon Kaynagi SD*  Kareler toplamn  Varyans bilesenleri  Varyasyon oram (%)
Gruplar arasi 2 638,278 10,426 Va 82,3
Grup igindeki 4 32,535 0,486 Vb 3.84

populasyonlar arasi

Populasyon ici 88 154,524 1,755 Ve 13,86
Toplam 94 825,337 12,667

Fiksasyon indeksleri

Fsc (Vb) 0,216 (P<0,001)

Fsr (Vo) 0,861 (P<0,001)

Fcr (Va) 0,823 (P=0,007)

*SD: serbestlik derecesi

AMOVA’ya bagli genetik farklilasma analizleri, en yiiksek genetik farklilagmanin 1. ve
3. Grup populasyonlar1 arasinda oldugunu ortaya koymustur (Fsr = 0,857). Bu
populasyonlar aras1 gen akist da oldukca diisiik bulunmustur (Nm = 0,10). Bununla
beraber en diisiik genetik farklilasma Grup 1 ve Grup 2 arasinda ¢ikarken (Fsr = 0,818)
bunlara ait gen akist degeri ¢cok yiiksek bulunmasa da (Nm = 0,11) Grup 1 ve Grup 3
arasindaki gen akisindan daha yiiksektir (Nm = 0,08). Gruplar arasindaki genetik

farklilagsma degerleri ¢izelge 4.16°da verilmistir.

Cizelge 4.16 A. mystacinus gruplar1 arasindaki sitokrom b bolgesine ait genetik
farklilasma (Fsr) ve gen akisi (Nm) degerleri (iist diyagonal: Nm, Alt
diyagonal: Fgr)

Populasyon Grup 1 Grup 2 Grup 3

Grup 1 * 0,11 0,08
Grup 2 0,818 * 0,10
Grup 3 0,857 0,830 *
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A. mystacinus gruplarina ait populasyonlar aras1 genetik farklilagsma analizlerine gore,
en yiiksek farklilasma Dogu Anadolu ve Bati Karadeniz populasyonlar1 arasindayken
(Fst=0,958), en diisiik genetik farklilasma ise Giiney Bat1 Anadolu ve Giiney Anadolu
populasyonlar1 (Fsr= 0,021) arasinda hesaplanmistir (Cizelge 4.17).

Cizelge 4.17 A. mystacinus gruplarmin alt populasyonlar1 arasindaki sitokrom b
bolgesine ait genetik farklilagsma (Fgst) degerleri

GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3
Populasyon | DK DA | GDA | GBA | GUN | BK | BA
DK *
GRUP 1 DA 0,278 *
GDA 0,238 | 0,157 | *
GBA 0,811 | 0,848 | 0,857 | *
GRUP 2
GUN 0,815 | 0,853 | 0,858 | 0,021 | *
BK 0,864 | 0,958 | 0,93 | 0,859 | 0,865 | *
GRUP 3
BA 0,844 | 0,898 | 0,893 | 0,833 | 0,839 | 0,413 | *

Populasyonlarin gegen zamandaki durumlarini, darbogaz etkisinde olup olmadigi ya da
eger genisleme olmugsa bunun hangi zamanda gergeklestigini ortaya koymak igin
yapilan uyumsuzluk dagilimi (mismatch distribution) analizlerine ait veriler Cizelge

4.18’de, olusan 3 A. mystacinus grubu i¢in ayr1 ayr1 verilmistir.

Cizelge 4.18 A. mystacinus populasyonlarinin sitokrom b bolgesine bagli uyumsuzluk
analizi (mismatch distribution) sonuglari

Populasyon Tau (1) Cv r
GRUP 1 2,55 0,602 0,017
GRUP 2 4,07 0,501 0,018
GRUP 3 2,57 0,61 0,073

T: mutasyon zamanina gore populasyon bilylimesinin dl¢iiti
CV: coefficient of variance-degiskenlik katsayisi
r: raggadness statistics-diizensizlik analizi
Bu sonuglar dogrultusunda populasyon biiyiimesi-diisiisii modeli altinda uyumsuzluk

dagilim grafikleri ortaya konmustur. Sekil 4.17-4.19 her grup i¢in ayr1 ayri olusturulan
grafikleri ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.17 A. mystacinus’a ait 1. Grup populasyonlarin sitokrom b bdolgesine gore
olusturulan uyumsuzluk dagilimi grafikleri
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Sekil 4.18 A. mystacinus’a ait 2. Grup populasyonlarin sitokrom b bdolgesine gore
olusturulan uyumsuzluk dagilimi grafikleri

w
i GRUP 3
0,2 A
3
0,15 4 :
0.1
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Sekil 4.19 A. mystacinus’a ait 3. Grup populasyonlarin sitokrom b bolgesine gore
olusturulan uyumsuzluk dagilimi grafikleri
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Uyumsuzluk dagilimi analizleri, 1. ve 2. Grup populasyonlarin ani dagilimlar1 ortaya
koyan tek modelli kaliplar olusturdugunu gostermektedir. Bu populasyonlara ait
degiskenlik katsay1r (CV) ve r degerlerinin diisiik bulunmasi da ani dagilim teorisini
desteklemektedir. “Tau (tr) = 2ut” formiiliiyle hesaplanan populasyon genislemesi
zamanlarina gore 1. Gruba dahil olan populasyonlarin 142.300 yil 6nce, 2. Gruba dahil
populasyonlarin ise bundan 227.120 yil 6nce ani bir genislemeye maruz kaldig1 ortaya

cikmaktadir.

3. Grup populasyonlarinda goriilen ¢ok modelli dagilim yapisi, sabit populasyon
blyiikligiyle iliskilendirilmektedir. Bu durum, yiiksek seviyede c¢ikan degiskenlik

katsayis1 ve r degerleriyle de desteklenmektedir.

Bu analizlerle beraber populasyonun darbogazda olup olmadigini ortaya koyan
Tajima’nin D ve Fu'nun Fs hesaplamalar1 da yapilmistir (Cizelge 4.19). buna gore
Tajima’nin D’si ve Fu'nun Fs’si Grup 1 ve Grup 2 i¢in anlamli bulunmustur (P<0,05).
Bu iki populasyon i¢in her iki deger de yliksek derecede negatif ¢iktigindan bu
populasyonlarin genisledigi ve darbogaz etkisinde olmadigi sdylenebilmektedir. 3. Grup
populasyonlar1 ise bu degerler bakimindan negatif sonuglar verse de bu degerler

istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Tajima P =0,15; Fu P =0,261).

Cizelge 4.19 A. mystacinus populasyonlarinin sitokrom b bdlgesine gore yapilan
populasyon darbogazi analizleri

Analizler GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3

Tajima'nin D testi

Ornek sayist 47 25 23

D -1,487 -2,126 -1,002

P 0,043 0,009 0,15
Fu'nun Fs testi

Ornek sayist 47 25 23

Fs -13,142 -19,264 -1,403

P 0 0 0,261

Populasyonlar arast genetik farklilagsmanin cografi mesafe ile olan iligkisini
belirleyebilmek icin yapilan Mantel testine ait sonuglar ¢izelge 4.20°de her grup i¢in

ayr1 ayr1 gosterilmistir.
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Cizelge 4.20 A. mystacinus populasyonlarinin sitokrom b verilerine gore genetik ve
cografi mesafelerini arasindaki iliskinin hesaplandigi Mantel testi

Populasyon R’ P
GRUP 1 0,0174 0,29
GRUP 2 0,0021 0,491
GRUP 3 0,162 0,021

R?: Anlamlilik yiizdesi
P : Anlamlilik derecesi

Mantel testi sonuglarma gore 1. ve 2. Grup populasyonlarin bu analiz i¢in anlaml

olmadig1 ortaya konmustur. Buna bagli olarak populasyonlar i¢in anlamlilik yiizdesi

(R?) cok disiik olup bu sonuclara bagli regresyon egrileri Sekil 4.20 ve 4.21°de

verilmigtir. Regresyon egrileri bu gruplar icin genetik ve cografi mesafe arasinda bir

iliski olmadigin1 ortaya koymustur. 3. Grup populasyonlardan, genetik ve cografi

mesafe arasindaki iligskinin agiklanmasi i¢in anlamli sonuglar elde edilse de (P<0,05), bu

sonuglar aradaki iliskinin ancak %16’sim1 agiklamak igin yeterli olmustur (R*= 0,162).

3. Gruba ait regresyon analizinin dagilim grafigi de bu sonucu gostermektedir (Sekil

4.22).
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Sekil 4.20 A. mystacinus’un 1. Grup populasyonlarinda sitokrom b dizilerinden elde
edilen genetik farklilasma (Fst) ve cografi mesafe arasindaki iliskiyi
gosteren dagilim grafigi
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Sekil 4.21 A. mystacinus’un 2. Grup populasyonlarinda sitokrom b dizilerinden elde
edilen genetik farklilasma (Fsy) ve cografi mesafe arasindaki iliskiyi
gosteren dagilim grafigi
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Sekil 4.22 A. mystacinus’un 3. Grup populasyonlarinda sitokrom b dizilerinden elde
edilen genetik farklilasma (Fst) ve cografi mesafe arasindaki iliskiyi
gosteren dagilim grafigi
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4.3 mtDNA D-loop Bolgesi Dizi Analizi Sonuclari

4.3.1 D-loop bolgesi filogenetik analizleri

Bu tez calismasinda toplam 95 A. mystacinus 6rnegi analizlerde kullanilmistir. Bu
orneklerden 85 tanesi (Cizelge 3.1), dizileme yapilan 108 A. mystacinus 6rneginden elde
edilmis olup, 10 ornek ise GeneBank’tan elde edilen A. mystacinus’a ait dizileri
icermektedir (Cizelge 3.3). Dis grup olarak Tiirkiye’den kullanilan 6rnekler (Cizelge
3.2) analize eklenmistir. Buna gdre analizlerde kullanilan tiirler ve bunlara ait toplam

ornek sayilari ¢izelge 4.21°de gosterilmektedir.

Cizelge 4.21 D-loop boélgesi dizi analizi ¢aligmalarinda kullanilan tiirler ve bunlara ait
ornek sayilari

TUR ORNEK SAYISI

A. mystacinus 95

A. epimelas
A. uralensis
A. witherbyi
A. flavicollis

A. sylvaticus

Mus musculus

NN N[N |W ]| W | W

Rattus norvegicus

A. mystacinus ’a ait diziler, A-T bakimindan zengin olup %31,41 Adenin ve %32,73
oraninda Timin i¢ermektedir. Bununla beraber Guanin ve Sitozin oranlari sirasiyla
%23,00 ve %12,86’dir. Toplam transisyon/transversiyon orani (R) 4,742 olarak
hesaplanmis olup tiim niikleotidlerin yer degisim oranlar ¢izelge 4.22°de

gosterilmektedir.

Cizelge 4.22 D-loop bolgesindeki niikleotidler arasindaki transisyon ve transversiyon
degisim oranlari

Niikleotid A T C G
A * 2,71 1,9 10,65
T 2,06 * 19,31 1,06
C 2,06 27,49 * 1,06
G 26,01 2,71 1,9 *

90




Analiz edilen 95 A. mystacinus bireyine ait toplam 44 haplotip elde edilmis olup, A.
mystacinus ve dis grup olarak kullanilan diger bireylere ait haplotipler ¢izelge 4.23’de

gosterilmektedir. Haplotip dizileri EK 5’de yer almaktadir.

Cizelge 4.23 D-loop bolgesine gore elde edilen haplotipler, bunlarin ait olduklar
populasyonlardaki goriilme sikliklar1 (parantez i¢inde)

Populasyon Birey Sayisi Haplotip
Ordu 2 HapO1 (2)
Trabzon 4 HapO1 (4)
Rize 5 Hap02 (4), Hap03 (1)
HapO1 (1), Hap02 (3)
Artvin 10 Hap04 (1), Hap05 (1)
Hap06 (2), Hap07 (1)
Hap08 (1)
Gircistan 1 Hap09 (1)
Erginean o HapO1 (3), Hap08 (3)
Hap10 (1), Hap11 (1)
HapO1 (2), Hap12 (3)
Kahramanmaras 7
Hap13 (1), Hap14 (1)
Adiyaman 2 HapO1 (1), Hap12 (1)
Adana 6 HapO01 (2), Hap12 (1)
Hap15 (3)
Suriye 2 Hap16 (1), Hap17 (1)
Hapl18 (1), Hap19 (1)
Mugla 7 Hap20 (1), Hap21 (1)
Hap22 (1), Hap23 (2)
Burdur 1 Hap24 (1)
Konya 2 Hap25 (1), Hap26 (1)
Hapl18 (2), Hap22 (1)
Antalya 7 Hap27 (1), Hap28 (1)
Hap29 (1), Hap30 (1)
Mersin 4 Hap22 (1), Hap30 (1)
Hap31 (2)
Girit 4 Hap32 (2), Hap33 (2)
Kastamonu 1 Hap34 (1)
Zonguldak 7 Hap34 (7)
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Cizelge 4.23 D-loop boélgesine gore elde edilen haplotipler, bunlarin ait olduklari
populasyonlardaki goriilme sikliklar1 (parantez i¢inde) (devam)

Populasyon Birey Sayis1 Haplotip
Hap36 (1), Hap37 (1)
Balikesir 10 Hap38 (3), Hap39 (2)
Hap40 (2), Hap41 (1)
Diizce 1 Hap35 (1)
. 2 Hap39 (1), Hap42 (1)
Izmir
Hap43 (1)
Aydin 1 Hap44 (1)
) Hap45 (1), Hap46 (1)
A. epimelas 3
Hap47 (1)
. Hap48 (1), Hap49 (1)
A. uralensis 3
Hap50 (1)
Hap51 (1), Hap52 (1
A. witherbyi 4 po1 (1), Hap52 (1
Hap53 (1), Hap54 (1)
A. flavicollis 2 Hap55 (2)
A. sylvaticus 2 Hap56 (1), Hap57 (1)
Mus musculus 2 Hap58 (1), Hap59 (1)
Rattus norvegicus 2 Hap60 (1)

D-loop bdlgesi dizilerinden elde edilen haplotipler arasindaki filogenetik iliskileri
ortaya koyabilmek i¢in Neighbour joining (NJ), Maximum Parsimony (MP), Maximum
Likelihood (ML) ve Bayesian analizleri kullanilmistir. Tiim filogenetik analizlere gore
A. mystacinus populasyonlarinin 3 gruba ayrildig ortaya konulmustur. Gruplar i¢indeki
populasyonlarin birbirleriyle iliskileri her filogenetik agacta farklilik gostermektedir.
Grup 1 Dogu Karadeniz, Dogu Anadolu ve Giiney Dogu Anadolu populasyonlar: ile
birlikte Giircistan ve Suriye populasyonlarini da i¢cermektedir. 2. Grup populasyonlari,
Akdeniz populasyonlariyla birlikte Girit 6rneklerini de icermektedir. Grup 3 ise Bati
Karadeniz ve Ege Bolgesi populasyonlarindan olugsmaktadir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23 D-loop bolgesinin filogenetik analizleri sonucu ortaya konulan gen
agaclarindaki gruplara ait populasyonlar (Grup 1: turuncu, Grup 2: pembe
ve Grup 3: mavi renkle gosterilmektedir)

NJ agacinda bu 3 grup icinde 1. ve 2. Gruplar i¢ i¢e ¢ikarken, Bati Karadeniz ve Ege
Bolgesi populasyonlarinin yer aldigi 3. Grup %100 giivenirlilikle bu 2 gruptan
ayrilmustir (Sekil 4.24).

MP agacinda Grup 1, Grup 2 ve 3. Grup arasindaki ayrim %50°nin altinda giivenirlilikle
desteklense de bu 3 grup birbirlerinden ayr1 ¢ikmistir (Sekil 4.25).

ML agac1 olusturulurken en uygun model olan HKY+G kullanilmigtir. Buna gore, 1. ve
2. Gruplar birbirlerine %350’nin altinda giivenirlilikle baglanirken, 3. Grup

populasyonlart %91 giivenirlilikle bu 2 gruptan ayrilmistir (Sekil 4.26).

Bayesian yaklasimi Markov Chain Monte Carlo (MCMC) algoritmasi kullanilarak
HKY+G modeline gore olusturulmustur. Bu analiz sonucu ortaya ¢ikan filogenetik
agacin yapist MP ve ML agaglarinin sonuglariyla ortligmektedir. 1. ve 2. Grup
populasyonlar1 arasindaki Bayesian ardil olasilik degeri nispeten diisiikken (0,66), 3.
Grup populasyonlarin diger gruplarla ilskisini ortaya koyan 6n olasilik degeri ytiksektir
(BPP=1), (Sekil 4.27).
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Sekil 4.26 HKY+G modeline gore olusturulan, D-loop bdlgesine ait Maximum
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Sekil 4.27 Bayesian MCMC yontemi kullanilarak olusturulan, D-loop bdlgesine ait

filogenetik agac

Haplotip verilerine gore olusturulan median-joining agaci filogenetik analizler sonucu

ortaya ¢ikan gruplari ve bunlar arasindaki

iliskileri desteklemistir (Sekil 4.28). A.

mystacinus populasyonlarina en yakin dis grup olarak A. epimelas belirlenmis olup

median-joining analizleri sadece bu dis grup kullanilarak olusturulmustur. Analiz

sonucuna gore gruplar arasindaki niikleotid degisimleri az olmakla beraber 3. Grup

populasyonlarin digerlerinden en fazla niikleotid degisimiyle (3 niikleotid degisimi)

farklilastig1 ortaya konmustur. Gruplar arasinda paylasilan haplotip bulunmamaktadir.
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A. epimelas

Sekil 4.28 D-loop bdlgesine ait haplotip verilerine gore olusturulan median-joining
agaci. Haplotipler arasindaki mutasyonlar (1’den fazla niikleotidde
degisiklik gosterenler) dallarin iizerine yerlestirilmistir.

4.3.2 D-loop bolgesi genetik cesitlilik analizleri

Populasyon icindeki en yiiksek haplotip sayis1 Grup 1’dedir (Hs = 17). Bununla beraber
haplotip ¢esitliligi Gliney Anadolu ve Girit populasyonlarini i¢eren 2. Grupta en yiiksek
seviyede olup (h = 0,963), Bat1 Karadeniz ve Ege populasyonlarini iceren 3. Grupta en
diisiik seviyededir (h = 0,861). Diziler arasindaki ayirdedici bolge sayis1 24 niikleotid
degisimiyle en fazla Grup 2’de goriilmektedir. Genel olarak niikleotid ¢esitliligi en fazla
Grup 2 (n = 0,008) en az da Grup 1’de (n = 0,04) olup tiim gruplarda 6rnek sayisindan
bagimsiz olarak diisiik seviyededir. Tiim haplotip ve niikleotid bilgileri ¢izelge 4.24’de

her grup i¢in ayr1 ayr1 gosterilmektedir.
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Cizelge 4.24 A. mystacinus populasyonlarinin D-loop dizilerine ait genetik ¢esitlilik

degerleri
.. i . Niikleotid Haploti
Ornek  Haplotip ) Parsimony Hlilisi F;l'l' P
Gruplar savisi sayisl Ayiricl bolge cesitiligl - cesitiiigl
y (Hs) informative () (h)
Grup 1 47 17 17 12 0,004 0,864
Grup 2 25 16 24 13 0,008 0,963
Grup 3 23 11 12 7 0,006 0,861

Populasyonlar arasindaki mesafe degerleri Kimura-2-Parametresi’ne (K2P) gore
hesaplanmistir (Cizelge 4.25). Buna gore en yiiksek mesafe degeri 2. ve 3. Grup
populasyonlar1 arasinda hesaplanirken (% 2,1), en az mesafe degeri 1. ve 2. Grup

populasyonlari arasinda (%1,7) bulunmustur.

Cizelge 4.25 K2P modeli kullanilarak D-loop bélgesindeki dizi farkliliklarina gore
hesaplanan, A. mystacinus populasyonlar1 arasindaki mesafe degerleri

Populasyon Mesafe (% K2P) |
Grup 1 Grup 2 1,7
Grup 1 Grup 3 1,8
Grup 2 Grup 3 2,1

D-loop bolgesine ait genetik varyasyon oranini agiklayabilmek igin A.mystacinus
populasyonlar1 arasinda Molekiiler varyans analizi (AMOVA) yapilmistir. AMOVA
analizi i¢in filogenetik analizlerde ortaya ¢ikan 3 grup ve bu gruplara ait alt

populasyonlar kullanilmistir (Cizelge 4.26).

Cizelge 4.26 D-loop bolgesinin AMOVA analizleri i¢in kullanilan grup ve

populasyonlar
Grup Populasyon
Dogu Karadeniz (DK)
GRUP 1 Dogu Anadolu (DA)
Gtiney Dogu

Anadolu (GDA)
GRUP 2 Gun?y Bati Anadolu  (GBA)
Giiney Anadolu (GUN)

GRUP 3 Bati Karadeniz (BK)

Bat1 Anadolu (BA)
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Toplam varyasyonun 9%357,56’s1 gruplar arasi iliskileri ac¢iklamistir (Fcr = 0,575;
P<0,001). Grup igerisindeki populasyonlarin, A. mystacinus ’un genetik varyasyonunun
sadece %7,6’lik bir kismini agiklayabilmesine ragmen bu degere ait fiksasyon indeksi
anlamli bulunmustur (Fsc = 0,179; P<0,001). AMOVA analizlerine ait sonuglar ¢izelge
4.27°de verilmistir.

Cizelge 4.27 A. mystacinus populasyonlarinin D-loop bolgelerine ait AMOVA g¢izelgesi

Varyasyon Kaynagi SD* Kareler toplamm Varyans bilesenleri Varyasyon orani
Gruplar arasi 2 159,263 2,471 Va 57,56
Grup igindeki 4 23,107 0,326 Vb 7,6
populasyonlar arasi
Populasyon i¢i 88 131,63 1,495 V¢ 34,84
Toplam 94 3,14 4,293
Fiksasyon Indeksleri
Fsc (Vb) 0,179 (P<0,001)

Fsr (Vo) 0,651 (P<0,001)
Fcr (Va) 0,575 (P<0,001)

*SD: serbestlik derecesi

AMOVA’ya bagl genetik farklilagma analizleri, en yiiksek genetik farklilasmanin 1. ve
3. Grup populasyonlar1 arasinda oldugunu ortaya koymustur. Bu populasyonlar arasi
gen akisi da digerlerine oranla diisiik bulunmustur (Nm = 0,27). Bununla beraber en
diisiik genetik farklilasma Grup 1 ve Grup 2 arasinda ¢ikarken (Fst = 0,493) bunlara ait
gen akis1 degeri ¢ok yiiksek bulunmasa da Grup 1 ve Grup 3 arasindaki gen akisindan
daha yiiksektir. Gruplar arasindaki genetik farklilasma ve gen akisi degerleri ¢izelge

4.28’de verilmistir.

Cizelge 4.28 A. mystacinus gruplari arasindaki D-loop bolgesine ait genetik farklilagsma
(Fst) ve gen akist (Nm) degerleri (iist diyagonal: Nm, Alt diyagonal: Fgsr)

Populasyon GRUP 1 GRUP2 | GRUP3

GRUP 1 * 0,51 0,27
GRUP 2 0,493 * 0,36
GRUP 3 0,652 0,584 *
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A. mystacinus gruplarina ait populasyonlar aras1 genetik farklilagsma analizlerine gore,
en yiiksek farklilasma Dogu Anadolu ve Bati Karadeniz populasyonlar1 arasindayken
(Fst=0,887), en diisiik genetik farklilagma ise Gliney Dogu Anadolu ve Dogu Anadolu
populasyonlar1 (Fst= 0,042) arasinda hesaplanmistir (Cizelge 4.29).

Cizelge 4.29 A. mystacinus gruplariin alt populasyonlari arasindaki D-loop bolgesine
ait genetik farklilasma (Fgst) degerleri

GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3
Populasyon | DK DA GDA | GBA | GUN BK BA
DK *
GRUP 1 DA 0,161 *

GDA 0,169 | 0,042 | *
GBA 0,662 | 0,641 | 0,56 *

GRUP 2
GUN 0,598 | 0,559 | 0,496 | 0,083 *
BK 1 1 *
GRUP 3 0,808 | 0,887 | 0,717 | 0,766 | 0,717
BA 0,679 | 0,664 | 0,585 | 0,636 | 0,593 0,416 *

Populasyonlarin gecen zamandaki durumlarini, darbogaz etkisinde olup olmadigr ya da
eger genisleme olmugsa bunun hangi zamanda gerceklestigini ortaya koymak igin
yapilan uyumsuzluk dagilimi (missmatch distribution) analizlerine ait veriler Cizelge

4.30°da, olusan 3 A. mystacinus grubu i¢in ayri ayr1 verilmistir.

Cizelge 4.30 A. mystacinus populasyonlarinin D-loop boélgesine bagl uyumsuzluk
analizi (mismatch distribution) sonuglari

Populasyon Tau (1) CvV r
GRUP1 2,045 0,659 0,026
GRUP 2 4,773 0,436 0,035
GRUP 3 2,862 0,576 0,123

T: mutasyon zamanina gore populasyon biiylimesinin Sl¢iitii
CV: coefficient of variance-degiskenlik katsayisi
r: raggadness statistics-diizensizlik analizi

Bu sonuclar dogrultusunda populasyon biiylimesi-diisiisii modeli altinda uyumsuzluk
dagilimi grafikleri ortaya konmustur. sekil 4.29-4.31 her grup i¢in ayr1 ayr1 olusturulan
grafikleri ortaya koymaktadir.
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Uyumsuzluk dagilimi analizleri, 1. ve 2. Grup populasyonlarin ani dagilimlarini ortaya
koyan tek modelli kaliplar olusturdugunu gostermektedir. Bu populasyonlara ait r

degerlerinin diisiik bulunmasi da ani dagilim teorisini desteklemektedir.

3. Grup populasyonlarinda goriilen ¢ok modelli dagilim yapisi, sabit populasyon
blyiikligiyle iliskilendirilmektedir. Bu durum, yiiksek seviyede c¢ikan r degerleriyle
desteklense de, degiskenlik katsayis1 beklenmedik sekilde yiiksek ¢ikmuistir.

Bu analizlerle beraber populasyonun darbogazda olup olmadigini ortaya koyan
Tajima’nin D ve Fu’nun Fs hesaplamalar1 da yapilmistir (Cizelge 4.31). Buna gore
Tajima’nin D’si 3 grup i¢in de anlamsiz bulunmustur (P>0,05). Ancak Fu’nun Fs
hesaplamalar1 bu 3 populasyon icin de anlamli sonuglar vermis (P<0,05) ve negatif
degerde sonuclar ortaya koymustur. Bu c¢eliskili durum Tajima’nin D istatistigi
hesaplamalar1 yapilirken niikleotid cesitliligi gosteren bolgelerin 6nem arz etmesinden

ve bu bolgelerin D-loop dizilerindeki azligindan kaynaklanmais olabilir.

Cizelge 4.31 A. mystacinus  populasyonlarmin D-loop bdlgesine gore yapilan
populasyon darbogazi analizleri

Analizler GRUP1 GRUP2 GRUP3

Tajima'nin D testi

Ornek sayist 47 25 23

D -0.87169  -0.91525 -0.41537

P 0,201 0,198 0,394
Fu'nun FS testi

Ornek sayist 23 23 10

Fs -10,97561 -11,06469  -4,66226

P 0 0 0,007

Populasyonlar aras1 D-loop dizilerine ait genetik mesafenin (Fsr) cografi mesafe ile olan
iligkisini belirleyebilmek i¢in yapilan Mantel testine ait sonuglar ¢izelge 4.32°de her

grup icin ayr1 ayr1 gosterilmistir.
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Cizelge 4.32 A. mystacinus populasyonlarinin D-loop verilerine gére genetik ve cografi
mesafeleri arasindaki iligkinin hesaplandigi Mantel testi

Populasyon R’ P
GRUP 1 0,0072 0,401
GRUP 2 0,0352 0,443
GRUP 3 0,0027 0,572

R?: Anlamlilik yiizdesi
P : Anlamlilik derecesi

Mantel testi sonucglarina gore her 3 gruba ait anlamlilik derecesi (P>0,05) yiiksek

ciktigindan gruplar i¢in genetik farklilasma ve cografi mesafe arasinda bir iliski

olmadigin1 ortaya koymustur. Bu sonuglara gbre olusturulan regresyon egrileri sekil

4.32-4.34 arasinda her grup i¢in ayr1 ayr1 verilmistir.
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Sekil 4.32 A. mystacinus’un 1. Grup populasyonlarinda D-loop dizilerinden elde edilen
genetik farklilasma (FST) ve cografi mesafe arasindaki iliskiyi gosteren
dagilim grafigi
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Sekil 4.33 A. mystacinus’un 2. Grup populasyonlarinda D-loop dizilerinden elde edilen
genetik farklilasma (FST) ve cografi mesafe arasindaki iliskiyi gosteren
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Sekil 4.34 A. mystacinus’un 3. Grup populasyonlarinda D-loop dizilerinden elde
edilen genetik farklilasma (FST) ve cografi mesafe arasindaki iliskiyi
gosteren dagilim grafigi
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4.4 mtDNA Sitokrom b ve D-loop Bolgelerinin Bitistirilmesi Analizeri

A. mystacinus ’a ait 84 ortak diziden (Cizelge 3.1) elde edilen her iki mtDNA bdlgesinin
kullanilmastyla ortaya ¢ikan 1355 bg’lik dizilerin filogenetik analizleri yapilmistir.
Ayrica dis grup olarak A. epimelas, A. uralensis ve A. witherbyi 6rnekleri de analizlerde
kullanilmistir (Cizelge 3.2 ve 3.3). Bitisik (concatenate) dizilerden elde edilen
haplotipler ¢izelge 4.33°de verilmistir.

Cizelge 4.33 Bitisik dizilerden elde edilen haplotipler ve bunlarin ait olduklari
populasyonlardaki goriilme sikliklar1 (parantez ig¢inde)

Populasyon Birey Sayisi Haplotip
Ordu 2 HapO01 (1), Hap02 (1)
Trabzon 4 Hap03 (1), Hap04 (3)
) Hap05 (2), Hap06 (2)
Rize 5
Hap07 (1)
HapO08 (1), Hap09 (1)
Artvin 9 Hapl10 (1), Hapl1 (1)
Hap12 (3), Hap13 (1)
Hapl4 (1)
Hapl15 (1), Hapl6 (1)
Erzincan 8 Hapl17 (2), Hap18 (1)
Hap19 (3)
Hap15 (1), Hap20 (1)
Hap21 (1), Hap22 (1)
Kahramanmaras 7
Hap23 (1), Hap24 (1)
Hap25 (1)
Adiyaman 2 Hap26 (1), Hap27 (1)
Hapl15 (1), Hapl17 (1)
Adana 6 Hap28 (2), Hap29 (1)
Hap30 (1)
Hap31 (1), Hap32 (1)
Mugla ; Hap33 (1), Hap34 (1)
Hap35 (1), Hap36 (1)
Hap37 (1)
Burdur 1 Hap38 (1)
Konya 1 Hap39 (1)
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Cizelge 4.33 Bitisik dizilerden elde edilen haplotipler ve bunlarin ait olduklari
populasyonlardaki goriilme sikliklar1 (parantez i¢inde) (devam)

Populasyon Birey Sayis1 Haplotip
Hap40 (1), Hap41 (1
Antalya 4 p40 (1), Hapdl (1)
Hap42 (1), Hap43 (1)
Hap44 (2), Hap45 (1
Mersin 3 p44 (2), Hapds (1)
Hap46 (1)
Hap47 (1), Hap48 (1
Girit 3 p47 (1), Hapd8 (1)
Hap49 (1)
Kastamonu 1 Hap50 (1)
Zonguldak 7 Hap51 (7)
Diizce 1 Hap52 (1)
Hap53 (1), Hap54 (1)
Hap55 (2), Hap56 (2
Balikesir 10 p5 (2), Hap36 (2)
Hap57 (2), Hap58 (1)
Hap59 (1)
. Hap60 (1), Hap61 (1)
Izmir 2
Hap62 (1)
Aydm 1 Hap63 (1)
A. epimelas 3 Hap64 (1), Hap65 (1)
. Hap66 (1), Hap67 (1)
A. uralensis 3
Hap68 (1)
A. witherbyi 3 Hap69 (1), Hap70 (1)

Bitisik dizilerden elde edilen haplotipler arasindaki filogenetik iligkileri ortaya
koyabilmek icin Neighbour joining (NJ), Maximum Parsimony (MP), Maximum
Likelihood (ML) ve Bayesian analizleri kullanilmistir. Tiim filogenetik analizlere gore
A. mystacinus populasyonlarinin 3 gruba ayrildigi ortaya konmus olup ortaya ¢ikan
sonuclar hem sitokrom b hem de D-loop bdlgesiyle yapilan filogenetik analizleri
desteklemektedir. Bununla beraber gruplar arasinda elde edilen bootstrap degerlerinin
daha giivenilir oldugu goriilmektedir. Bitistirilmis mtDNA dizilerinden elde edilen
Bayesian agaci Sekil 4.35°de gosterilmistir. Bunun yaninda NJ agaci EK 6’da, MP agaci
EK 7°de ve ML agac1 ise EK 8’de verilmistir.
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Hap0! Ordu

Hap26 Adryaman
Hap!5 Erzincan/Marag/Adana
Hap17 Erzincan/Adana
Hap!6 Erzincan

GRUP 2

Hapl2 Ordu
Fiap8 Artvin
Hap06 Rize
Hap07 Rize
Hapls Rize
Hap09 Artvin
Hapl3 Arvin
Hapll Arvin
Hapl0 Artvin
Hapl2 Artvin
Hapld Arvin
Hap32 Mugla
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Hapds Mugils

o b Hap42 Antlyn (AJ748225)

- Hap3s Mugia
_| o E Hap37 Mugla
Hap34 Mugla
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— Hap43 Antalya (AJ748226)
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- a{{"’” Balikesir
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e ]
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I—E {ap53 Balikesir
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o Hap63 Aydm
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— Emp?u.l witherb

! Hap6s A
S Hap6e A. uralensi

Sekil 4.35 Bayesian MCMC yo6ntemi kullanilarak olusturulan, mtDNA sitokrom b ve D-
loop bdlgelerinin beraber analiz edilmesiyle olusturulan bitistirilmis
filogenetik agaci (concatenated phlogenetic tree)

4.5 Evrimsel Ayrilma Zamanlari

Sitokrom b dizilerinin milyon yilda %2 farklilagma oranlarina gore olusturulan

molekiiler tarihleme analizleri sekil 4.36°da agag tlizerinde gosterilmistir. Buna gore A.

mystacinus populasyonlari iginde olusan 3 gruptan ilk farklilasanin 3. Grup oldugu

goriilmektedir (0,882 Myd). Bununla beraber 1. ve 2. Gruplar arasinda giiniimiizden

0,723 Myd bir farklilasmanin gerceklestigi goze carpmaktadir. Tim bu sonuglar A.

mystacinus populasyonlari arasinda gen akisinin Orta Pleistosen (Ionian ve Calabrian

donemleri 0,126-1,806 Myd) doneminde nispeten kesildigini ortaya koymaktadir.
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A. mystacinus populasyonlarina en yakin tiir olan A. epimelas’in Pliosen doneminde

(2,588-5,332 Myd) A. mystacinus ’dan farklilastigi ortaya konmustur.

Olusturulan evrimsel aga¢ sonuglaria gore, Sylvaemus alt cinsine dahil olan tiirlerinin,
A. mystacinus ve A. epimelas’dan yaklasik 11 milyon yil 6nce (Miocene donemi)
farklilastig1 ortaya konulmustur. Bu durum, mystacinus ve epimelas’in Sylvaemus’dan

farkli bir alt cins olan Karstomys’e dahil olabilecegi konusundaki fikirleri

Pl =10 1=
_{ GRUP 1

desteklemektedir.

0,723 Myd

N

0,882 Myo
\ GRUP 2
14,741 My6 2EENy
<

\ A.

: 11,936 Myo < Sylvaemus

M ne

GRUP 3

Sekil 4.36 Sitokrom b dizileri kullanilarak elde edilen molekiiler tarihleme analizi
sonuglar (tiim sonuglar My®, milyon yil dnce, olarak verilmistir)

109



5. TARTISMA

5.1 MtDNA Sitokrom b ve D-loop Bolgeleriyle Yapilan Analizlerin
Karsilastirilmasi

Bu ¢alismada A. mystacinus populasyonlari arasindaki farkliligi ortaya koyabilmek igin
mtDNA’nin hem sitokrom b hem de D-loop bolgesi kullanilmistir. Bu bolgelerin
evrimi, bu 2 mtDNA bdlgesi lizerinde rol oynayan farkli se¢ilim kisitlamalari tarafindan
kontrol edilmektedir (Kumar 1996, Randi vd. 2001). Ozellikle D-loop bdlgesinde
korunmug fonksiyonel motiflerin olmas1 (Sbisa vd. 1997, Randi ve Lucchini 1998) ve
sitokrom b’nin protein kodlayan yapisi (Moore ve DeFilippis 1997), bu genlerin evrim
oranlarini degistirmektedir. Sitokrom b bolgesi protein kodladigi i¢in daha korunmus bir
yapiya sahipken, D-loop, tamir mekanizmasinin olmayis1 ve kodlanmayan dogasindan
dolay1 daha hizli evrimlesme oranina sahiptir. Bununla beraber genler {izerinde farkli
degisim oranlarina sahip bolgeler de bulunmaktadir ve korunmus genlerde bulunan bu
bolgelerdeki varyasyonlarin, hizli evrimlesen genlerdekinden daha da yiiksek oldugu

ortaya koyulmustur (Kumar 1996).

Bu tez c¢alismasinda kullanilan 2 mtDNA bdlgesi, yukarida belirtilen o6zellikleri
dogrultusunda niikleotidlerin degisim oranlarina gore karsilastirilmistir (Cizelge 5.1).
Buna gore gamma sekil parametresini gosteren “a” degerleri her iki gen bolgesi
tizerinde farkli degisim oranlarina sahip bolgeler oldugunu ortaya koymaktadir (Kumar
1996’ya gore, o < 1: gen tizerindeki bir ¢ok bolgenin diislik, baz1 bolgelerin de yiiksek
oranda degisim olduguna; a > 1: gen iizerinde esit veya diisiik oranda degisim olduguna
isaret etmektedir). Bununla beraber protein kodlayan genlerde 3. kodon pozisyonunda
daha fazla transisyonal degisimlere rastlandigindan (Irwin vd. 1991) sitokrom b

bolgesindeki transisyon/transversiyon oraninin (R) (6,816), D-loop bolgesindekinden
(4,742) daha fazla oldugu goriilmektedir.
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Cizelge 5.1 A. mystacinus populasyonlarinda ¢alisilan gen bolgeleri arasindaki gamma
sekil parametresi (o) ve Ti/Tv (R) oranlari

Gamma sekil parametresi (a) Ti/Tv (R)

1.ve2.baz | 3.baz Toplam | 1. ve 2. baz | 3. baz Toplam

Sitokrom b | 0,36 200 0,164 6,124 527,085 | 6,816
D-loop - - 0,21 - - 4,742

Ti: transisyon
Tv: transversiyon

D-loop bolgesinde R degeri sitokrom b bolgesine oranla daha diisiiktiir. Bu durum D-
loop bolgesinin daha fazla transversiyon biriktirdigini ortaya koymaktadir.
Transversiyonlar genomda daha yavas biriktiklerinden dolay1 nispeten daha uzak
taksonlar1 ayirmada filogenetik belirtecler olarak kullanilabilmektedir (Lockhart vd.
1995, Randi ve Lucchini 1998, Kimball vd. 1999, Randi vd. 2001). Bu tez
calismasindaki sonuglar, A. mystacinus populasyonlar1 arasindaki farklilagmalarin
ortaya konulmasinda transisyonlarin etkili oldugunu gostermektedir. Nitekim, daha
yiiksek transisyon oranina sahip sitokrom b gen bolgesine gore yapilan filogenetik
analizler, A. mystacinus populasyonlari arasindaki ayrimi D-loop bolgesine oranla daha
ylksek giivenirlilikle net bir sekilde ortaya koyarken; D-loop bolgesine gore yapilan
filogenetik analizler populasyonlar arasinda daha az niikleotid farkliligi ortaya
koymustur (Sekil 4.28). Ozellikle D-loop dizileri kullanilarak, Neighbour Jonining
yaklasimiyla ¢izilen filogenetik aga¢ 1. ve 2. Grup populasyonlarini ayirmada yeterli
olmamustir (Sekil 4.24). Bu sonuglar dogrultusunda tiir ici filogeninin belirlenmesinde
sitokrom b gibi daha korunmus ve daha yiiksek transisyon oranina sahip gen

bolgelerinin kullanilmasinin daha yararli olabilecegini ortaya koyulmustur.

5.2 A. mystacinus Populasyonlarinin Alttiir Dagilimlan

Bu tez ¢alismasinda ortaya konan mtDNA sitokrom b ve D-loop bolgelerine ait dizi
analizi sonuglari, ayn1 bolgelerin PZR-RFLP calismalarina ait sonuglari destekler
niteliktedir. Buna gore A. mystacinus populasyonlarinin 3 grup olusturdugu ortaya

koyulmustur. Bu 3 grup;
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Grup 1: Ordu, Trabzon, Rize, Artvin, Giircistan, Erzincan, Adiyaman, Kahramanmaras,
Adana ve Suriye

Grup 2: Mersin, Konya, Burdur, Antalya, Mugla ve Girit

Grup 3: Kastamonu, Zonguldak, Diizce, Balikesir, izmir ve Aydin populasyonlarindan

olusmaktadir (Sekil 5.1).

Sekil 5.1 Tez ¢alismasi sonucu A. mystacinus populasyonlarinin olusturdugu gruplar ve
bunlarin dagilimi

A. mystacinus ’la ilgili bugiine kadar yapilan ¢aligmalar, 4 alttiir iizerinden tartismali
olarak devam etmistir. Tip yeri Altindere-Trabzon olan A. m. euxinus (Allen 1915)
iizerine yapilan morfolojik caligmalar, bu alttiirin Artvin-Bursa arasinda yayilis
gosterdigini (Neuhaser 1936, Ellerman ve Morrison-Scott 1951) hatta A. m.
mystacinus’un sinonimi oldugunu (Vohralik vd. 2002) ortaya koymaktadir. Bununla
beraber yapilan esteraz analizi ¢alismasi bu populasyonlarin Trabzon-Bursa arasinda
yayilis gosterdigini ve Artvin populasyonlarinin bunlardan farklilastigini ortaya
koymustur (Colak vd. 2007). Bu tez ¢aligmasinda Dogu Karadeniz, Dogu Anadolu ve
Giliney Dogu Anadolu populasyonlarinin bir arada kiimelenmesi (GRUP 1), A. m.
euxinus’un bu bolgelerdeki varligini ortaya koyarak Colak vd. (2004) ve Olgun vd.
(2009)’nin ¢aligmalarini desteklemistir.
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A. mystacinus ’un tip yerini (Sebil-Mersin) de i¢eren populasyonlardan olusan GRUP 2,
GRUP 1 populasyonlarina yakin olmakla beraber bunlardan ayri bir kiimelenme
olusturmustur. Bu grup i¢indeki populasyonlar arasinda yer alan Girit 6rneklerinin kimi
yazarlara gore A. m. rhodius (Festa 1914) oldugu one siiriilmiistiir (Michaux vd. 2005,
Olgun vd. 2009). Ancak bu tez c¢alismasi sonuglarina gore bu bolgelerde yer alan
populasyonlarin diger Akdeniz 6rnekleriyle (Antalya, Burdur, Konya, Mersin) beraber
kiimelendigi ve rhodius’un A. m. mystacinus’un sinonimi oldugu ortaya koyularak
yapilan morfolojik caligmalar1 (Ellerman 1948, Vohralik vd. 2002, Colak vd. 2004)

destekleyen bir sonug elde edilmistir.

Tiirkiye’nin batisinda yayilis gosterdigi one siiriilen A. m. symrnensis (Thomas 1903)’in
gegcerliligi, kimi yazarlar tarafindan morfolojik ¢aligmalarla desteklenmese de (Ellerman
1948, Ellerman ve Morrison-Scott 1951, Colak vd. 2004) esteraz (Colak vd. 2007) ve
RAPD calismalariyla (Olgun vd. 2009) bu boélgede ayri1 bir soyun oldugu ortaya
koyulmustur. Bu tez ¢alismasinda Bati Karadeniz ve Ege Bolgesi’nde yayilis gosteren
populasyonlar bir arada kiimelenmis ve diger gruplardan daha yiiksek oranda genetik
farklilagsma gostererek ayrilmistir (GRUP 3). Morfolojik anlamda olmasa da bu
populasyonlarin genetik olarak farklilastigi ortaya koyulmustur.

5.3 A. mystacinus Populasyonlarinin Evrimi

Giliniimiizde A. mystacinus populasyonlari, Anadolu’nun tamaminda, Giircistan ve
Israil’e uzanan bir cografyada, deniz seviyesinden 2700 m yiikseklige kadar ulasan
kayalik bolgelerde yayilis gostermektedir (Demirsoy 1996, Demirsoy vd. 2006). A.
mystacinus ’a ait Miyosen donemiyle tarihlenen fosil kayitlari, bu tiiriin atasal
kokeninin Avrupa oldugunu (A. primaevus) (Michaux ve Posquiner 1974, Michaux vd.
1997), gergek A. mystacinus ’un ise Orta Pliyosen’de A. primaevus olarak kendini
gosterdigini (Martin-Suarez ve Mein 1998) ortaya koymustur. Avrupa’da yayilis
gosteren tiir, giinimiize kadar farklilasmig ve A. epimelas (Nehring 1902) olarak
adlandirilmigtir. Bu durumda Miyosen doneminden itibaren Avrupa’da ortaya c¢ikan
atasal soyun Anadolu’ya giris yaptig1 ve Anadolu ile Avrupa arasindaki baglantinin

kesilmesiyle birlikte bu iki alanda allopatrik olarak farklilagtigi sonucu ortaya
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¢ikmaktadir. Evrimsel ayrilma zamani hesaplamalari, A. epimelas ve A. mystacinus "un
bundan yaklasik 5 Myd Pliyosen doneminde farklilastigim1 ortaya koymaktadir. Bu
tarihe kadarki Miyosen donemi boyunca Avrupa ile Anadolu arasindaki kara baglantisi
Giliney Bati Anadolu kiyilarindan saglanmaktayd: (Ocean Drilling Stratigraphic
Network, Hay vd. 1999), (Sekil 5.2).
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45 f - a5
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40° D g | >—~—-—\ 40°
<[
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S
35" 1 yF 35
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Sekil 5.2 Miyosen doneminde Avrupa ile Anadolu arasindaki baglanti (MT: Menderes-
Toros Blogu, Kirmizi siirlar giiniimiizdeki sinirlar1 gostermektedir)

Bu tez caligmasinda A. mystacinus populasyonlarinin yayilis gosterdigi bolgelerdeki
niikleotid ¢esitliligi incelendiginde, cesitliligin en fazla Giiney Bati1 populasyonlarinda
(Mersin-Girit) oldugu goriilmektedir (Cizelge 5.2). Bu durum Anadolu’da yayilis
gosteren A. mystacinus populasyonlarinin gen kaynagiin Miyosen déneminde Avrupa

ile baglant1 kurdugu Giiney Bat1 Anadolu bolgesi oldugunu ortaya koymaktadir.

Cizelge 5.2 A. mystacinus populasyonlarinin yayilis gosterdigi bolgelere ait niikleotid

cesitlilikleri
Niikleotid cesitliligi ()
Dogu Dogu Giineydogu | Giineybati . Bati
tDNA Akd E
m Karadeniz | Anadolu Anadolu Anadolu entz Karadeniz ge
Sitokrom b 4,437 0,571 1,897 5,855 4,989 1,389 3,615
D-loop 2,212 1,536 3,551 4,145 4,879 0,222 3,275
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5.3.1 Girit populasyonlarinin durumu

Girit, Anadolu’ya Ust Miyosen (Messinian, 7,2-5,3 My®) dénemi boyunca bagli olup
Erken Pliosen (5,3-3,6 My0) doneminin baglamasiyla Anadolu’dan izole olmus ve daha
sonraki periyotlarda da Avrupa kitasi ile iligkisi kesilmistir (Kayan 1999, Anastasakis
vd. 2006). Bu paleocografik verilere gore Girit populasyonlarinin Anadolu’da yayilis
gosteren Orneklerden farklilagmasi beklenirken, bu calismadaki filogenetik analizler
Gliney Bati Anadolu ve Girit populasyonlarinin beraber kiimelendigini ortaya
koymaktadir. Bu durum Pleistosen donemindeki (2,6-0,01 Myd) iklimsel
dalgalanmalarla denizin algalip yiikselmesine bagli olarak Girit’in Anadolu’yla arasinda
kara baglantis1 kurmaya devam ettigine isaret edebilir (Michaux vd. 2005, Ciplak vd.
2010). Bu durum Girit ve Anadolu populasyonlar1 arasinda gen alis verisi oldugunu da

gostermektedir.

5.3.2 A. m. symrnensis populasyonlarinin durumu

Giiney Bati Anadolu’dan giris yapan A. mystacinus’un atasal populasyonlari, Ege
Bolgesi’nden Bati Karadeniz’e kadar yayilarak bu bolgede A. m. symrnensis alttiiriine
farklilasmistir. Bu alttiire ait populasyonlar, diger mystacinus populasyonlarindan daha
erken zamanda farklilasmis (0,822 Myd) ve yapilan uyumsuzluk analizlerine gore bu
zaman boyunca dengeli populasyon yapisina ulasmis olduklari goriilmektedir (Sekil
4.19 ve 4.31). Bu durumda A. m. symrnensis populasyonlartyla diger mystacinus
populasyonlar1 arasindaki gen akiginin giderek azaldigi ve belki de ileride bu

populasyonlarin darbogaza girecekleri diisiintilebilir.

5.3.3 Bat1 ve Dogu Karadeniz populasyonlar: arasindaki farkhilasma

Hem Ege Bolgesi hem de Bati Karadeniz’de yayilis gosteren Symrnensis
populasyonlartyla Dogu Karadeniz’de yayilis gosteren euxinus populasyonlari
arasindaki ayrimi saglayan en Onemli faktoriin Sinop ve Samsun arasinda denize
dokiilen, Pliyosen déneminde (5,3-2,6 My0) Orta Anadolu’daki biiytlik i¢ golle iliskisi
oldugu ortaya konulan (Demirsoy 2002) Kizilirmak Nehri’nin bu bdlgede meydana

getirmis oldugu Kizilirmak Deltas1 olabilecegi diisiiniilmektedir (Sekil 5.3). Kuvaterner
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icinde meydana gelen tektonik hareketler ve buzul ya da buzul aras1 déonemdeki deniz
seviyesindeki degisiklikler deltanin olusumunda etkili olmus olup delta olusumu
Holosen’de biiyiik bir hizla devam etmistir (Turoglu 2010). Karadeniz’deki bolgesel
farklilasmanin varligi, buradaki ormanlarda yasayan Glis (edible dormouse)
populasyonlariyla yapilan genetik ve morfometrik caligmalarla da desteklenmektedir
(Selguk vd. 2012, Helvaci vd. 2012). C. glareolus (kizil sirtli orman faresi) {izerine
Colak vd.’nin 2010 yilinda tamamladiklar1 bir ¢alisma da Kizilirmak Deltasi’nin Dogu
ve Bat1 Karadeniz’de yayilis gosteren populasyonlar arasinda ayirici bir faktor oldugunu
ortaya koymustur. Gvodzig vd. (2010), aga¢ kurbagas1 ile yaptiklar1 ¢alismada Kuzey
Bati Tiirkiye’nin ayr1 bir signak olabilecegini 6ne silirmiislerdir. Bununla beraber

Karadeniz Bolgesi’nde farklt mikrorefiij alanlarmin bulundugu, yapilan calismalarla

gosterilmistir (Fritz vd. 2009).

Sekil 5.3 Pliosen doneminde Anadolu I¢ Gélii ve buna bagli Menderes ve Kizilirmak
Nebhirleri

5.3.4 Ege ve Giiney Bati Anadolu populasyonlar1 arasindaki farklilagsma

Symrnensis populasyonlarinin mystacinus populasyonlarindan farklilagtigi diger bir

bolge de Menderes-Toros Blogu'nun bulundugu bdlgedir (Sekil 5.2). Miyosen
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doneminden (23 My®d) itibaren Anadolu’nun Giiney Batisi’nda yer alan Menderes Toros
Blogu, Arap ve Alanya masifinin kuzeye dogru hareketlerinin hizlanmasina bagl olarak
hareketlenerek Anadolu’nun diger boélgelerinden izole olmaya baslamistir (Quannell
1984, Waldron 1984, Hrbek vd. 2004). Bdylece bdlgenin Giiney Bati kismindaki faunal
elemanlar da izole olmustur (Hrbek vd. 2004). Ege Bolgesi’nin gilineybati sahilleri ve
grabenler, Pliosen (5,3-2,6 My0) donemi boyunca Akdeniz altinda kalmis, Pleistosen
(2,6-0,01 Myd) doneminde de bolge, deniz seviyesinin altina ¢okmiistiir (Goriir vd.
1995). Bu donemde Giiney Bati Anadolu’dan Anadolu’ya giris yapan mystacinus
populasyonlarinin, Ege Bolgesi’ne ve Bati Karadeniz’e kadar uzanan bir bolgede izole
olarak Giiney populasyonlarindan ayrildigi ve gen akismin kesildigi sdylenebilir.
Bolgede mystacinus’un yayilis gosterdigi  alanlarin  sular altinda  kalmasi,
populasyonlarin bu bolgede denize dik uzanan yiikseltilere yerlesmelerini ve buralarda
farklilagmalarin1  saglamis olabilir. Pleistosen boyunca yagiglarin arttigit  buzul
donemlerde denizlerdeki su seviyesinin azalmasiyla beraber nehirlere su sevki ve
nehirlerdeki akinti hizi artmistir (Demirsoy 2002). Bu baglamda bolgede aktif olan
faylanma hareketleriyle yonlendirilen ve grabenlerin olusumunda etkili olan
(Woodward 2009) ve de gen akisini kesen faktorlerden biri de Biiyiik Menderes Nehri
olabilir (Sekil 5.3).

5.3.5 A. m. euxinus populasyonlarinin durumu

Bu tez ¢alismasinda kullanilan euxinus’a ait Feke-Adana ornekleri Dibek Dagi’nin,
Goksun-Maras Ornekleri ise Binboga Dagi’nin kayalik bolgelerinden elde edilmistir. A.
m. mystacinus’a ait Sebil-Mersin populasyonlari ise Toros Daglari’ndan yakalanmistir.
Ayni dag sirasi lizerinde olup da 0,720 My®6 farklilasan bu populasyonlar1 ayirabilecek
en Onemli faktoriin, bu daglarin kirildigi kisimdan denize dokiilen Seyhan Nehri

olabilecegi diisliniilebilir (Sekil 5.4).
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Sekil 5.4 Pliosen sonlarinda olusumu tamamlanan Anadolu Diyagonali ve Toroslar
arasindaki iligkiyi kesen Seyhan Nehri

Cukurova iizerine yapilan ¢alismalar, bu bolgede Toroslar’a ait asinan ylizeylerin 1,3-
0,609 Myo6’ne ait kalintilarinin oldugunu gostermektedir (Erol 2003). Bu iki
populasyonun farklilasmasi tam da bu zaman araligina denk gelmektedir. Bu bolgeden
Anadolu Diyagonali boyunca Dogu Karadeniz Bdlgesi’ne kadar yayilis gosteren ve

farklilasan mystacinus populasyonlari, A. m. euxinus olarak adlandirilmistir.
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6. SONUC

Bu tez caligmasinda mtDNA sitokrom b ve D-loop bdlgelerinin PZR-RFLP ve DNA
dizi analizleri yapilarak, A. mystacinus igindeki farkli alttiirler arasindaki iliski
belirlenmistir. Buna gére Anadolu’da A. m. mystacinus, A. m. symrnensis ve A. m.
euxinus olarak adlandirilan 3 alttiirin gecerliligi desteklenmistir. Bununla beraber
Tiirkiye’ nin giineybat1 bolgesinde ve Girit adasinda yayilis gosterdigi diisiiniilen A. m.
rhodius’un, A. m. mystacinus’un sinonimi oldugu ortaya konmustur. Biyocografik
acidan bakildiginda A. mystacinus’un kokeninin Avrupa’da yayilis gosteren A. epimelas
oldugu ve bu iki tiirlin Pliosen doénemindeki kitasal hareketlerin bir sonucu olarak,

Yunanistan’in Anadolu’dan ayrilmastyla farklilastig1 diisiiniilmektedir.

Anadolu’da yayilis gosteren A. mystacinus populasyonlarinin ise Pliosen dénemindeki
iklimsel dalgalanmalardan etkilenen akarsularin, bu tiirlin yayilis alanlar1 olan dag
yamagclarindaki kayalik bolgeleri agindirmasiyla ortaya ¢ikan, dag siralar arasindaki
izolasyonlarla birbirlerinden ayrilmig olabilecekleri ortaya konmustur. Bu izolasyon ¢ok
yakin zamanda gerceklestiginden heniiz populasyonlarin tiirlesmesinden bahsedilemez
fakat ozellikle symrnensis populasyonlarinin dengeli dagilim modeli disiiniildigiinde

bunlarin daha yalitilmis ve tiirlesmeye yatkin olabilecekleri diisiiniilebilir.

Calismada i¢ Anadolu populasyonlarinin eksikligi alttiirler arasindaki gecis bolgeleri
(6rn: Ege-i¢ Anadolu baglantisyla bunlarm Giiney ve Dogu populasyonlari arasindaki
iligkileri) hakkindaki yorumlar1 kisitlamaktadir. Ayrica alttiirlerin ayrildigi bolgeler
arasindan daha fazla lokaliteden 6rnek temin edilmeli ve varsa hibrit bolgeler ortaya

konulmalidir.

Bu tez calismasinda RFLP belirteclerinin alttiirleri belirlemede en az dizi analizi kadar
etkili olabildigi de ortaya konmustur. Ozellikle sitokrom b bolgesinin kesimi icin
kullanilan Haelll enzimi 3 alttiire 6zgii (Zonguldak populasyonu hari¢) farkli kesim
profilleri sergilemistir. Bu enzimin A. mystacinus alttiirlerini ayirmada bir belirteg

olarak kullanilabilecegi diigiiniilebilir.
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mtDNA, hizli degisim oranindan dolay1 ¢ok yakin zamanda ayrilmis populasyonlari
belirlemede uygun bir ara¢ olarak goéziikse de daha yavas evrimlesme oranina sahip
diger gen bolgelerinin (6rn niikleer genler) kullanilmasi A. mystacinus taksonomisi ve

evrimiyle ilgili daha derin analiz ve yorumlarin yapilmasina katki saglayacaktir.
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EK 1 Sitokrom b bolgesinin Mbol enzimiyle kesimi sonucu ortaya ¢ikan her kesim tipi
icin A. mystacinus populasyonlarina ait yaklagik tanima bolgeleri
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EK 3 Sitokrom b bolgesinin Rsal enzimiyle kesimi sonucu ortaya ¢ikan her kesim tipi
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EK 4 Sitokrom b bolgesine ait haplotipler
EK 5 D-loop bolgesine ait haplotipler

EK 6 Kimura 2-parametresi (K2P) model alinarak gercekles[tirilen, bitigtirilmig
dizlere ait Neighbour Joining agaci (%50’nin altindaki bootstrap degerleri
coktiiriilmiistiir)

EK 7 TBR (tree bisection-reconnection) yoluyla olusturulan, bitistirilmis dizlere ait
Maximum Parsimony agaci (%50’nin  altindaki  bootstrap  degerleri
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EK 2 Sitokrom b bolgesinin Haelll enzimiyle kesimi sonucu ortaya ¢ikan her kesim tipi i¢in A. mystacinus populasyonlarina ait yaklagik
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tipi
tipi
tipi
tipi

tipi
tipi
tipi
tipi

tipi
tipi
tipi
tipi

tipi
tipi
tipi
tipi

tipi
tipi
tipi
tipi

tipi
tipi
tipi
tipi

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
e T e [ T I e
TCGCATTCCACTTTATTCTCCCATTTATTATCACCGCCCTAGTTATTGTCCATCTATTATTTCTTCACGAAACCGGATCTAATAACCCAACTGGCCTGAA
TCGCATTCCACTTTATTCTCCCATTTATTATTACTGCCCTAGTTATTGTCCATCTACTATTTCTCCACGAAACCGGATCTAATAACCCAACTGGCCTAAA
TCGCATTCCACTTTATTCTCCCATTTATTATCACCGCCCTAGTTATTGTCCATCTACTATTCCTTCACGAAACCGGATCTAATAACCCAACTGGCTTAAA
TCGCATTCCACTTTATTCTCCCATTTATTATCACCGCCCTAGTTATTGTCCATCTACTATTCCTTCACGAAACCGGATCTAATAACCCAACTGGCCTAAA

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700
T O T T T T T O T R L e O T T I I
TTCAGACGCCGACAAAATCCCATTCCACCCATACTATACAATTAAAGATATCCTAGGTATTCTCTTGATAATTATATTCCTAATAACCCTAGTCCTATTC
TTCAGACGCCGACAAAATCCCATTCCACCCATACTATACAATTAAAGATATTCTAGGTATTCTATTGATAATTATATTCCTAATAACCCTAGTCCTATTC
TTCAGACGCTGACAAAATCCCATTCCACCCGTACTATACAATTAAAGATATCCTAGGTATTCTCTTGATAATTATATTCCTAATAACCCTAGTCCTATTC
TTCAGACGCTGACAAAATCCCATTCCACCCGTACTATACAATTAAAGATATCCTAGGTATTCTCTTGATAATTATATTCCTAATAACCCTAGTCCTATTC

710 720 730 740 750 760 770 780 790 800
e T T e e e e P o I [P I
TTCCCTGACCTTTTAGGAGACCCAGACAACTACACACCGGCCAACCCCCTAAATACCCCACCACATATTAAACCAGAATGATACTTTCTATTTGCTTACG
TTCCCTGACCTCTTAGGAGACCCAGACAACTACACACCAGCCAACCCCCTAAATACCCCACCACATATTAAACCAGAATGATACTTTCTATTTGCCTACG
TTCCCTGACCTTTTAGGAGATCCAGACAACTACACACCAGCTAACCCCCTAAATACCCCACCACATATTAAACCAGAATGATACTTTCTATTTGCCTACG
TTCCCTGACCTTTTAGGAGATCCAGACAACTACACACCAGCTAACCCCCTAAATACCCCACCACATATTAAACCAGAATGATACTTTCTATTTGCCTACG

810 820 830 840 850 860 870 880 890 900
D e e e e e I I T I e
CAATCCTACGTTCAATCCCCAACAAACTAGGTGGAGTCCTAGCCCTCATTCTATCAATCCTTATTCTAGCTCTTCTCCCATTACTCCATACATCCCAACA
CAATCCTACGTTCAATCCCCAACAAACTAGGTGGAGTCCTAGCCCTAATTCTATCAATCCTAATCCTAGCTCTTCTCCCATTACTCCATACATCCCAACA
CAATCCTACGTTCAATTCCCAACAAACTAGGTGGAGTCCTAGCCCTCATTCTATCAATCCTAATCCTAGCTCTTCTACCATTACTCCATACATCCCAACA
CAATCCTACGTTCAATTCCCAACAAACTAGGTGGAGTCCTAGCCCTCATTCTATCAATCCTAATCCTAGCTCTTCTACCATTACTCCATACATCCCAACA

910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000
D T I e
ACGAAGTATAATCTTTCGTCCAATTACACAAACACTCTACTGAATCCTAGTAGCTAACCTATTTATCCTAACTTGAATTGGTGGCCAACCAGTTGAACAC
ACGAAGTATAATTTTTCGTCCAATCACACAAGCACTCTACTGAATCCTAGTAGCTAACCTATTTATCCTAACTTGAATTGGTGGCCAACCAGTTGAACAC
ACGAAGTATAATTTTTCGTCCAATCACACAAACACTCTACTGAATCCTAGTAGCTAACCTATTTATCCTAACTTGAATTGGTAGCCAACCAGTTGAACAC
ACGAAGTATAATTTTTCGTCCAATCACACAAACACTCTACTGAATCCTAGTAGCTAACCTATTTATCCTAACTTGAATTGGTGGCCAACCAGTTGAACAC

1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080
T e e T e e T T L I
CCCTTTATTATCATCGGCCAACTTGCTTCAATTAGCTACTTCTCTATTATCCTAATTATAATACCTATCTCAGGGATTATCG
CCCTTCATTATCATCGGCCAACTTGCTTCAATTAGCTACTTCTCTATTATCCTAATTATAATACCTATCTCAGGGATTATCG
CCCTTCATTATCATCGGCCAACTTGCTTCAATTAGCTATTTCTCTATTATCCTAATTATAATACCCATCTCAGGGATTATCG
CCCTTCATTATCATCGGCCAACTTGCTTCAATTAGCTATTTCTCTATTATCCTAATTATAATACCCATCTCAGGGATTATCG
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EK 3 Sitokrom b bolgesinin Rsal enzimiyle kesimi sonucu ortaya ¢ikan her kesim tipi i¢in A. mystacinus populasyonlarina ait yaklasik

tanima bolgeleri

.Kesim
.Kesim

.Kesim
.Kesim

.Kesim
.Kesim

.Kesim
.Kesim

.Kesim
.Kesim

.Kesim
.Kesim

.Kesim
.Kesim

tipi
tipi

tipi
tipi

tipi
tipi

tipi
tipi

tipi
tipi

tipi
tipi

tipi
tipi

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
D e e I e
TCATTTATTGACCTCCCAGCCCCATCCAACATTTCCTCATGATGAAACTTTGGATCCCTACTAGGAATATGTCTAATATTACAAATCATCACAGGCCTAT
TCATTCATTGACCTCCCAGCCCCATCCAACATTTCCTCATGATGAAACTTTGGCTCTCTACTAGGAATATGTCTAATGTTACAAATCATCACAGGCCTAT

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
e e e e e e e e P e [T [P I
TTCTAGCCATACATTATACATCAGACACAATAACAGCATTTTCATCAGTAACACATATTTGTCGAGACGTAAACTACGGATGACTAATCCGATATTTACA
TTCTAGCCATACACTATACATCAGACACAATAACAGCATTTTCATCAGTAACACATATTTGTCGAGACGTAAACTACGGATGACTAATCCGATATTTACA

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

D e e e e e e e e I T |
CGCTAACGGAGCTTCCATATTTTTCATCTGTTTATTCCTCCATGTAGGACGAGGAATGTACTATGGATCCTACATGTTCATAGAAACATGAAACATTGGA
CGCTAACGGAGCTTCCATATTCTTCATCTGTTTATTCCTCCATGTAGGACGAGGAATGTACTATGGATCTTACATGTTTATAGAAACATGAAACATTGGA

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

D T e e e e e e I e
ATTATCCTACTATTCGCAGTTATAGCTACAGCATTTATAGGGTATGTACTTCCATGAGGACAGATATCCTTTTGAGGAGCAACAGTAATTACAAATCTTT
ATTATCCTACTATTCGCAGTTATAGCTACAGCATTTATAGGATATGTACTCCCATGAGGACAGATATCCTTTTGAGGAGCAACAGTAATTACAAATCTTT

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
e e e I I e
TATCAGCTATCCCATATATCGGCACCACTCTAGTAGAATGAATCTGAGGGGGGTTCTCAGTAGACAAAGCTACACTAACACGCTTTTTCGCATTCCACTT
TATCAGCTATCCCATATATCGGCACCACTCTAGTAGAATGAATCTGAGGGGGATTCTCAGTAGACAAAGCCACACTAACACGCTTTTTCGCATTCCACTT

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
D e e e o e T I e
TATTCTCCCATTTATTATCACCGCCCTAGTTATTGTCCATCTACTATTTCTTCACGAAACCGGATCTAATAACCCAACTGGCCTGAATTCAGACGCCGAC
TATTCTCCCATTTATTATCACCGCCCTAGTTATTGTCCATCTACTATTCCTTCACGAAACCGGATCTAATAACCCAACTGGCCTAAATTCAGACGCTGAC

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700

e e e e e IR [P e
AAAATCCCATTCCACCCATACTATACAATTAAAGATATCCTAGGTATTCTCTTGATAATTATATTCCTAATAACCCTAGTCCTATTCTTCCCTGACCTTT
AAAATCCCATTCCACCCGTACTATACAATTAAAGATATCCTAGGTATTCTCTTGATAATTATATTCCTAATAACCCTAGTCCTATTCTTCCCTGACCTTT

710
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.Kesim
.Kesim

.Kesim
.Kesim

.Kesim
.Kesim

.Kesim
.Kesim

tipi
tipi

tipi
tipi

tipi
tipi

tipi
tipi

e e e e [ IR [P I
TAGGAGATCCAGACAACTACACACCGGCCAACCCCCTAAATACCCCACCACATATTAAACCAGAATGATACTTTCTATTTGCTTACGCAATCCTACGTTC
TAGGAGATCCAGACAACTACACACCAGCTAACCCCCTAAATACCCCACCACATATTAAACCAGAATGATACTTTCTATTTGCCTACGCAATCCTACGTTC

810 820 830 840 850 860 870 880 890 900

D T e e e T I I e
AATCCCCAACAAACTAGGTGGAGTCCTAGCCCTCATTCTATCAATCCTTATTCTAGCTCTTCTCCCATTACTCCATACATCCCAACAACGAAGTATAATC
AATTCCCAACAAACTAGGTGGAGTCCTAGCCCTCATTCTATCAATCCTAATCCTAGCTCTTCTACCATTACTCCATACATCCCAACAACGAAGTATAATT

910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000
B e e e e e T e I e
TTTCGTCCAATTACACAAACACTCTACTGAATCCTAGTAGCTAACCTATTTATCCTAACTTGAATTGGTGGCCAACCAGTTGAACACCCCTTTATTATCA
TTTCGTCCAATCACACAAACACTCTACTGAATCCTAGTAGCTAACCTATTTATCCTAACTTGAATTGGTGGCCAACCAGTTGAACACCCCTTTATTATCA

1010 1020 1030 1040 1050 1060
B e e e A
TCGGCCAACTTGCTTCAATTAGCTACTTCTCTATTATCCTAATTATAATACCTATCTCAGGGATTATCG
TCGGCCAACTTGCTTCAATTAGCTATTTCTCTATTATCCTAATTATAATACCCATCTCAGGGATTATCG
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EK 4 Sitokrom b bolgesine ait haplotipler

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

HapO0l-Ordu CAACATTTCCTCATGATGAAACTTTGGCTCCCTACTAGGAATATGTCTAATATTACAAATCATCACAGGCCTATTTCTAGCCATACATTATACATCAGAC
3 £ < 022 @ o
)2 £ < G Ee o) o3 o
HapO4—TrabzZOon e e e e ettt et e ettt ettt ettt ettt et et
HapOS5-Rize e e e e Bttt e e e et e e e et e e e ettt ettt ettt e
HapO6-Rize e e et e e 2
HapO7-Artvin e e e e A e e e e e e e e e e e e e e e
HapO8-Artvin e e e e e B et e e e e e e e e ettt et e e e e e e e e
HapO9-Artvin e e e e Bt e e e et e e e et e e e et e et ettt e
HaplO-Artvin e et e e 2
Hapll-Artvin e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ettt et e e
Hapl2-Artvin e e e e e B e e e e e e e et e e e e e e e e
Hapl3-RArtvin (AT 748230 ) it et et et et e e e et e e et e e et et
Hapl4-Glircistan (AJ748240) ittt it ittt iiiaeen 2
HaplS5-Erzincan/Maras/AdAna ot ettt ettt it ettt ettt et e et e e e e e e e et e e e ettt e e e
HaplO-ETZIiNCan e e e et et et ettt ettt ettt ettt ettt e e
)5 £ <0 A £ =
3 £ 0= Ee /£ B =
J2 e O R N B 2= 11T o Y
Hap20-AdLlYaMAn e e e e et et et ettt et ettt ettt ettt et e e e
)3 B 2 N E= o =
)3 B 32 Nt o =
Hap23-SUuriye (AJ3LL 146 AT 74823 it ittt ittt ittt ittt ettt et et et et ettt et e ettt et ettt ettt et e e
Hap24-MUGLA e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e et e et et ettt e Couviiiiiiiee
Hap25-MUGLA e e e ettt ettt et et et et e e e e e e Covinniniia
Hap26-=MUGLa e e e e e e e e et et e e e e e e ettt e Covvnnnnnnnn
)2 £ 20 A 16 Cuovvneiieae
Hap28=MUGLA e e e e e e e e e e e e ettt e e ettt ettt e Cooviiiieiae
Hap29-MUGLa e e e e ettt e et e e e e e e e e e e e e e e T..... Covvnniniia
Hap30-=MUGLa e e e e e e e e et et e e e e e ettt et e Covieeiieeee
Hap31-BUTXAUT e e e e e e e e et e e e e e e ettt ettt e Covvnninienn
Hap32-KONYA e e e e e e e et ettt ettt et et et et e e e e Covvnninnnnn.
Hap33-KONYa e e e e e e ettt ettt ettt et e e et e e e Covvnninin,
Hap34-Antalya/MerSIn e e et ettt et e et e e e e e e e ettt ettt e e e Coveiiiiieeen
Hap35-RANtalya e e e e e et e e e e e ettt ettt e Cuovvniiiienn
Hap36-—ANtalya e et ettt et ettt et et et e e e e e Covvnnnnnnnnn
2 T R A 2N o w8 = Covvnninnin
Hap38-Antalya e e e e e e e e e e e e e Lo et e e e e e e e e e e e e, Covvvnvnninn
Hap39-Antalya (AJT48 225 ) it ettt ettt e ettt e et e ettt ettt et e Cve et ee e iee
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Hap40-Antalya

Hap4l-Mersin
Hap42-Mersin

Hap43-Girit
Hap44-Girit
Hap45-Girit
Hapd46-Girit
Hap47-Kastamonu/Balikesir

Hap48-Zonguldak
Hap49-Diizce/Izmir
Hap50-Balikesir
Hap5l1-Balikesir
Hap52-Balikesir
Hapb53-Balikesir
Hap54-Izmir
Hap55-Izmir
Hap56-Aydin

Hap57-Yunanistan
Hap58-Yunanistan
Hap59-Bulgaristan
Hap60-A.
Hap6l-A.
Hap62-A.
Hap63-A.
Hap64-A.
Hap65-A.
Hap66-A.
Hap67-A.
Hap68-A.
Hap69-A.
Hap70-Mus musculus
Hap71-Mus musculus
Hap72-Rattus norvegicus
Hap73-Rattus norvegicus

uralensis
uralensis
uralensis
witherbyi
witherbyi
witherbyi
flavicollis
flavicollis
sylvaticus
sylvaticus

HapO0l-Ordu
Hap02-Ordu
Hap03-Trabzon
HapO4-Trabzon
HapO5-Rize
HapO6-Rize
HapO7-Artvin

(AJ748226)

(AJ748232)
(AJ748235)
(AJ748234)
(AJ748233)

(AJ748228)
(AJ748230)
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(JX457718)
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HapO08-Artvin

HapO9-Artvin

HaplO-Artvin

Hapll-Artvin

Hapl2-Artvin

Hapl3-Artvin (AJ748239)
Hapl4-Glircistan (AJ748240)
Hapl5-Erzincan/Maras/Adana
Hapl6-Erzincan
Hapl7-Maras

Hapl8-Maras
Hapl9-Adiyaman
Hap20-Adiyaman
Hap2l-Adana

Hap22-Adana

Hap23-Suriye (AJ311146-AJ74823

Hap24-Mugla

Hap25-Mugla

Hap26-Mugla

Hap27-Mugla

Hap28-Mugla

Hap29-Mugla

Hap30-Mugla
Hap31l-Burdur
Hap32-Konya

Hap33-Konya
Hap34-Antalya/Mersin
Hap35-Antalya
Hap36-Antalya
Hap37-Antalya
Hap38-Antalya
Hap39-Antalya (AJ748225)
Hap40-Antalya (AJ748226)
Hap4l-Mersin
Hap42-Mersin
Hap43-Girit (AJ748232)
Hap44-Girit (AJ748235)
Hap45-Girit (AJ748234)
Hap46-Girit (AJ748233)
Hap47-Kastamonu/Balikesir
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Hap54-Izmir
Hap55-Izmir
Hapb6-Aydin
Hap57-Yunanistan (AJ748228)
Hap58-Yunanistan (AJ748230)
Hapb59-Bulgaristan (AJ748227)

Hap60-A.
Hap6l-A.
Hap62-A.
Hap63-A.
Hap64-A.
Hap65-A.
Hap66-A.
Hap67-A.

uralensis
uralensis
uralensis
witherbyi
witherbyi
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flavicollis
flavicollis

Hap68-A.
Hap69-A.

Hap0l-Ordu
Hap02-0Ordu
HapO3-Trabzon
HapO4-Trabzon
HapO5-Rize
HapO6-Rize
HapO07-Artvin
Hap0O8-Artvin
Hap09-Artvin
HaplO-Artvin
Hapll-Artvin
Hapl2-Artvin

Hapl3-Artvin (AJ748239)
Hapl4-Glircistan
Hapl5-Erzincan/Maras/Adana

Hapl6-Erzincan
Hapl7-Maras
Hapl8-Maras
Hapl9-Adiyaman
Hap20-Adiyaman
Hap2l-Adana

sylvaticus
sylvaticus
Hap70-Mus musculus
Hap71-Mus musculus
Hap72-Rattus norvegicus
Hap73-Rattus norvegicus
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Hap22-Adana
Hap23-Suriye
Hap24-Mugla
Hap25-Mugla
Hap26-Mugla
Hap27-Mugla
Hap28-Mugla
Hap29-Mugla
Hap30-Mugla
Hap31l-Burdur
Hap32-Konya
Hap33-Konya
Hap34-Antalya/Mersin
Hap35-Antalya
Hap36-Antalya
Hap37-Antalya
Hap38-Antalya
Hap39-Antalya
Hap40-Antalya
Hap4l-Mersin
Hap42-Mersin
Hap43-Girit
Hapd44-Girit
Hapd45-Girit (AJ748234)
Hap46-Girit (AJ748233)
Hap47-Kastamonu/Balikesir
Hap48-Zonguldak
Hap49-Diizce/Izmir
Hap50-Balikesir
Hap5l-Balikesir
Hapb52-Balikesir
Hap53-Balikesir
Hap54-Izmir
Hap55-Izmir
Hapb56-Aydin
Hap57-Yunanistan
Hap58-Yunanistan
Hap59-Bulgaristan
Hap60-A. uralensis
Hap6l-A. uralensis
Hap62-A. uralensis
Hap63-A. witherbyi
Hap64-A. witherbyi
Hap65-A. witherbyi
Hap66-A. flavicollis
Hap67-A. flavicollis

(AJ748225)
(AJ748226)

(AJ748232)
(AJ748235)

(AJ748228)
(AJ748230)
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Hap68-A. sylvaticus
Hap69-A. sylvaticus
Hap70-Mus musculus
Hap71-Mus musculus
Hap72-Rattus norvegicus
Hap73-Rattus norvegicus

(JX457720)
(JX457718)
(AB746
(AB746

Hap0l-Ordu

Hap02-0Ordu

HapO3-Trabzon
HapO4-Trabzon

Hap05-Rize

HapO6-Rize

HapO7-Artvin

HapO08-Artvin

Hap09-Artvin

HaplO-Artvin

Hapll-Artvin

Hapl2-Artvin

Hapl3-Artvin (AJ748239)
Hapl4-Glircistan (AJ748240)
Hapl5-Erzincan/Maras/Adana
Haplé6-Erzincan

Hapl7-Maras

Hapl8-Maras

Hapl9-Adiyaman
Hap20-Adiyaman
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Hap49-Diizce/Izmir
Hap50-Balikesir
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Hap52-Balikesir
Hapb53-Balikesir
Hap54-Izmir
Hap55-Izmir
Hap56-Aydin
Hap57-Yunanistan
Hapb58-Yunanistan
Hap59-Bulgaristan
Hap60-A. uralensis
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Hap63-A. witherbyi
Hap64-A. witherbyi
Hap65-A. witherbyi
Hap66-A. flavicollis
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EK 5 D-loop bolgesine ait haplotipler

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
e e e e I

Hap0l-Ordu/Trabzon/Artvin/Erzi ATTTATAAAGTACAT-AGTACATA--TATGTATATAGTACATTAAATTATTTACCCCTAGCATATAAGCAAGTAAATATGAATTAATGTATTAGGAT---
HapO2-Rize/Artvin ..., T, e ittt e et eeceeeaaae e aeeae e aae ettt e e et -
Hap03-Rize i e T e e e e e e e e e et e e e e ettt e e e e e e A...-—-
HapO4-Artvin e e e I -
HapOS5-Artvin e e e o e e e e e e e e e e e e et e e ettt ettt -——=
HapO6-Artvin e e T e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e T o e e e e et e —-—-
HapO7-Artvin e T, i S N -—-
Hap08-Artvin (AY623066) /Erzinca .«...eeeeeeenn.. e EEant S -—-
HapO09-Glurcistan (AY623083) ............... e e e i it e e e et e e et e st e e et e e et esseee e es et esseeeses et esseeetesetesseeeteaeesen -
HaplO-Erzincan e N S I —-—-
Hapll-Erzincan e T S e -—-
Hapl2-Maras/Adiyaman/Adana . veeeneennnn I, Bt S PN -—=
Hapl3-Maras e e S e e e e e e e e e e e e et e e ettt ettt et e -——=
Hapl4-Maras e e T Gmm e e e e et et e e e et e ettt e e e e e e e e e -
Haplb5-Adana e e S e -
Hapl6-Suriye (AY623065) .. ... ..., S PN A..C-—-
Hapl7-Suriye (AY623078) ..., e S e it e e e e s e e et e s e e et e e et e et esseeet e et easeeeseeet ettt et eeetenenens A..C——-
Hapl8-Mugla/Antalya o, e R [ A...——-
Hapl9-Mugla e T e e e e e e e et e ettt ettt e e et e e e e C.A...——-
Hap20-Mugla e e -.A...... S e A...-—-
Hap2l-Mugla e e e S A Gttt e e e e e e e e e e e e e e e e A...—-—-
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Hap23-Mugla e T T e e e e e e e e [ A....A...——~
Hap24-Burdur e e T T e e e e e e e e ettt ettt e e e e e e, A...-—-
Hap25-Konya e e e e e A...---
Hap26-Konya e e S e Gttt et e e et e e e e e e e e e A...——-
Hap27-Antalya e e S e C.A..C-—-
Hap28-Antalya e T T e e e e e e e e ettt et e e e e e e [N A...-—-
Hap29-Antalya (AY623076)  ....eiiinienn... S —— .. Gt e e et e e e e e e e e e et e et et e et e e A...---
Hap30-Antalya (AY623067)/Mersi ............... R, P 2 A...—-———
Hap31l-Mersin e N e e e e e e e e e e e e e ettt et e et ettt et e e A...————
Hap32-Girit (AY623075-AY673072 ......cieiunnn. I T e e e e e e, A...———
Hap33-Girit (AY623073-AY623074 ............... I, e e, A..C-—-
Hap34-Kastamonu/Zonguldak —  ............... N e Goe ettt e e e e A..C-—-
Hap35-Dizce e S e Goe ettt et e e e A..C---
Hap36-Balikesir e e e e e e e e e e e ettt et et e e e e e e A..C-—-
Hap37-Balikesir .. e e e e e e e e et e e e e e e e e ettt A..C-—-
Hap38-Balikesir L. S T e e e e e e e e e e e et e e ettt ettt e e Gevvneeieae A..C-—--
Hap39-Balikesir/Izmir ... ......... e S PP A..C---
Hap40-Balikesir e e Y A..C-—-
Hap4l-Balikesir .. e e e A..C-—-
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Hap43-Izmir

Hap44-Aydn
Hap45-Yunanistan (AY623064)
Hap46-Yunanistan (AY623069)

Hap47-Bulgaristan (AY623063)

Hap48-A. uralensis
Hap49-A. uralensis
Hap50-A. uralensis
Hap51-A. witherbyi
Hap52-A. witherbyi

Hap53-A. witherbyi (AY588263)
Hap54-A. witherbyi (AY588260)
Hap55-A. flavicollis (AY588253
Hap56-A. sylvaticus_ (AY588255)
Hap57-A. sylvaticus_(AY588252)
Hap58-Mus_musculus_(KC139206)
Hap59-Mus_musculus_(KC139204)
Hap60-Rattus_norvegicus_(HQ655

HapO0l-Ordu/Trabzon/Artvin/Erzi

HapO2-Rize/Artvin
Hap03-Rize
HapO4-Artvin
HapO5-Artvin
HapO6-Artvin
HapO07-Artvin

HapO8-Artvin (AY623066) /Erzinca

Hap09-Glircistan (AY623083)
HaplO-Erzincan
Hapll-Erzincan
Hapl2-Maras/Adiyaman/Adana
Hapl3-Maras

Hapl4-Maras

Hapl5-Adana

Hapl6-Suriye (AY623065)
Hapl7-Suriye (AY623078)
Hapl8-Mugla/Antalya
Hapl9-Mugla

Hap20-Mugla

Hap2l-Mugla
Hap22-Mugla/Antalya/Mersin
Hap23-Mugla

Hap24-Burdur

Hap25-Konya
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........... ACGATTA
........... AAGATTA

..... T...AC-ACTT
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.C-..CATGAC--
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Hap26-Konya

Hap27-Antalya

Hap28-Antalya

Hap29-Antalya (AY623076)
Hap30-Antalya (AY623067)/Mersi
Hap3l-Mersin

Hap32-Girit (AY623075-AY673072
Hap33-Girit (AY623073-AY623074
Hap34-Kastamonu/Zonguldak
Hap35-Diizce

Hap36-Balikesir
Hap37-Balikesir
Hap38-Balikesir
Hap39-Balikesir/Izmir
Hap40-Balikesir
Hap4l-Balikesir

Hap42-Izmir

Hap43-Izmir

Hap44-Aydin

Hap45-Yunanistan (AY623064)
Hap46-Yunanistan (AY623069)
Hap47-Bulgaristan (AY623063)
Hap48-A. uralensis

Hap49-A. uralensis

Hap50-A. uralensis

Hap51-A. witherbyi

Hap52-A. witherbyi

Hap53-A. witherbyi (AY588263)
Hap54-A. witherbyi (AY588260)
Hap55-A. flavicollis (AY588253
Hap56-A. sylvaticus_ (AY588255)
Hap57-A. sylvaticus_(AY588252)
Hap58-Mus_musculus_(KC139206)
Hap59-Mus_musculus_(KC139204)
Hap60-Rattus_norvegicus_(HQ655
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HapO2-Rize/Artvin
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HapO7-Artvin

Hap08-Artvin (AY623066) /Erzinc,
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Hap09-Glircistan (AY623083)
HaplO-Erzincan
Hapll-Erzincan
Hapl2-Maras/Adiyaman/Adana
Hapl3-Maras

Hapl4-Maras

Hapl5-Adana

Hapl6-Suriye (AY623065)
Hapl7-Suriye (AY623078)
Hapl8-Mugla/Antalya
Hapl9-Mugla

Hap20-Mugla

Hap2l-Mugla
Hap22-Mugla/Antalya/Mersin
Hap23-Mugla

Hap24-Burdur

Hap25-Konya

Hap26-Konya

Hap27-Antalya

Hap28-Antalya

Hap29-Antalya (AY623076)
Hap30-Antalya (AY623067)/Mersi
Hap31l-Mersin

Hap32-Girit (AY623075-AY673072
Hap33-Girit (AY623073-AY623074
Hap34-Kastamonu/Zonguldak
Hap35-Diizce

Hap36-Balikesir
Hap37-Balikesir
Hap38-Balikesir
Hap39-Balikesir/Izmir
Hap40-Balikesir
Hap4l-Balikesir

Hap42-Izmir

Hap43-Izmir

Hap44-Aydin
Hap45-Yunanistan (AY623064)
Hap46-Yunanistan (AY623069)
Hap47-Bulgaristan (AY623063)
Hap48-A. uralensis

Hap49-A. uralensis

Hap50-A. uralensis

Hap51-A. witherbyi

Hap52-A. witherbyi

Hap53-A. witherbyi (AY588263)
Hap54-A. witherbyi (AY5882
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Hap55-A. flavicollis (AY588253
Hap56-A. sylvaticus_ (AY588255)
Hap57-A. sylvaticus_(AY588252)
Hap58-Mus_musculus_(KC139206)
Hap59-Mus_musculus_(KC139204)
Hap60-Rattus_norvegicus_(HQ655

Hap0l-Ordu/Trabzon/Artvin/Erzi
HapO2-Rize/Artvin

Hap03-Rize

HapO4-Artvin

HapO5-Artvin

HapO6-Artvin

HapO7-Artvin

Hap08-Artvin (AY623066) /Erzinca
Hap09-Glurcistan (AY623083)
HaplO-Erzincan

Hapll-Erzincan
Hapl2-Maras/Adiyaman/Adana
Hapl3-Maras

Hapl4-Maras

Hapl5-Adana

Hapl6-Suriye (AY623065)
Hapl7-Suriye (AY623078)
Hapl8-Mugla/Antalya
Hapl9-Mugla

Hap20-Mugla

Hap2l-Mugla
Hap22-Mugla/Antalya/Mersin
Hap23-Mugla

Hap24-Burdur

Hap25-Konya

Hap26-Konya

Hap27-Antalya

Hap28-Antalya

Hap29-Antalya (AY623076)
Hap30-Antalya (AY623067)/Mersi
Hap31l-Mersin

Hap32-Girit (AY623075-AY673072
Hap33-Girit (AY623073-AY623074
Hap34-Kastamonu/Zonguldak
Hap35-Diizce

Hap36-Balikesir
Hap37-Balikesir
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J3 R o JC = Tl = Yo U e Y = T

Hap39-Balaikesir/Izmir e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
D2 o O T T 1
D2 o I T B L
Hap A2 - Iz e e e e e e e e e e e e e e e
Hap A3 = zmir e e e e e et
D2 R e ¥ o L
Hap45-Yunanistan (AY623064) P AG..... Coveiiiie e A e e e Tevevnn..
Hap46-Yunanistan (AY623069) 1 AG..... Coveiiiie e A e e Teeevnn..
Hap47-Bulgaristan (AY623063) N AG..... [ Bt e e e e e e e e, Teeeeeen.
Hap48-A. uralensis T e e i e [ AG...A.C...iiiiii... A e CA.......
Hap49-A. uralensis T e e e e e e Covvnnnnnn AG...A.C.iiviinnnnnn. A e e CA.......
Hap50-A. uralensis T e e e et e e e Covnnnnnn AG...A.C..iiviinnnnn S CA.......
Hap51-A. witherbyi T e e e e et e et e e e Covvnnnnnn AG..... Guevee e e i A e e CA.......
Hap52-A. witherbyi T e e e e e e e e e e e e Cuovivnnnnn AG..... [ B e e e e CA.......
Hap53-A. witherbyi (AY588263) T e e e e e e e Covivnnnnn AG..... Gevevie i A e e e CA.......
Hap54-A. witherbyi (AY588260) T e e e e e e Covivnnnnnn AG..... Guoveviiiii e N CA.......
Hap55-A. flavicollis (AY588253 . .- .. ...ttt Covvnnnnn AG...A.C...oviiii. A e e CA.......
Hap56-A._ sylvaticus_(AY588255) .- ...ttt Covivvnnnn R N CA.......
Hap57-A. sylvaticus (AY588252) .= ..ttt ittt Covvnnnnnn N N CA.......
Hap58-Mus_musculus_(KC139206) B Teeeiieeeen AG...A.C..iiviinnnnn S CA.......
Hap59-Mus_musculus_(KC139204) CB e e e e e e e e e e e T et e et e eeen AG. .. A.C.uviiitiieenn At e e e e e e et CA.......
Hap60-Rattus_norvegicus (HQ655 TC-G.C...........uiiiiunnnn... TCGT.C.vvvvieiiaen Covvnnnin L CA.T..GT.
410 420 430 440 450 460

R | \ | | | - | | | | [ ..
Hap0l-Ordu/Trabzon/Artvin/Erzi TATCGCCCATACGTTCCCCTTAAATAAGACATCTCGATGGTA-CGGGTCTAATCAGCCAAGA
HapO2-Rize/Artvin e e e e e e e e e e
HapO03-Rize e e e e e e e e e e e e T
HapO4-Artvin e e e et ettt e e e I
HapOS—Artvin e e et e e e ettt e e E
HapO6-Artvin e e e e e e e e e e e N
HapOT7-Artvin e e e e e e e e e e e T e e e
HapO08-Artvin (AY623066) /EXZINCa vttt ittt ittt tn et ettt enenenenennens R
HapO09-Glurcistan (AY623083) ..ttt it it ittt it it St ees et
HaplO-Erzincan e e e e e e e e e e e e et
Hapll-Erzincan e e e e e e e e e e e T e e e
Hapl2-Maras/Adiyaman/Adana ce et et e oo eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenns T
Hapl3-Maras e e e e e e e et et et e e e E
Hapl4-Maras e e ettt e e i e e e i
HaplbS-Adana i e e e e e e e i e e I I AT S
Hapl6-Suriye (AY623065) i e i e e e
Hapl7-Suriye (AY623078) i i i i e e e St eee et
Hapl8-Mugla/Antalya e ettt e e e N
HaplO-Mugla e e e e e e e e e e e e T e e e

Hap20-Mugla
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Hap2l-Mugla
Hap22-Mugla/Antalya/Mersin
Hap23-Mugla

Hap24-Burdur

Hap25-Konya

Hap26-Konya

Hap27-Antalya

Hap28-Antalya

Hap29-Antalya (AY623076)
Hap30-Antalya (AY623067)/Mersi
Hap31l-Mersin

Hap32-Girit (AY623075-AY673072
Hap33-Girit (AY623073-AY623074
Hap34-Kastamonu/Zonguldak
Hap35-Diizce

Hap36-Balikesir
Hap37-Balikesir
Hap38-Balikesir
Hap39-Balikesir/Izmir
Hap40-Balikesir
Hap4l-Balikesir

Hap42-Izmir

Hap43-Izmir

Hap44-Aydin

Hap45-Yunanistan (AY623064)
Hap46-Yunanistan (AY623069)
Hap47-Bulgaristan (AY623063)
Hap48-A. uralensis

Hap49-A. uralensis

Hap50-A. uralensis

Hap51-A. witherbyi

Hap52-A. witherbyi

Hap53-A. witherbyi (AY588263)
Hap54-A. witherbyi (AY588260)
Hap55-A. flavicollis (AY588253
Hap56-A. sylvaticus_(AY588255)
Hap57-A. sylvaticus (AY588252)
Hap58-Mus_musculus_(KC139206)
Hap59-Mus_musculus_(KC139204)
Hap60-Rattus_norvegicus_ (HQ655



EK 6 Kimura 2-parametresi (K2P) tirilen, Dbitistirilmis
dizlere ait Neighbour Joining agacit (%50’nin altindaki bootstrap degerleri
¢cOktliriilmiistiir)

B3 g Hap27 &dirarnan
b Hap29 Adana
- Hap23 larag
— Hap21 Warag
) TTE3 L Hap2s Mares
- Hap24 Nlarag
- Hap20 Ivlarag
™ b Hap22 Niaras
52 g Hap03 Trdbzon
D HapO4 Trahzon
. HapO1 Ordn
Hapl5 ErzincanDlaraglisdana
e Hap26 A digrataan
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Hap44 Ivlersin
= a3 Hap<& Girit (AT743234)
Hapdd Gint (AT742233)
Hap47 Girit (ATT452335)
Hapdl Lntalya
EE 52 Hap43 Antalya (ATTA42226) GRUF 2

Hap36 Wingla
Hap37 Iugla
Hap34 WIngla
HapZ31 Ingla
Hap33 Ingla
Hapd5 Ilersin
Hap39 Konya
Hapd0 & ntalyra

B3 Hap2 Antalya (AI742225) |

B7

GRUP 1

70

a1

Hap35 Bahkesir
Hap52 Bahkesir
Hap54 Bahkesir

Hap53 Balkesir
23 Hap57 Baltkesir
Hapf2 Izmir
Hap50 Krmonu
HaﬁSl Zongnldak GRUES.
Hap59 Bahkesir
Hapél Izrmir
Hap52 Diizce
Hapél Izrmir
Hap56 Bahkesir
Hapé3 Aydin

= Haptid Trmanistan (AT748230)
99 b Hapé5 Bulgaristan (A1748227)

93 Hapé® A witherbyi

_I: Hap70 A witherbyi

a9 Hapdéé A wralensis DIS GRUP Sylvaemus
EEE Hapé7 A wralensis

53 Hapég A uralensis

j| A. epimelas
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EK 7 TBR (tree bisection-reconnection) yoluyla olusturulan, bitistirilmis dizlere ait
Maximum Parsimony agact (%50’nin  altindaki  bootstrap  degerleri
coktiirtilmiistiir)

= Hapl0 Artvin T
e Hapll Arbin
- Hap13 Artvin
- Hapl% Artvin
- Hapl4 Artvin
- Hapl6 Rize
- Hap(5 Rize
- Hap(7 Rize
L5 - Hapl12 Artvin
- Hapl& Artvin
= Hapl8 fdana
- Hap30 Adana
- Hap17 Erzincanifdana
- Hap02 Ordn
- Haplé Erzincan
- Hap18 Erzincan
- Hap19 Erzincan
Hap20 Marag
| - Hap22 Mlarag
L Hap24 Ilarag
e Hap01 Ordu
Hapl5 ErzincanTvlaragifdana
- Hap26 &Sdiyarman
Hapl3 Trahzon
- Hapll4 Trahzon
Hap21 Iiaral
e Hap25 Tvlaral
Hap23 Iiaral
e Hap 2T &chyraraan
e Hap2® Adana
Hap36 Mugla
Hap39 Konya
Hap40 Sntalya
56 Hap42 fntalya (AT748225)

Hap32 Mugla
E Hap35 Mugla
Hapdd Iersin
Hapd7 Gint (AT748235)
a0 Si‘f Hap4? Girit (4T748233)
Hap4® Girit (AT748234) GRUP 2
gi —E Hapdl Antalya
a1 Hapd3 Antalya (A TT48226)
— Hap34 Mudla
L Hap37 Mngla
Hap45 Iersin
= Hap31 Mugla
Hap33 Mugla

Hap38 Burdur
Hapdd Iersin

Hap35 Bahkesir 7]
_E Hap5% Balkesir
Hap 54 Bahkesir
— Hap30 Emonu
?E Hap51 Zonguldak
Hap33 Bahkesir
Hap 57 Bahkesir
Hap56 Bahkesir
Hapd3 &yrdin
Hapé2 [zrir
Hap52 Dritzce
Hapél zrir
Hap 59 Bahkesir
656 b Hapiil Tzoir B
y— Hap6id Yunanistan (417422300
39 L Hapii 3 Bilgaristan (£1745227)
ag Hapé® A witherbpr
Hap70 A witherbp

ag Hapé6 4 uralensis DIS GRUP Sylvaemus
a9 Hapé7 A uralensis

En) Hapé2 A uralensis

51

m
jr:)

GRUP1

97l

GRUP 3
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EK 8 HKY+G modeline gore olusturulan, bitistirilmis dizilere ait Maximum Likelihood
agaci (%50 nin altindaki bootstrap degerleri ¢oktiiriilmiistiir)

== Hap20 Ivlarag

" e Hap 22 Mlaras
L - Hap24 Marag
- Hap23 Mlaras
e Hap 27 Lodimrarian
Hap2? Adana
— Hap2l Marag
- 53 b Hap25 Ivlarag
&1 g Hapl3 Trabzon
e HapOd Trabhzom
. Hap(1 Ordn
- Hapl5 ErzincanTvlaragit dana
- Hapl 5 ErzincanTvlaragifdana
- Hapl& Erzincan
- Hapl® Erzincan
Hap2® Adana
- Hap30 Adana
- Hap02 Ordu
J - Hapl7 Erzincanifdana
L Hap!16 Erzincan
. Hapl2 frbin
" - Hapl2 frbvin
&7 p— Hapl5 Rize
— 80 7L Hap07 Rize
70| | - Hapé Rize
Hapld Artvin
- Hap09 Artvin
- Hapl13 Artvin
e Hapl0 Arbvin
b Hapl1 frbvin

Hap35 Mugla ]
| E Hapdd Ilersin
Hap32 Mugla

Hap38 Burdur
Hapd4 Ilersin
53 Hapd2 CHrit { AT748234
a7 Hapd2 Girit (AJ742233)
Hapd7 Girit { AT748235)
93 Hapdl &ntalya
51 Hapd3 futalya (& I748228) GRUP 2
HapZ6 Iugla
Hap=7 Iugla
Hapds Ilersin
Hap33 Iugla
HapZ4 IIugla
HapZ=1 Mugla
Hap39 Konya
Hapdl &ntalya
58 Hapd2 Antalsya (&T748225)
Hap55 Bahkesir
Hap5E Bahkesir
= L Hapsd Balkesir
Haps3 Bahkesir
Hap57 Bahkesir
Hapé2 Izreir

| GRUP 1

a9

a9

Hap50 Kmonu
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99 b Hapi5 Bulgaristan (41748227
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'_E Hap70 A witherbyi
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oo Hapé6 4 uralensis Sylvaemus
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