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Palearktik bolgenin yaprak doken ormanlarinda yasayan kizil sirtli orman faresi, Myodes
glareolus Tiirkiye’de Karadeniz Bolgesinde yayilis gosteren 6nemli bir kemirici tiirtidiir.
Yasanan iklimsel ve jeolojik degisiklikler sebebiyle bircok tiiriin filocografyasinin
sekillenmesinde dnemli roller oynayan bu bolgede daha 6nce yapilan molekiiler genetik
caligmalar M. glareolus’un Bati ve Dogu Karadeniz olmak iizere iki soy hattina
ayrildigim1 gostermistir. Cytbh gen bolgesiyle yapilan 6nceki ¢alismalarda Tiirkiye’nin
batisindan toplanan Uludag 6rneklerinin dogu 6rnekleri ile kiimelenmesi, populasyonlar
arasi farklilagmayi etkileyen unsurlar ile tiir i¢i genetik varyasyona neden olan siire¢lerin
degerlendirilmesini gerekli kilmistir. Bu tez calismasinda Tiirkiye’nin 23 farkh
lokalitesinden elde edilen mtDNA Cytb gen bolgesiyle birlikte ilk defa COI gen bolgesi
calisilmig ve M. glareolus’un Tiirkiye’deki filogenisini agiklamak i¢in daha fazla 6rnek
tizerinden analizler yapilmigtir. COl gen bolgesi analizleri kapsaminda toplanan toplam
63 M. glareolus 6rnegi ile GenBank’tan elde edilen 3 M. glareolus dizisi kullanilmig ve
11 haplotip elde edilmistir. Cytb gen bolgesi analizleri kapsaminda ise 29 M. glareolus
ornegi ile GenBank’ta kayith 34 M. glareolus dizisi kullanilmis ve 35 haplotip elde
edilmistir. Caligma sonucu Tiirkiye’deki kizil sirtl orman faresi populasyonlarinin 2 grup
olusturdugu ortaya konulmus ve analizler Uludag grubunun yeniden dogu ornekleri ile
kiimelendigini gostermistir. Populasyonlar arasi farklilasmanin, Kuvaterner donemde
yasanan gelismeler ile Uludag bolgesinin cografi 6zellikleri ve iklimsel degisikliklerden

kaynaklandig tartigilmistir.
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Red-backed vole, Myodes glareolus, living in deciduous forests of Palearctic region is an
important rodent species distributed in Black Sea region of Anatolia in Turkey. Former
genetic researches conducted in the region where it has a significant role in shaping
phylogeography of many species due to climatic and geological changes indicated that
M. glareolus are seperated into two genetic lineages as “western Black Sea” and “castern
Black Sea”. In previous studies made with cytb region of mtDNA, clustering of Uludag
specimens, collected from the western part of Turkey, with eastern specimens made it
necessary to evaluate the elements acting on differentiation among populations and
processes leading to intraspecific genetic variation. In this thesis study COI region of
mtDNA were used for the first time together with cytb region collected from 23 different
localities of Turkey and analyses on more specimens were carried out to explain the
phylogeny of M. glareolus in Turkey. Within the scope of COI analyses collected 63 M.
glareolus specimens and 3 M. glareolus sequences, obtained from Genbank, were used
and 11 haplotypes were acquired. Within the scope of Cytb analyses 29 M. glareolus
specimens and 34 M. glareolus sequences, recorded in the Genbank, were used and 35
haplotypes were acquired. Findings of the study revealed that bank vole populations in
Turkey formed 2 groups and Uludag group clustered with eastern specimens once again.
It was discussed that differentiation among populations are derived from events in

Quaternary period, geographical characteristics of Uludag region and climatic changes.
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1. GIRIS

Pleistosen iklim degisikliklerine Avrupa faunasinin tepkisinin aragtirilmasinda énemli bir
tir olan, kizil sirtl orman faresi Myodes glareolus (Schreber, 1780), Avrupa'nin iliman
ve kuzey ormanlart (Amori vd. 2008) ile palearktik bolgenin yaprak doken ormanlarinda
yaygin olan kii¢iik bir orman kemiricisi olarak bulunmaktadir (Chiocchio vd. 2019). M.
glareolus, Muridae familyasina ait 3 alt familyadan Arvicolinae’ye ait bir tiirdiir ve bu alt

familyaya ait 20 tiir Tiirkiye’de de yasamaktadir (Yigit vd. 2006).

Tiirkiye; Avrupa, Asya ve Afrika kitalar1 olmak {izere li¢ kitanin birlestigi alanda yer
almaktadir. Birinci ve ikinci jeolojik zaman dilimlerinde sular altinda olan Anadolu,
ticiincii jeolojik zaman dilimi olan Senozoik’le birlikte karasallagma siirecine girmis ve
bu karasallasma sonucu canli tiirleri arasinda kitalar arasi etkilesime yol agarak canli
gruplarinin go¢ yollarinda 6nemli bir yer tutmustur. Anadolu, Oligosen’den beri yogun
bir tiirlesme ve cografik yayilim gosteren memeliler i¢in koprii ve si@inak gorevi gérmiis
ve bundan dolay1 da Avrupa, Asya ve Afrika kitalari arasinda cografik bir kara kopriisii

olmustur.

Myodes glareolus’un en eski fosili 4,5 My1l énce Ispanya’nm yash fosil yataklarinda
kaydedilmistir. Bunun disinda Fransa, italya, Yunanistan ve Kafkaslardan daha genc
zamanli fosiller de tespit edilmistir (Anonymous 2017). M. glareolus’un Tiirkiye’deki
fosil kayitlari1 1,95 My6 kadar geriye gitmektedir. Bugiin yayilis gostermedigi
Emirkaya’dan (Seydisehir) ve Yarimburgaz Magaralari’ndan (Trakya) da 1,95-0,01 Myil
oncesine ait fosil kaydi bulunmaktadir (Anonymous 2020). Elde edilen fosil kayitlar
tiirlin gegmiste Anadolu’da genis bir yayilis alanina sahip oldugunu gostermektedir.
Gecmisteki yayilis alanlarindan tiiriin yok olmasina sebep olan iklimsel, jeolojik ve
tektonik olaylarin tartisilmasi onemlidir. Boylelikle M. glareolus’un yayiligint en gok

etkileyen faktorlerin dogru sekilde tespit edilmesi miimkiin olabilecektir.

Palearktik bolge boyunca yapilan filogenetik ve filocografik ¢alismalarla kizil sirth

orman faresinin evrimsel siirecte gecirmis oldugu degisiklikler ortaya konmustur (Colak



vd. 2015, Lu vd. 2017, Chiocchio vd. 2019). Bu ¢alismalarda 6zellikle Pleyistosen (1,81
My6 - —) donemindeki iklim dalgalanmalarmin tiiriin farklilagmasi {izerinde etkili
oldugu ortaya konmustur. Ayrica Orta Miyosen (15,3-14,7 My®6) (Frigola vd. 2018) iklim
degisiklikleri, Akdeniz Tuzluluk Krizi (Messiniyen Tuzluluk Krizi) (5,96-5,33 Myd)
(Duggen vd. 2003), Pliyosen iklim sogumasi ve tektonik olaylar (5,33-1,1 Myo) ile
Pleyistosen siiresince meydana gelen diger olaylarin tiiriin yasadig alanlar etkiledigi
gosterilmistir. Gegmisten giliniimiize kadar yasanan iklimsel degisiklikler, ormanlik
alanlarin azalmasi ve pargalanmasina neden olmustur. Ozellikle Pleyistosen dénemindeki
iklim degisiklikleri bircok populasyonun buzul siginaklarinda kalmasi ile neticelenmis ve
boylece tiirde meydana gelen ikincil farklilasmalar bircok farkli genetik soy hattini
meydana getirmistir. Buzul arasi donemlerde buzul siginagindan ¢ikan bu farklilagsmis
soy hatlar1 yeni alanlara yayilmislardir. Bu soy hatlarinin yayilis sinirlarinin belirlenmesi

M. glareolus’un evrimsel siiregteki davraniginin ortaya konulmasi i¢in 6nemlidir.

Pleistosen'in dinamik iklimsel salinimlari, yliksek bolgelerdeki tiirlerin dagilimini 6nemli
Olglide degistirmistir. Myodes gapperi lizerine Runck ve Cook (2005)’un Kuzey
Amerika’da yapmis oldugu molekiiler arastirmalara gore, kuzey bolgelerin buzul sonrasi
kolonizasyon siiregleri baslangicta diisliniilenden daha da karmasiktir. Kuzey Karolina,
Pensilvanya, Minnesota, [daho, Washington, Britanya Kolumbiyasi, Kuzeybati Eyaletleri
ve Alaska'dan toplanan 64 M. gapperi 6rneginin Cytb geninin kismi dizileri {izerinde
filocografik analizleri yaparak Pleistosen siginak ve buzul sonrasi kolonilesme yollari ile
ilgili hipotezleri test etmislerdir. Dogu ve bat1 kladlar1 arasinda en yiiksek net farkliligin
(dA =% 5,2) oldugu ii¢ farkli klad (dogu, bati, orta) tanimlamislardir. Iki kitasal buz
tabakasinin birlestigine inanilan Mackenzie araligimin yakininda bulunan Kuzeybati
Eyaletlerinden gelen yiiksek bolge populasyonu, kalici bir kolonilestirici olmayan
populasyonla tutarli demografik modeller ve genetik cesitlilik sergilemistir.  Bu
populasyonda gézlemlenen molekiiler varyasyon, kita koridorunda farklilagan 6ncii sinir

populasyonu veya yiiksek bolge sigimak populasyonunun bir sonucu olabilir.

Tirkiye’de M. glareolus tizerine gerceklestirilen c¢alismalar 1900’li yillara kadar
gitmektedir. Bu ¢aligmalar daha ¢ok yayilis kayitlar: niteligindedir: Neuhauser (1936) M.
glareolus’u Abant (Bolu), Karadere (Zonguldak) ve Tosya (Kastamonu)’dan, Osborn



(1962), Felten vd. (1971), Steiner (1972) ve Colak ve Kivang (1991) Uludag (Bursa),
Biirniik-Bektasaga (Sinop), Akcakoca (Bolu), Bicik (Giresun), Diizce, Cat (Rize), Stimela
(Trabzon)’dan kaydetmislerdir. Bu ¢aligmalarin disinda karyolojik (Colak vd. 1997) ve
molekiiler ¢alismalarla (Matson ve Baker 2001, Colak vd. 2013, Betes vd. 2014, Colak
vd. 2015, Pereverzeva ve Primak 2016) tiiriin genetik Ozellikleri ortaya konmaya

calisilmigtir.

Osborn (1962) ve Colak ve Kivang (1991)’e gore M. glareolus, Tiirkiye’de kesintili
yayilis gdstermektedir. Bu kesintili yayilis bi¢cimi tiiriin farkli populasyonlar1 arasindaki
gen akisini  kesmektedir. Bdylece bu populasyonlar birbirinden ayr1 kalarak
farklilagsmakta ve evrimlesmektedirler. Bu gibi populasyonlarin birgogunun yok olma
tehlikesiyle karsi karsiya oldugu bilinmektedir. Bu 6zellikteki tiirlerin genetik yapilari
lizerine arastirmalar yapilmaktadir. Leitner ve Hartl (1988) Dogu Avusturya’da yayilis
gosteren M. glareolus’un genetik varyasyonlarini ¢aligmislar ve populasyonlar arasindaki
genetik farkliligin yiiksek oldugunu ortaya koymuslardir. Avrupa’da ise daha ¢cok bu
tiriin yayilis gosterdigi alanlardaki buzul donem siginaklari ve siginaklardan
populasyonlarin yayilmalart {izerine arastirmalar yapilmistir (Colangelo vd. 2011,
Chiocchio vd. 2019).

Boonstra ve Krebs (2012) kisa ve uzun donemli galismalari inceleyerek Kuzey
Amerika'daki Myodes'lerde populasyon dinamiklerini Avrasya’daki benzer ve ayni
tirleriyle karsilastirmislardir. Populasyonlar arasinda genelde dongiiselligin olmamasi
demografilerin ardarda etkili olan iki ana yoniiyle iliskilendirilmistir. Bunlardan birincisi,
¢ogu yillarda kis doneminde diisiik oranlarda hayatta kalinmasi; ikincisi ise diizensiz ani
¢ikigin (patlamanin) oldugu yillarla birlikte goriilen kronik disiik yogunluklardir.
Aragtirmacilar, M. glareolus populasyonlarini; gida kaynaklari, besinler, avlanma, tiirler
aras1 rekabet, hastalik, hava durumu, mesafe koyan davranislar ve interaktif etkiler
tizerine inceleyerek dongiilerde dalgalanma olup olmadigini ve diger populasyonlarin
neden diizensiz olarak dalgalandiginmi aciklamiglardir. Bunlardan yalnizca gida
kaynaklarmi1 populasyon biyiikligiindeki degisiklikleri aciklamak igin yeterli

bulmuslardir.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Boonstra+R&cauthor_id=21947547
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Krebs+CJ&cauthor_id=21947547

Colangelo vd. (2011) yiiriitmiis oldugu ¢alismada, M. glareolus’un dagilim gosterdigi
tiim alanlara ait nceden yaymlanmis 92 Cytb dizisi ile Kuzey, Orta ve Giiney Italya’dan
38 yeni Cytb dizisinin filocografik analizlerini yapmistir. Calisma sonucunda tiiriin 4
farkli evrimsel soya ayrildigini, bu soylardan biri olan Kalabriya kladinin diger tim M.
glareolus soylarindan daha once ortaya ¢iktigini (Erken Pleistosen) ve bu kladin giiglii
genetik farklilasma gosterdigi i¢in tiim M. glareolus filogenisinin temel kladi oldugunu
bulmuslardir. Chiocchio vd. (2019)’nin 15 bolgede 76 Myodes glareolus’a ait 13
mikrosatelit lokusunda yaptig1 ¢alismada ise; mitokondriyal DNA tarafindan tanimlanan
dort soyun aksine, Italya yarimadasinda M. glareolus icinde bes ana genetik kladi varlig
desteklenmistir. Catena Costiera i¢indeki Aspromonte ve Sila populasyonlarina disardan
bir katki olduguna dair kanitlar bulunmustur. Bu iki grup arasinda genetik farklilasma
oldugu ve bu durumun bazi morfolojik farkliliklar ile desteklendigi de gériilmiistiir. Bu
durum Sila Masifi icin Myodes glareolus curcio (von Lehmann, 1961) ve Aspromonte
Masifi i¢in Myodes glareolus hallucalis (Thomas, 1906) gibi farkli alt tiirlerin

tanimlanmasina yol agmistir.

Pleistosen siginagi i¢inde yiiksek genetik cesitlilik ve uzun siireli demografik kararlilik
goriilmesine ragmen Kalabriya bolgesinde allopatrik farklilasma ve ikincil temas
dongiilerini igeren dinamik mikroevrimsel siirecler meydana gelmistir (Canestrelli vd.

2012, Colangelo vd. 2011).

Alpler'den ve Kuzey-Orta Apenin'den gelen populasyonlar iki farkli genetik klada aittir.
Onceki calismalara gére (Deffontaine vd. 2005, Colangelo vd. 2011, Filipi vd. 2015),
Alpler'de yaygin olan genetik klad, Bati Avrupa siginagindan buzul sonrasi bir yayilma
ile meydana gelmistir. Aksine Kuzey-Orta Apenin kladmin ise Balkanlardan Italyan ve
Iber yarimadalarina kadar yaygin olan ve daha yakin zamanda bir Apenin siginagindan

izole olmus eski bir Akdeniz soyundan tliremis oldugu diisiiniilmektedir.

Bazi arastirmacilar Karpatlarin M. glareolus igin buzul siginagi oldugunu ortaya
koymuslardir (Kotlik vd. 2006, W¢jcik vd. 2010, Filipi vd. 2015). Benzer sekilde, Wojcik

vd. (2010), tiir i¢in Karpat soy hatt1 belirlemigler ve tiiriin Son Buzul Dénemi’nden



(LGM-The Last Glacial Maximum) sonra kuzeye dogru yayildigini ortaya koymuslardir.
Filipi vd. (2015), LGM’den sonra Avrupa faunasinin iklim degisikliklerine vermis oldugu
tepkiyi anlamak i¢in M. glareolus’u kullanmislardir. Arastirmacilar M. glareolus’un
Karpatlar’daki kuzey buzul siginaklar1 i¢in bir belirte¢ olabilecegini ileri siirmiislerdir.
Tiirkiye’de molekiiler diizeyde yapilan ¢alismalarda mtDNA Cytb gen bolgesi dizi analizi
ve RAPD-PCR analizleriyle tiiriin genetik varyasyonlari ortaya konmustur (Betes vd.
2014, Colak vd. 2015). Colak vd. (2013) yapmis olduklar1 allozim analizleri sonucunda
Karadeniz bolgesinde batt ve dogu olmak {izere iki farkli grubun oldugunu tespit
etmislerdir. Arastirmacilar deniz seviyesinden 27-605 metre ve 1003-1288 metre
yiikseklikteki bolgelerde yayilis gosteren populasyonlarin iki ayr1 soy hattina ayrildigin
belirtmislerdir. Benzer sekilde Betes vd. (2014), Tiirkiye’de Karadeniz bolgesinde bati ve
dogu olmak tizere tiire ait iki soy hattinin varligint RAPD-PCR analizi yaparak ortaya
koymuslardir. Colak vd. (2015), Karadeniz bélgesinde yayilis gosteren M. glareolus’un
Cytb ve D-loop bolgelerinin filogenetik analizine dayanarak Kizilirmak vadisiyle ayrilan
dogu ve bati Karadeniz soy hatlarim1 belirlemislerdir. Aynmi1 calismada arastirmacilar
Tiirkiye populasyonlariyla Avrupa populasyonlari arasindaki ayrilma zamanini 0,26 Myl
olarak hesaplamislardir. Tiirkiye’deki iki soy hatt1 arasindaki ayrilma zamanini ise 0,20
Myl olarak belirlemislerdir. Colak vd. (2015) Uludag populasyonunun Dogu Karadeniz
soy hattina yakin ¢ikmasinin siirpriz bir sonug¢ oldugunu ortaya koyarken arastirmacilar
bunun i¢in iki sebep ileri siirmiislerdir. Bunlardan bir tanesi benzer ylikseklik ve benzer
ekolojik kosullar, digeri ise Uludag populasyonunun izole olarak genetik dar bogazin
etkisi altina girmesidir. Aragtirmacilar daha fazla 6rnek kullanarak Uludag grubunun
calisilmasinin gerekliligini ortaya koymuslardir. Bu baglamda Uludag’in M. glareolus
i¢in buzul s1giagi olma olasiligr dikkate alinarak Uludag soy hattinin daha fazla 6rnek

ve farkli genetik belirteglerle yeniden degerlendirilmesinin 6nemli oldugu gortilmiistiir.

Sonu¢ olarak bu calismadan elde edilen verilerle; Tiirkiye’de yayilis gosteren M.
glareolus’un mitokondriyal DNA’sindan Sitokrom ¢ Oksidaz Alt Unite 1 (CO1) gen
bolgesi kullanilarak tiiriin filogenetik ve taksonomik durumu ilk kez arastirilmistir. Daha
onceki ¢aligmalarda kullanilan az sayida 6rnekle farkli bir soy hatti olarak tanimlanan ve
filogenetik agacta beklenmedik bir sekilde Dogu Karadeniz bolgesindeki orneklerle

kiimelenen Uludag grubuna ait 6rnek sayisi arttirilarak bu filogrubun durumunun hem



mitokondriyal DNA’dan Sitokrom ¢ Oksidaz Alt Unite 1 (CO1) hem de mitokondriyal
DNA’dan Sitokrom b (Cytb) gen bolgeleri kullanilarak degerlendirilmesi amaglanmustir.

Bu tez ¢alismasinda kullanilan 6rneklerin CO1 ve Cytb gen bolgeleri PCR ile gogaltilarak
elde edilen bu diziler, istatistik veri tabanli programlarla analiz edilerek tir igi
varyasyonu, populasyonlar arasi ve populasyon i¢i genetik cesitlilik ve farklilasma

verileri ortaya konmustur.



2. KURAMSAL TEMELLER

En gelismis omurgali sinifi olan Memeliler; kendi iclerinde 3 alt sinifa ayrilmaktadir. Bu
alt siniflar ise Prototheria (Yumurtlayan Memeliler), Metatheria (Keseli Memeliler) ve
Eutheria (Plasentali Memeliler) seklindedir. Yeryiiziine genis sekilde yayilmis olan
Plasentali Memeliler iglerinde Artiodoctyla, Lagomorpha, Proboscidea, Chiroptera ve
Carnivora gibi bir¢ok takim bulundurmakta olup bu tez ¢alismasinin arastirma konusunu

teskil eden Rodentia takimi da bu alt sinif igerisindedir (Anonim 2009).

2.1 Ordo: Rodentia Bowdich, 1821

Tiim karasal ekosistemlerde memeli sinifinin en baskin takimi olan Kemiriciler; viicut
agirlig1 20 kg'in tizerinde olan biiytik tiirlerin nadir olarak bulundugu ve genellikle kii¢iik
ila orta biiyiikliikteki ot¢ullardir. Sincap, sigan, kunduz, oklu Kirpi, fare ¢okga bilinen bazi
kemiricilerdir. Antarktika ve bazi izole adalar hari¢ olmak {lizere diinya c¢apinda
yayilmislardir. Wilson ve Reeder (2005) tarafindan 2277 tiir listelenmis, ancak o
zamandan beri yeni eklenen tiirler ile bu say1 2800’1 asmustir. Tiirkiye’de ise yaklasik 65
kemirici tiirli yasamaktadir. Yari-sucul formlar daha az yaygmn olmakla birlikte ¢ogu
karasal veya yari-arborealdir (Krystufek ve Vohralik 2005).

Cesitli sartlara uyum saglayacak sekilde yasam siirme yetenegine sahip olan kemiricilerin
yer alt1 tiinelleri, ormanlar, akarsu alanlar1 ve ¢oller gibi bir¢ok farkli habitatta yuvalari
bulunmaktadir. Gliniin farkli zaman dilimlerinde aktif olabilen kemiriciler gelismis duyu

ozellikleri ve yiiksek hareket kabiliyetlerine haizdirler (Kuru 1999).

Genellikle meyveler, tohumlar ve yapraklar gibi c¢esitli yiyecekler ile beslenen
kemiricilerin en onemli ayirt edici 6zelliklerinden birisi ise kafatasinin {ist ¢cene kesici
dislerinin arkasindan baslayarak iist ¢ene bosluguna kadar gelen diastema bosluguna
sahip olmalar1 yani kopek dislerinin ve bazen de premolar dislerinin olmamasidir (Sekil
2.1). Alt ve iist cenede 6nde bir ¢ift siirekli biiyiiyen kesici dise ve arkada ii¢ ¢ift ¢gigneme
disine (M1,M2,M3 molar disleri) sahiptirler. Cigneme disleri; ilkel formlarda bunodont



ve brachiodont, daha gelismis olanlarda ise lophodont ve hipsodont seklindedir. Genel
dis formiilleri ise 1/l C/C PM/PM M/M 1/1 0/0 0/0 3/3 x 2 =16 veya 1/1 0/0 2/1 3/3x 2 =
22 seklinde ifade edilmektedir. Dolayisiyla ¢enelerinin sag ve sol taraflarinda 8’er dis

bulunup higbir durumda dis sayilar1 22’yi gegmemektedir (KryStufek ve Vohralik 2005).

Sekil 2.1 Kemiricilerin Diastema Boslugu (Anonim 2014)

Besinlerin toplanmasina imkan saglayan Yyanak Kkeseleri bulunan tiirleri de
bulunabilmektedir. Yasadiklar1 habitata gore tiirler arasinda farkli biyiikliikte gozler
olabilmekte ve hatta bazi tiirlerde gozler korelebilmektedir. Kafatasi karakterleri 6nden
arkaya dogru; nazal-frontal-parietal-interparietal-foramen magnum-occipital ¢ikinti
seklinde siralanmaktadir. Erkek bireylerin bakulumu (penis kemigi) ise 2 parcadan
olusmaktadir.  Yiiksek iireme kabiliyetlerine sahip olup lireme mevsiminde karin
boslugunda yer alan testislerini disar1 ¢ikarmaktadirlar. Disi bireyler ise bir batinda ¢ok

sayida yavru bulunabilmesine imkan saglayan dubleks uterus tipine sahiptirler (Sekil 2.2).

Gebelik stireleri yaklasik 4 aya kadar stirebilen kemiricilerin her bir dogumlarinda 1 ila
18 arasinda degisen sayilarda yavrular olabilmektedir. Yasam siiresi ise 6zellikle kiiclik

kemiricilerde iki yil1 gegmemektedir (Kuru 1999).
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Sekil 2.2 Kemiricilerin uterus tipleri (Anonim 2015)

Kemiriciler 2n (diploid) kromozom sayisina sahiptir ve karyolojik analizlerde kromozom
sayilarinin belirlenmesinde otozomal kromozom kol sayisi (Nfa), temel kromozom kol

say1s1 (Nf), disi esey kromozomu (X) ve erkek esey kromozomu (Y) kullanilmaktadir.

2.2 Familya: Muridae llliger, 1815

Muridae Familyasi, hem Diinyadaki (1.326 tiir; Musser ve Carleton, 1993) hem de
Tirkiye ve Kibris bolgesindeki (44 tiir; KryStufek ve Vohralik, 2001) agik ara en biiyiik
memeli grubudur. Antarktika hari¢ tiim kitalarda ve birgok okyanus adasinda bulunan
Familya iiyeleri ¢ollerden yagmur ormanlarina, tundradan savana ve iliman ormanlik
alanlara kadar uzanan ekosistemleri kaplamaktadirlar. Baz1 tiirleri yeraltinda yasarken
digerleri ise tim yasamlarini tropikal ormanin golgesinde ya da yari-sucul bigimde
stirdirmektedir (Anonymous 2001, Krystufek ve Vohralik 2005). Musser ve Carleton
(1993)’a gore Miiridler on yedi alt familyaya ayrilmaktadir. Bu alt familyalara sahip
olduklar tiir sayis1 siralamasina gére Murinae, Sigmodontinae, Arvicolinae, Gerbilinae,
Acomyane, Dendromurinae, Nesomyinae ve Cricetinae 6rnek olarak verilebilir (Anonim
2020).



Bilinen sican ve farelerin ¢ogunu kapsayan bu grubun kendi aralarinda ve diger
kemiricilerle olan sistematik iligkilerinin ¢6ziilmesi zor olmakla birlikte ¢ogu miiridi
birbirine baglayan birtakim karakterler de s6z konusudur. Bu grubun kafatasinda, sinirleri
ilkel olarak kafatasinin rostral bolgesine ileten infraorbital foramenler, ¢ogunlukla
zigomatik plakanin lizerinde yer almaktadir. Bu nedenle foramen ¢ogu formda kendine
Ozgli bir "anahtar deligi" sekline sahiptir (ancak dar ventral kisim birkag tiirde
kaybolmustur). Elmacik kemiginin 6n tabanindan olusan elmacik plakasi genistir ve
kafatasinin belirgin bir 6zelligidir. Elmacik kemigine katilan kemiklerden biri olan jugal
kiigliktiir ve lakrimal ile temas etmemektedir. Frontal kemik goéz gukurunun tizerinde
kisitlanmis olup interparietal kemik ise arka kisimda belirgin bir sekilde bulunmaktadir
(Anonymous 2001).

Miiridlerin viicut boyutlar1 degiskenlik gostermekle birlikte boylar1 genellikle kuyruk
hari¢ 10 cm civarindadir. Cogunlukla kahverengi renge sahip olan miiridlerin beyaz, gri

ve siyah tonlara haiz tiirleri de bulunmaktadir (MacDonald 1984).

Tiim kemiricilerde oldugu gibi, ¢enenin her iki tarafinda her daim stte ve altta kesici
digler bulunur ve kopek disler s6z konusu degildir. Kesici dislerin ardindan diastema
boslugu gelmektedir. Ugten fazla molar dis bulunmayip bazen bu sayi ikiye ve hatta bire
diisebilmektedir. Molar dislerinin sekil, boyut, ¢igneme yiizeyi ve kok sayist gibi
ozellikleri kendi iclerinde biiylik degisiklikler gdsterebilmektedir (Molar dislerin kokli
veya koksiiz olmasi veya sivri uglu, kat kat ya da prizmatik olmasi gibi). Beslenme
aligkanliklar1 ise solucanlar, yeralti mantarlar1 ve hatta suda yasayan omurgasizlara kadar
uzanabilmektedir. Insan hayati iizerinde 6nemli etkileri olan bu grubun baz tiirleri tarim
arazilerine ve depolanan gidalara biiylik zararlar vermekteyken bazilar1 da insan
populasyonlarin1 periyodik olarak yok eden bir dizi hastaligin vektorleri veya
rezervuarlari olabilmektedir. Bunu yani sira zararli boceklere karsi biyolojik kontrollerde,
mikorizal mantarlar1 yaymadaki veya tohumlar1 dagitmadaki rolleri araciligiyla
ormanlarin korunmasinda ve tibbi arastirmalarda kullanilan tiirleri de s6z konusudur

(Anonymous 2001).
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2.3 Alt familya: Arvicolinae Gray, 1821

Holoartrik bolgede yayilis gostermekte olan Arvicolinae alt familyasi; tarla fareleri,
lemmingler ve misk siganlariin dahil oldugu orta ve biiyiik boyutlu 140'in {izerinde
kemirici tiiriine sahiptir. Tiirkiye'de bu alt familya 6nce Neuhauser (1936) daha sonra da
10 tiirti tanimlayan Osborn (1962) tarafindan incelenmistir. Daha sonra Felten vd. (1971)
Bat1 Anadolu tiirlerini; Steiner (1972) ise Tiirkiye'nin kuzeydogusundaki tiirleri ayrintili
olarak arastirmistir. Yigit vd. (2006) Tirkiye’de bu alt familyaya ait 20 tiiriin
bulundugunu belirtmistir (Krystufek ve Vohralik 2005, Berkovitz ve Shellis 2018).

Cogunlukla karasal olmak {izere agagta, suda veya yer altinda yasayabilen Arvicolinae alt
familyasinin hem etgil hem de otgul olan tiirleri olsa da alt familya ¢ogunlukla ot¢uldur
ve bir¢ok ¢esit bitkiyi besin kaynagi olarak kullanmaktadir. Kesici disleri; proodont,
ortodont veya opisthodont'tur. Molar disleri ise hipsodont olabilir veya sinirli biiyiime
gosterebilir. Molar disleri D derecedir (grade D) ve okliizal yiizey, yaklasik olarak tepenin
ortasinda bulusan kademeli kivrimlarla bir dizi elmas seklinde veya iiggen alanlara
bolinmiustiir. Bu durum alt genenin 6n-arka hareketi yoluyla karsit dis sirasindaki benzer
kenarlara karsi calisan siirekli zikzak kesme kenarlar1 olusturmaktadir. Yapinin 6n
kenarlari i¢cbiikey bir egrilige sahiptir. Karsit kenarlar ise zit yonde i¢biikeydir dolayisiyla
On kenarlar birbirine dogru kayarken temas alani1 giderek azalmakta ve aralarinda sikisan
yiyecege biiyiik kesme kuvvetleri uygulanmaktadir (Berkovitz ve Shellis 2018). Gozleri
ve kulaklari ise kiigiiktiir ve kuyruk genelde bas ve viicut uzunlugunun yarisindan daha
kisadir. Uzuvlar govdenin biitiinliigiinde biiyiik 6l¢iide gizli oldugundan goriiniiste kisa
bacaklidir. Kafatas1 genellikle saglam ve genis kemerli olup ileri yastaki baz1 gruplarda
sagital bir tepe gelismistir. Burunlar1 genellikle kisadir ve interorbital bolge agikga
tanimlanmistir (KryStufek ve Vohralik 2005).

Gebelik siireleri 14 ila 33 giin arasinda degisen Arvicolinae alt familyasinin ¢ogalma

hizlari yiiksektir. Yasam siireleri ise yaklagik 2 yildir (KryStufek ve Vohralik 2001).
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2.4 Cins: Myodes Pallas, 1811

Pas rengine benzeyen sirt bolgelerine ve koklii molar dislere sahip tirmanici kii¢iik orman
fareleridir. Hizli hareket kabiliyetine sahip bu cinsin kuyrugu orman fareleri i¢in oldukga
uzun; kulaklart ve gozleri ise nispeten biiyiiktiir. Burunlari alt familyada yaygin oldugu
kadar kiint degildir (Sekil 2.3). Molekiiler kanitlar Myodes’in mevcut kapsami iginde
parafiletik oldugunu gostermektedir (KryStufek ve Vohralik 2005). Gegmiste
Clethrionomys seklinde yapilan siniflandirmanin yakin zamanda Myodes’in 6ncelikli
olacag1 bigimde yapilmasi gerektigi tartisilmistir (Wilson ve Reeder 2005). Mevcut
durumda tiim Holoarktik'in 1liman ve kuzey boélgelerini dolduran Myodes; Shenbrot ve
Krasnov (2005) tarafindan yapilan arastirmalar sonucu eklenen yeni tiirler ile toplamda
on iki tiire (Cizelge 2.1) ulagsmustir. Tiirkiye’de ise tek bir tiire (Myodes glareolus) ait bir

alttlirtin (M. glareolus ponticus) yasadigi ortaya konmustur.

Cizelge 2.1 Myodes’e ait biitiin tiirler ve tanimlayicilari

Tiir Tanimlayan arastirmaci
Myodes rutilus Pallas (1779)
Myodes frater Thomas (1908)

Myodes centralis Miller (1906)
Myodes rufocanus Sundevall (1846)
Myodes glareolus Schreber (1780)
Myodes californicus Merriam (1890)
Myodes gapperi Vigors (1830)
Myodes regulus Thomas (1907)
Myodes rex Imazumi (1971)
Myodes shanseius Thomas (1908)
Myodes smithii Thomas (1905)
Myodes andersoni Thomas (1905)
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Molar dislerinin her biri 2-3 kokliidiir ve siirekli biiylime goriilmemektedir. Dolayisiyla
asindike¢a ¢igneme ylizeyleri al¢aldigindan yaklasik 1.5 yasinda tamamen aginarak yok
olmaktadir (Demirsoy 1998).

2.5 Tiir: Myodes glareolus Schreber, 1780

2.5.1 Genel ozellikleri

Kizil sirtli orman faresi olan Myodes glareolus koyu kirmizimsi kahverengi kiirke sahiptir
(Sekil 2.3). Belli belirsiz sekilde smirlandirilmis bogiir daha ¢ok devetiiyii ve gri

renklerde olup bu kismin alt1 ise dorsalden daha sarims: izler tasiyacak sekilde agik gri

renktedir.

Sekil 2.3 Myodes glareolus (Fotograf: Prof. Dr. Ercliment COLAK)
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4 parmakl1 6n ayaklar ile 5 parmakli arka ayaklara sahiptir. Ayaklar grimsi ila beyazimsi
renkte; pengeler ise kiigiik ve beyazimsi renktedir. Kuyrugu, tistii siyah kahverengi alti
ise agik gri olacak sekilde belirgin olarak ¢ift renklidir ve bas ile viicut uzunlugunun
yaklagik yarisi kadardir (% 43 ile % 61'i arasinda). Genellikle 4 ila 6.7 cm arasinda kuyruk
uzunluklarina sahiptirler. Kuyruk seyrek bir fir¢aya benzeyecek sekilde ince killarla kapli
olup uzun killarla sonlanmaktadir. Genis, kisa ve dairesele yakin olan kulaklar1 ise
kiirklerini hafif¢e asmaktadir. Sirt killar1 10 mm uzunlugu bulabilmektedir. Koyu renkli
ve uglar1 beyaz olan biyiklarinin uzunluklari1 ise 27 mm’den azdir. 4 ¢ift meme ucuna
sahiptirler (Vinogradov ve Argiropulo 1941, Demirsoy 1998, Krystufek ve Vohralik
2005, Yigit vd. 2006).

Kafatas1 belirgin ¢ikintilar icermeyecek sekilde kiiciik ve hafif yapilidir. Uzunlugu 6.8
mm ile 7.8 mm arasinda degismektedir. Zigomatik kemerler ¢ok genislememis olup
kondilobasal uzunlugun % 50.8’1 ile %58.2'si arasindadir. Yetiskin kafatasi oldukca
sigdir ve interorbital bolge genis ve diizdiir. Ayrica oldukga kisa bir buruna ve kiigiik

gozlere sahiptir (Vinogradov ve Argiropulo 1941, Krystufek ve Vohralik 2005).

Kesici disler ince ve zayiftir. Minenin rengi turuncu-saridan soluk sariya ve sarimsi
beyaza kadar degisebilmektedir. Molar disleri yetiskinlerde kokliidiir ve pulpa (dis 6zii)
yasamin erken donemlerinde kapanmaya baglar. 1. iist molar disin ti¢; digerlerinin ise
sadece iki tane kokii vardir. Cikintili agilar, Microtus'ta ¢ok belirgin olan keskin
acisalliktan yoksundur. 1. iist molar dis, 6n halkanin arkasinda dort tiggene sahiptir. 2.
molar 6n halkaya ek olarak ti¢ tiggen icermektedir. 3. {ist molar ig tarafta ti¢ veya nadiren
iki; dis tarafta ise iki veya ti¢ girintili agiya sahiptir. Osborn (1962), karmasik 3. iist
molarmn (dil tarafinda dort girintili ag1 ile) Anadolu'da norm oldugunu belirtmistir
(Krystufek ve Vohralik 2005).
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2.5.2 Habitat ve yayilisi

Myodes glareolus; Giiney Avrupa yarimadalarinda geleneksel olarak taninan siginagin
¢ok daha kuzeyinde yer alan bir siginak olan Avrupa'daki gizli kuzey siginagi igerisindeki
buzullarda hayatta kalinabilecegini gosteren ormanlik tiirlerin 6nde gelen orneklerinden

biri olmustur (Chiocchio vd. 2019).

Genetik farklilagmanin populasyonlar arasindaki bazi morfolojik ayirt edici 6zelliklerle
de desteklenmesiyle Gargano burnu populasyonu i¢in Myodes glareolus garganicus
(Hagen, 1958); Aspromonte Masifi igin Myodes glareolus hallucalis (Thomas, 1906)
gibi tiire ait birgok farkli alt tiir tanimlanmustir (Chiocchio vd. 2019).

Sekil 2.4 Myodes glareolus’un Goktepe’deki (Sinop) habitati (Fotograf: Prof. Dr.
Erciment COLAK)
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Tiirkiye’de ise ilk 6rnegi 1905 yilinda A. Robert tarafindan Trabzon’un giineyinde
(Meryemana) toplanan M. glareolus, Thomas tarafindan 1906 yilinda kendi basina bir tiir
olarak tanimlanmig ve Evotomys ponticus adi verilmistir. Genellikle Palearktik bolgenin
yaprak doken ormanlarinda yasayan ve Tiirkiye’de bulunan yaklasik 65 kemirici tiiriinden
bir tanesi olan bu tiir; Marmara Denizi ve Karadeniz’in denize bakan yamaglari ile soguk
iklimin hiikiim siirdiigii Karadeniz’in i¢ kesimlerinde yayilis gostermektedir (Sekil 2.5).
Bu durum ise yayilis alan1 boyunca farkli iklim bolgelerinde yasadigimi ortaya
koymaktadir. Tiiriin en 6nemli 6zelligi ise kayin ormanlarinin bulundugu ortamlar tercih
etmesidir (Sekil 2.4). Dolayisiyla ormanlarin tahribati, M. glareolus’un populasyon
yapisini derinden etkileyebilmektedir. Avrupa'nin ¢ogu yerinde yaygin dagilim gosteren
bu tiir meveut durumda; hem italya’da (Battistoni vd. 2013) hem de kiiresel seviyede
(Amori vd. 2008) IUCN Tehdit Altindaki Tiirler Kirmizi Listesi tarafindan En Az Endise
Verici (LC) olarak siniflandirilmaktadir (Chiocchio vd. 2019).

RUSSI.

KAZAKHSTAN

IRAN ‘:/
L a

Sekil 2.5 Myodes glareolus’un dagilimi (Anonymous 2008)
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2.5.3 Myodes glareolus’un Filocografyasi ve Etkileyen Olaylar

Genetik cesitliligin olusmasinda ve tiirlerin cografi dagilimlarinda bilhassa Kuvaterner
donemde yasanan iklimsel salinimlar biiyiik rol oynamistir (Hewitt 2000). Iklim
degisikliklerinin etkisiyle buzul ¢aglarin meydana geldigi Pleyistosen donemde, bir kismi
cok genis kapsamlara ulasan buzullasmalar meydana gelmistir. Bu durum deniz
seviyelerini diisiirmiis ve hayvanlarin farkli kitalar arasinda goclerine imkan saglayacak
sekilde yeni kara gecis kopriileri olusturmustur. Populasyonlar, farkli siginaklardaki
buzul donemler arasinda birgok kez izole edilmis ve bu durum iklim diizelmeleri
sonrasinda ¢ok sayida yeniden-kolonilesme modeline yol agmustir (Colak vd. 2015). 5.96
My6 Miyosen donemin sonlarinda ise Cebelitarik bogazinin kapanmasi ve Akdeniz ile
Atlantik okyanusunun baglantisinin kopmasiyla baslayan siire¢ biiylik palecografik
degisimlere neden olmustur. Yasanan bu olaylar neticesinde Akdeniz kurumus ve bunun
sonucu meydana gelen Messiniyen Tuzluluk Krizi ile bolgedeki ekosistemler ciddi
bicimde etkilenmistir. 5.33 My0 bogazin yeniden agilmasi ile Atlantik sular1 hizli bicimde
Akdeniz’i doldurmus ve Zanklean transgresyonu denilen bu olayla kriz sona ermistir

(Clauzon vd. 1996).

Ayrica Marmara denizi ve bogazlarin olusum siirecleri sirasinda meydana gelen deniz
seviyesi degisiklikleri sonucu tiirler i¢in gegis yollarinin olusmasi ve Anadolu’daki
jeolojik olaylar sirasinda meydana gelen Anadolu Diyagonali ve dag siralar1 gibi
olusumlar nedeniyle cizilen biyocografik smirlar Tiirkiye’deki tiirlerin cesitliligi ve
cografi dagilimlan tizerinde etkiler birakmistir (Giir 2016). Dolayisiyla hem kiiresel
boyutta hem de Akdeniz havzasi 6zelinde yasanilan bu gelismeler, Tiirkiye’de bulunan

tiirlere ait filocografyanin olusumunda yapitasi gorevi tistlenmistir.

Cogu calisma; bazi tiirler daha kuzeydeki siginaklarda israr etse de Giiney Avrupa, Kiiclik
Asya ve Kafkasya’nin su anda yaygin olan taksonlar i¢cin buzul sigmnagi olarak rol
oynadigini gostermistir. Giliney Avrupa siginaklarindan birisine tekabiil eden Tiirkiye’de
ise bolgenin; daglar (Anadolu Diyagonali, Toroslar ve Karadeniz Daglar1) ve deniz yollar
(Karadeniz, Ege ve Akdeniz) gibi bir¢ok engelle karakterize olmasi; birgok tiiriin

populasyonlar1 arasinda binlerce yil boyunca gen akisina mani olmus ve muhtemelen

17



cogunda genetik farklilasmaya yol agmistir. Bu durum su anda Tiirkiye'de yasayan
endemik tiirlerin ve alt tiirlerin yiiksek seviyesini agiklamaktadir. Tiirkiye’nin ayni
zamanda biyocografik acidan Avrupa ve Asya arasinda bir koridor olmasi, bu bélgenin
filocografik agidan Asya ve Avrupa tiirleri arasindaki ge¢mis iliskilerin daha 1yi
anlagilmasinda bilhassa ilgi ¢ekici olmasina neden olmaktadir. Ural Daglari'na kadar
Avrupa bdlgelerinin ¢cogunu kapsayan ve Bati Palearktik bolgesinde genis ¢apta yayilis
gosteren Myodes glareolus, belirli bir alt tiir olarak tanimlandig1 (M. glareolus ponticus)
Kuzey Tiirkiye’de Karadeniz'in ve Marmara bolgelerinin 2000 m rakimlarinda yaprak

doken ve kaym ormanlarinda yasamaktadir (Colak vd. 2015).

Myodes glareolus igin varligi kanitlanan ¢oklu Avrupa kita siginaklari, kuvaterner
buzullasmalar sirasinda ortaya c¢ikan orman parcalanmalar1 ile iliskilidir. Bu
siginaklardaki kizil orman faresi populasyonlarinin izolasyonu, en az yedi farkli soy
(Ispanya, italya, Balkan, Bat1 Avrupa, Dogu Avrupa, Karpatlar ve Pireneler) ile karmasik
bir filocografik yapinin ortaya ¢ikmasina neden olmustur (Deffontaine vd. 2009, Kotlik
vd. 2006). Tirkiye’de ise Bati Karadeniz Bolgesi ile Uludag ve Dogu Karadeniz
Bolgesini iceren 19 lokaliteden 36 6rnek tizerinde yapilan ¢alisma; Balkan soyunun diger
Avrupa soylarina kiyasla Tiirk gruplariyla yakindan iligkili oldugunu gostermistir. Ayrica
bu calismadan elde edilen filogenetik analizler, tiiriin Tiirkiye’de iki soyunun (Bati
Karadeniz soyu ve Dogu Karadeniz soyu) bulundugunu ortaya koymustur (Colak vd.
2015).

Kizil sirth orman farelerinin ana habitatlarin1 olusturan yaprak doken agag tiirlerinin
Pleistosen donemde Tiirkiye’de var oldugu polen kayitlari ile teyit edilmisginerfilipitir
(Hewitt, 1996). Ancak bu yaprak doken ormanlar, Kuvaterneri tanimlayan farkli buzul
caglarinda Avrupa’dakiler gibi muhtemelen ¢ogu kez parcalanmigtir (Deffontaine vd.
2005). Dolayisiyla Tiirkiye’deki soylar arasindaki bu farklilagmanin, Kuvaterner’in son
soguk donemlerinde yaprak doken ormanlarin parcalanmasi ile baglantili olmasi
muhtemeldir. Tiirlin Orta-Pleistosen’de Toros daglarina uzanan biiyiik ¢apta bir yayilisa
sahip oldugu da fosil kayitlarinda ayrica ortaya ¢ikmistir. Yine ayn1 dénemde oldugu
belirtilen Orta Anadolu Golii’nlin bolgeyi Sinop’ta dar bir gecit birakacak sekilde

ayirmasiyla biiylik ihtimal bariyer etkisi meydana gelmistir ki bu durum Karadeniz
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populasyonlarinda olusan iki farkli grubu kuvvetli sekilde desteklemektedir. Balkan soyu
ile Tiirk gruplar1 arasindaki yakin iliski ve soylar aras1 benzerlik ise Marmara ile baglantili
olan iki cografi bolgede yayilis gostermis olmalar1 nedeniyle sasirtict olmamaktadir.
Pleistosen buzullasmalari sirasinda deniz seviyesinin diismesi sebebiyle bolgeler arasinda
kara kopriilerinin ortaya ¢ikmasinin gen degisimi i¢in bir imkéan sagladigi muhtemeldir
(Colak vd. 2015). Tirkiye'nin batisindan 6rneklenen kizil sirtli orman faresinin Balkan
orneklerine genetik olarak ¢ok benzer oldugu Deffontaine vd. (2005) tarafindan yapilan
calismada da ortaya ¢ikmustir. Benzer sonuglar Apodemus sylvaticus iizerinde yapilan

calismalarda da goriilmiistiir (Michaux vd. 2003).

Sonu¢ olarak Pleistosen buzullasmalar1 sirasinda Giliney siginaginda yer alan
populasyonlar, bolgesel kisitlama ve yayilislara maruz kalmislardir. Tiirkiye de bu buzul
donem sigmaklarindan birisi olmus ve kendi igerisinde bdlgesel varyasyonlar
gostermistir. Bu varyasyonlar; M. glareolus populasyonlar1 gibi kiiciik ¢apta habitat
pargalanmalarindan etkilenen tiirler {izerinde 6zellikle etkili olmus ve Colak vd. (2015)
tarafindan yapilan ¢alismalar bu populasyonlarin Kuzey Anadolu bélgesi boyunca dogu
ve bat1 yonlerinde farkliliklar gosteren iki farkli genetik soyunun oldugunu ortaya

cikarmustir.

2.6 Molekiiler Filogeni

Organizmalar arasindaki evrimsel iliskileri inceleyerek bu iligkileri aga¢ diyagramlarinda
gosteren alt bilim dalina filogeni denmektedir. "Filogeni" terimi, Yunanca Phylon
("kabile", "klan" veya "irk") ve genesis ("koken" veya "kaynak) kelimelerinin
birlesiminden tiiretilmistir. Sistematik; organizmanin tanimlamasi, isimlendirilmesi ve
siniflandirilmas1 esasina dayanmaktadir. Linnaeus, 18. Yiizyilda ilk defa iki terimli
isimlendirme sistemini gelistirmis ve sistematigin alt boliimii olan taksonomi alanini
ortaya cikarmistir. Bu ¢alismalara ek olarak filogenetik agaci cizen ilk kisi olmustur.
Daha sonra Charles Darwin, dallanma ve sonrasinda farklilagsma olusumunu filogeniye
eklemistir. Canlilar diinyasinin tiir igerigi acisindan olaganiistii derecede zengin bir

cesitlilik barindirmasi (tanimlanan tiirlerin sayisi yaklasik olarak 1,4 ile 1,8 milyon
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arasindadir) ¢esitli organizmalarin filogenetik iliskilerinin belirlenmesi isini oldukg¢a
zorlagtirmaktadir. Bu ¢esitlilik sadece fenotipik karakterlere degil biyokimyasal ve
molekiiler ozelliklere de yansimakta ve fenotipleri benzeyen organizmalar, farkli
biyokimyasal ve molekiiler 6zelliklere sahip olabilmektedir. Evrimsel siirecler sonucu
olusan her bir organizmanin evrimsel tarihinin bilinmesi, onun biyolojik terimlerle
anlasilmasi ve tanimlanmasi i¢in elzemdir. Evrimsel tarih ise fenotip, genotip ile DNA ve
proteinler arasindaki homolojiler arastirilarak belirlenebilir. Filogenetik c¢alismalarda
genel olarak; se¢ilen organizma veya gen ailesinin DNA izolasyonu, uygun molekiiler
belirteclerle PCR, otomatik dizileme, hizalama ve daha sonra bu DNA veya protein
dizilerini karsilastiran evrimsel modeller kullanilmakta ve ortaya ¢ikan organizmanin
filogenisi ile elde edilen bilgi, filogenetik bir agacta grafiksel formda temsil edilerek
degerlendirilmektedir. Giinlimiizde biyogesitlilik ¢alismalarini kolaylagtirmak amaciyla
DNA barkodlar1 olarak bilinen kisa DNA dizilerinin kullanilarak tiirlerin tanimlandigi

DNA barkodlama gibi yontemler kullanilmaktadir (Patwardhan vd. 2014).

DNA; hiicre igerisinde ¢ekirdek, mitokondri ve kloroplastlarda bulunan, negatif ytiklii,
suda ¢oziinmeyen ancak alkolde ¢dziinebilen, genetik kodu yapisinda bulunduran bir
molekiildiir (Sekil 2.6). Bir niikleik asit olan DNA’nin yapitaslari, diger biitiin niikleik

asitlerde oldugu gibi niikleotitlerden meydana gelmektedir.

Bir niikleotid; azotlu piirin (9-atomlu ve 2 halkali adenin veya guanin) veya pirimidin
bazlari (6-atomlu ve tek halkali timin, sitozin veya urasil), niikleik asite adin1 veren pentoz
seker molekiilii (5-karbonlu deoksiriboz veya riboz, Sekil 2.7) ve trifosfat grubu olarak
ti¢c ana bolimden olugsmaktadir. DNA ve RNA’da ortak olarak A, C ve G bulunmakta; T
bazi yalniz DNA’da, U bazi ise yalniz RNA’da bulunmaktadir. Piirin veya pirimidin
bazlari, pentoz zincirine N-glikosidik bag ile; fosfat grubu 5 sekerin karbon atomuna ise
diester bag ile baglanmaktadir (Somma ve Querci 2010, Klug vd. 2011).
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Sekil 2.6 Hiicre’de DNA’nin yapisi (Anonymous 2000)
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Bir molekiiliin piirin ya da pirimidin bazi ve riboz ya da deoksiriboz sekeri icermesi
halinde niikleozit ad1 verilen kimyasal birim olugsmaktadir. Niikleozite fosfat grubunun

ilavesiyle de niikleotit meydana gelmektedir (Sekil 2.8).

5’ 5
HocH, O~ OH HocH, O~  OH

cr «Cf
1 4 H’2/

YC H H
H\"03-'.2-'(:‘/“ H' C

OH H OH OH

Deoksiriboz Riboz

Sekil 2.7 Pentoz sekerlerin kimyasal halka yapilar1 (Anonim 2020)

Niikleotitler, ayrica niikleozit monofosfat (NMP) olarak da tanimlanabilmektedir. Bir
fosfat eklenmesi ile niikleozit difosfatlar (NDP), iki fosfat eklenmesi ile ise niikleozit
trifosfatlar (NTP) olusmaktadir. Trifosfat formu; hiicrede niikleik asit sentezinde oncii
molekiil olarak rol aldigi i¢in ¢ok Onemlidir. Ayrica ug¢ (terminal) fosfat grubunun
¢ikarilmasi ya da ilavesiyle biiyiik miktarda enerji olusmam sebebiyle adenozin trifosfat
Hiicrede ATP’nin ADP ve inorganik fosfata, GTP nin GDP ve inorganik fosfata hidrolizi
ile de fazla miktarda enerji agiga ¢ikmaktadir. Dolayisiyla genetik islemlerin de dahil
oldugu bir¢ok hiicre faaliyetinde ATP ve GTP’den faydalanilmaktadir (Somma ve Querci
2010, Klug vd. 2011).
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Sekil 2.8 Niikleotid yapis1 (Anonim 2018)

2.7 Mitokondriyal DNA (mtDNA) ve Kullanilan Gen Bolgeleri

Mitokondri, hiicrelerin sitoplazmasinda bulunan ve besin maddeleri ve oksijenden enerji
iireten organeldir. Iki katli i¢ ve dis zar, zarlar aras1 bosluk, matriksler ve Kristalardan
olusan bir yapiya sahip olup, hiicrenin enerji gereksinime bagli olarak her hiicrenin
sitoplazmasinda yiizlere ya da binlere ulasan sayilarda bulunabilmektedirler. Mitokondri;
hiicre igerisinde en onemli gorevi olan enerji tiretiminin yani sira genetik hastaliklar,
apopitozis ve kalsiyum homeostezinde de rol oynamaktadir. Diger birgok organelden
farkli olarak mitokondrinin kendine 6zgii bir DNA’s1 bulunmaktadir ve bu DNA,
mitokondriyal DNA (mtDNA) olarak tanmimlanmaktadir (Sekil 2.9). Insanlarda
mitokondriyal DNA, hiicrelerdeki toplam DNA'nin kiigiik bir boliimiinii temsil etmekte
olup 16.569 niikleotit iceren, hafif (i¢) ve agir (dis) zincirler (sarmal) olmak iizere ayri
replikasyon kaynaklarina sahip dairesel DNA zincirlerinden olusmaktadir (Sekil 2.10).
Mitokondriyal DNA, tiimii normal mitokondriyal fonksiyon icin elzem olan genleri

igcermekte olup bu genlerin on ti¢ii oksidatif fosforilasyonda yer alan enzimlerin yapimina
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yonelik talimatlarda bulunmaktadir. Oksidatif fosforilasyon ise hiicrenin ana enerji
kaynagi olan adenosin trifosfatt (ATP) olusturmak i¢in oksijen ve basit sekerlerin
kullanildig: bir siirectir. Kalan genler, tasiyict RNA (tRNA) ve ribozomal RNA (rRNA)
ad1 verilen molekiillerin yapimina yonelik talimatlar saglamaktadir. Bu RNA tiirleri ise

amino asitleri proteinlere doniistiirmeye yardimci olmaktadir (Brown vd. 1979, Kog ve
Sarica 2003, Anonymous 2020).

Mitokondri
Mitokondri

Mitokondriyal DNA o

Sekil 2.9 Mitokondriyal DNA (Anonymous 2017)

Mitokondriyal DNA'nin agir zinciri (H), oksidatif fosforilasyon sisteminin 12 alt birimini,
14 tRNA'y1 ve iki ribozomal RNA'y1 (12S ve 16S) kodlamaktadir. Hafif zincir (L) ise,
bir alt birimi ve 8 tRNA'y1 kodlamaktadir. Dolayisiyla mtDNA, tiimii oksidatif
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fosforilasyonda yer alan 2 rRNA, 22 tRNA ve 13 protein alt birimi olmak tizere 28’1 H-
zincirde, 9’u L-zincirde bulunan toplamda 37 geni kodlamaktadir (Barshad vd. 2018).

Oksidatif fosforilasyon sisteminin bes enzim kompleksi mitokondriyal i¢ zarda yer
almakta olup substratlardan gecen elektronlar, matriksten i¢c membran iizerindeki
kompleks I, 11, IV’te hidrojen iyonlarina enerji saglamaktadir. Kompleks I’de NADH-
CoQ rediiktaz (7 alt birim), kompleks II’de Suksinat-CoQ rediiktaz, kompleks III’de
CoQ-sitokrom C rediiktaz (1 alt birim), kompleks IV’de sitokrom ¢ oksidaz (3 alt birim)
ve kompleks V’de (2 alt birim) ise ATP sentaz enzimi rol oynamaktadir (Kog ve Sarica
2003). D-loop ise mtDNA’nin kodlayici olmayan ana bolgesinde yer almakta olup agir
ve hafif zincirlerde transkripsiyonun baslatilmasini yonetmektedir (Barshad vd. 2018).

NDS

SIAGY) RNA

B (RNATar
Kompleks I

| Kompleks I

] Kompleks IV

B ATP Sentaz
Kodlama yok

mRNA

Sekil 2.10 Mitokondriyal DNA (mtDNA)’ nin yapis1 (Hoffmann ve Spengler 2018).
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Mutasyon hizi oldukga yiiksek olan mitokondriyal DNA’nin yiiksek memelilerde niikleer
DNA’dan daha hizli degisime ugradigi bir¢ok arastirmaci tarafindan belirtilmektedir.
MtDNA’nin D-loop bélgesinin mutasyon hizinin diger kisimlarina goére % 2-4 Kat,
niikleer DNA’ya gore ise en az 10 kat daha hizli oldugu bildirilmektedir. mtDNA’nin
bircok molekiiler yontemin (DNA dizileme, PCR, RFLP, SSCP, SNP, vb.) kullanimina
uygun olmasinda, kiigiik boyutlu ve kolay elde edilebilir olmas1 rol oynamaktadir. Bu
molekiiler yontemlerin mtDNA’ya uygulanmasi sayesinde ise gen akisi, genetik mesafe,
bireyin biyografisi, populasyondaki varyasyon, gen klonlanmasi, etkili populasyon
biiytikligii, ortak ebeveyn veya prenatal tani, doku tiplemesi ve enfeksiyon ajanlarinin
tespiti gibi calismalarda yapilabilmektedir. MtDNA vasitasiyla farkli populasyonlarin
birbirleri ile ne derecede akraba olduklarinin tespiti sayesinde irklardaki genetik
varyasyonun ve filogenetik iliskilerin arastirilabilmesi saglanmaktadir. MtDNA niikleer
DNA’dan (nDNA) farkli bir¢cok nitelige sahiptir (Cizelge 2.2). Mutasyon hizinin
nDNA’ya gore ¢ok daha yiiksek olmasi nedeniyle ayni nesil igerisindeki mutasyonlari
dahi gosterebilmesi, rekombinasyon gostermemesi, maternal olarak kalitlanarak klonal
kalitim 6zelligi tasimasi, bir hiicre icerisinde ¢ok fazla sayida kopyasinin bulunmasi ve
haploid 6zellik gostermesi gibi avantajlariyla mtDNA,; bireylerin filogenisindeki nasil,
nerede ve ne zaman gibi sorulara daha kesin yanitlar sunmakta ve alternatif marker olarak

genetik calismalarda basarili bir sekilde kullanilmaktadir (Ozdemir ve Dogru 2011).

Cizelge 2.2 Mitokondriyal DNA’nin Niikleer DNA’dan Farklar1 (Anonymous 2017)

MtDNA’nin niikleer DNA’dan farklari

Farkl nitelik mtDNA NDNA
. . Mitokondriyal DNA dahil
Kapsam Mitokondriyal genom igerir. -,Ito 9 driya 'da ,1
hiicrenin genomunu igerir.
DNA yapisi Cift zincirli, dairesel bir yapiya | Cift zincirli, dogrusal bir yapiya

sahiptir. sahiptir.
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Cizelge 2.2 Mitokondriyal DNA’nin Niikleer DNA’dan Farklar1 (devami)

(Anonymous 2017)

Kromozom
say1s1

Tek bir kromozom ile
diizenlenir.

Birgok kromozom ile diizenlenir.
Ornegin insan nDNA's1 46
kromozom igerir.

Kompozisyon

Hayvan hiicrelerinde genetik
bilesimin (genotip) %0,25’ini
olusturur.

Hayvan hiicrelerinde genetik
bilesimin %99,75’ini olusturur.

Cevrili olma

Cekirdek zar1 tarafindan
cevrilmez.

Cekirdek ile ¢evrilidir.

Lokasyon

Mitokondriyal matriks
icerisinde serbestce yiizer.

Cekirdek zarina sabitlenmis
sekilde ¢ekirdek matriksinde
bulunur.

Genom boyutu

16.569 baz ¢iftinden olusur.

3.3 milyar baz ciftinden olusur.

Histon protein

Histon proteini ile sarilmaz.

Histon proteini ile sikica sarilir.

Her bir hiicre i¢in binden fazla

Tiire gore degisir. insan somatik

Kopya sayist kopya bulunabilir. hiicreleri 2 kopya igerir.
13 protein, 22 tRNA ve 2 . L
3 protein, 22 tRNA ve U¢ mt geni dahil 20.000-25.000
Gen sayis1 rRNA’y1 kodlayan 37 genden
genden olusur.
olusur.
Maternal (anneden) kalitim Anne ve babadan esit sekilde
Kalitim

yoluyla alinir.

kalitim yoluyla alinir.

Mutasyon hizi

nDNA'ya kiyasla ¢cok daha
yiiksektir.

Diistiktiir.

Bu ¢alismada ise mitokondriyal DNA’nin Sitokrom ¢ Oksidaz Alt iinite I (COI) gen
bolgesi ve Sitokrom b (Cytb) gen bolgesi kullanilarak kizil sirtli orman faresi Myodes

glareolus’un filogenetik ve filocografik analizi gergeklestirilmistir.
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2.7.1 Sitokrom ¢ Oksidaz Alt Unite I (COI) Gen Bélgesi

Mitokonodriyal DNA’nin agir zincirinde bulunan ve yaklasik 894 baz ciftinden olusan
Sitokrom ¢ Oksidaz Alt Unite | enzimi; sitokrom ¢ solunum kompleksi IV'iin ii¢
mitokondriyal DNA (mtDNA) kodlu alt itnitesinden (COI, CO2, CO3) birisidir.
Kompleks IV ise mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun elektron tasima zincirinin
ticlincii ve son enzimidir. COI geni, diger protein kodlayan mtDNA genlerine gére daha
az evrimlesme hizina sahip olmasindan dolay1 molekiiler filogenileri ortaya ¢ikarmak i¢in
genis kapsamda kullanilmaktadir (Russo vd. 1996, Dianat vd. 2013, Patwardhan vd.
2014, Riemsdjik vd. 2018). Ayrica bu genin diger protein kodlayan mitokondriyal
genlerden dstiinliigii, metazoan tiirler icin evrensel primer giftleri kullanilarak
cogaltilabilmesi ve bir¢ok farkli taksonomik seviyede kullanilabilir bir filogenetik sinyale
sahip olmasidir (Keskin ve Atar 2013). COI barkod bolgesinin, metazoan mitokondriyal
genomu bakimindan tiir icerisinde %3’ten Kiigiik, tiirler arasinda ise ortalama %10 ila
%25 arasinda belirgin bir farklilik gésterdigi yapilan caligmalar ile ortaya koyulmus bir
gergektir (Hebert vd. 2003). COI geninde bulunan kodonlarin tigiincii pozisyonundaki
ntikleotidleri yiiksek oranda degisim gostermekte ve boylece mitokondriyal rRNA
genlerine oranla ¢ kat daha yiiksek molekiiler evrim hizina sahip olarak
degerlendirilmektedirler. Bir baska 6nemli nokta da COI geninde gerceklesen evrimin,
yakin tiirlerin ayrimma imkan taniyan ve cografik yapi ile iligkilendirilebilen tir igi

varyasyonu ortaya koyabilecek bir hizda gergeklesmesidir (Bucklin vd. 2011).

2.7.2 Sitokrom b (Cytb) Gen Bolgesi

Mitokondriyal DNA’nin agir zincirinde bulunan ve yaklasik 1140 baz ciftinden olusan
sitokrom b, elektron tasima zincirinin bir pargasi olarak islev gormekte olup
transmembran sitokrom bcl (koenzim Q) ve b6f komplekslerinin ana alt {initesidir
(Esposti vd. 1993).

Solunum zinciri kompleks III'in bileseni olan sitokrom-b; dizi degiskenligi sebebiyle

organizmalar arasindaki filogenetik iliskilerin belirlenmesinde yaygin sekilde kullanilan
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bir mitokondriyal DNA bélgesidir. Ozellikle familyalar ve cinsler arasindaki iliskilerin
tanimlanmasinda en faydali gen bolgelerinden birisidir. Sitokrom-b'yi iceren
karsilagtirmali ¢alismalar, yeni siniflandirma semalar1 ile sonug¢lanmakta ve yeni
tanmimlanan tiirlerin bir cinse baglanmasi ve tiirler arasindaki evrimsel iliskilerin

derinlemesine anlasilmasinda kullanilmaktadir (Castresana 2001).

Gliniimiizde omurgalilar arasinda en kapsamli sekilde sekanslanan gen bdlgesi olan
mitokondriyal sitokrom b’nin evrimsel dinamikleri ve protein iiriiniiniin biyokimyasi
diger birgok molekiiler sistemlerden daha iyi karakterize edilmektedir. Kardes tiirler, ayni
cinsten ve ayni familyadan olan tiirler ile iliskili olan genetik farklilasma seviyelerinin
karsilastirilmasi; Sitokrom b’nin filogenetik olarak bilgi verici oldugunu ve ist iste
eklenen niikleotid yer degistirmelerini igeren doygunluk etkileri ile uyusma-uzlasma

olasithigmin ciddi sekilde diisiik seyrettigini gostermektedir (Johns ve Avise 1998).

2.8 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), herhangi bir organizmaya ait genomik ve spesifik bir
DNA’daki 06zgiil bolgelerin uygun primerlerce yonlendirilerek enzimatik olarak
cogaltilmasmi (amplifikasyonunu) igeren invitro bir tekniktir. invitro kosullarda DNA
dizilerinin ¢ogaltilmasi esasina dayanan ve spesifik, hassas, basit ama ¢ok basarili bir
DNA sentezi yontemi olan PCR ile DNA molekiiliiniin milyonlarca hatta milyarlarca
kopyasinin kisa zamanda yapilmasi saglanmaktadir (Y1lmaz ve Devran 2003, Temizkan
ve Arda 2018). Ilk defa, 1985 yilinda R. Saiki, K. Mullis ve arkadaslar tarafindan orak
hiicre anemisinin tanisinin  konulmasinda uygulanmigtir. Devrim niteliginde bir
rekombinant DNA yontemi olan PCR Kary Mullis’e 1993 yilinda Kimya Nobel 6diiliini
kazandirmistir (Anonim 2018).
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2.8.1 PCR’1n Bilesenleri

Amplifiye edilecek (cogaltilacak) hedef DNA dizisini igeren kalip DNA; kalip DNA’nin
komplementeri olacak sekilde se¢ilmis yaklasik 20 bazlik, sentetik, kisa, tek zincirli DNA
molekiilleri olan forward ve revers oligoniikleotid primerler (Sekil 2.11); termostabil
karakterli Tag DNA polimeraz enzimi; kofaktér olmasi agisindan 6nem arz eden
magnezyum kloriir (MgCl2); Tag DNA polimerazin substratlar1 olan serbest
deoksiniikleotid trifosfatlar (ANTP); igerisinde niikleaz bulunmayan distile su (dH20) ve
tampon ¢ozeltisi (Tris-HCI) PCR’da yer alan ana bilesenlerdir. PCR reaksiyonundaki
optimal kosullarin elde edilebilmesinde bilesenlerin rolii ¢ok 6nemlidir ancak arzu edilen
sartlarin olusturulmasinda bu bilesenlerin disinda bircok faktor de etkin olmaktadir.
Dolayisiyla uygun olmayan primerler ile zaman ve sicaklik parametrelerinin kullanilmasi
(6zellikle baglanma sicakligl), PCR dongii sayisi, polimeraz enzimi kalitesi, cogaltilacak
{iriiniin uzunlugu ve Mg*? konsantrasyonu gibi diger dnemli parametreler de géz 6niinde

bulundurulmalidir (Wilson 1997, Okutucu ve Pehlivan 2003, Ar1 2004, Kahya vd. 2013).

15-40 oligoniikleotitden olusan primerler DNA sentezinin baslatilmasini saglayan DNA
pargaciklar1 olup bu primerler sadece hedef DNA iizerinde bir bolgede bulunmali, bagka
yerlerde veya baska hedef DNA sekanslarinda bulunmamalidir. Primerler sentetik olarak
dizayn edilirken; primerin erime sicakligt (Tm), primerin baglanma sicakligi (Ta),
primerin G-C miktari, G-C klamplari, tekrarlanan bolgeler, art arda ayni niikleotit
siralanmasi, 3" ucun kararliligi ve kalip DNA’da katlanma yapabilecek bolgeler goz
onitinde bulundurulmalidir. Primerler, tekrar eden bolgeler (ATATAT gibi) igermemeli
ve primer ciftlerinin 3’ uglart birbirlerine komplementer yapida olmamalidir. Primer
boyutu 16 ila 30 baz arasinda degismekle birlikte genellikle 18-24 baz ¢ifti se¢ilmektedir.
Diisiik baz ¢ifti kullanim1 sonucu primerin 6zgiilliigii azalabilirken yiiksek kullanimda ise
primerin kalip DNA’ya baglanmasi giiclesebilmektedir. Konsantrasyonun yiiksek olmasi
sonucu primer-dimer adi verilen kiicik DNA iriinleri olusabileceginden primer
konsantrasyonuna onem verilmeli ve yaklasik olarak 0.1-0.5 pM arasinda olmasi
saglanmalidir. Primerlerin baz dizilisinde; guanin, sitozin (G+C) miktar1 ve primerlerin

erimesi i¢in gerekli sicaklik miktar1 (Tm) arasinda iy1 bir iliski kurulmali ve spesifik iiriin
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elde edilebilmesi i¢in Tm iyi ayarlanmalidir. Bu denge saglanamadig: taktirde PCR
uygulamalarindan iyi sonug¢ almak miimkiin olmamaktadir. Hedef DNA ile daha kuvvetli
baglarin kurulmasia olanak saglayacagindan G+C bazlarinin %50 veya daha yukari
oranda bulunmasi saglanmalidir (2 hidrojen bagi iceren adenin ve timin baz ¢iftine kiyasla
guanin ve sitozin baz ¢ifti 3 hidrojen bagi icermesi nedeniyle daha giiglii bir baga
sahiptir). Bir primerin baz dizisinde G+C oran1 % 50 ve Tm degeri 56-62°C arasinda
olursa bu primerin sorunsuz bir sekilde calismasi beklenmektedir. Ayrica bdyle
birlesmeler, yiiksek sicaklikta olusturulan reaksiyon sirasinda goriilebilecek non-spesifik
baglanmalar1 da azaltmaktadir (Yilmaz ve Devran 2003, Ar1 2004, Kahya vd. 2013,
Anonim 2015).

5 3!

Forward primer
5 3"

3 ' - ' — . 5 '
Reverse primer

Sekil 2.11 Forward ve revers primerlerin baglanmas: (Anonymous 2019)

Primerlerin agilan DNA kaliplarina hatasiz bir sekilde baglanabilmesi igin erime
sicakliginin hesaplanabilmesine yonelik bir formiil gelistirilmistir. Bu formiile gére Tm

=4 (G+C) + 2 (A+T) seklinde bulunabilmektedir (Y1lmaz ve Devran 2003).

Tag DNA polimerazi, DNA molekiillerinin komplementerleriyle eslenmesine yardimet
olup onlarin ¢ogaltilmasin1 saglamaktadir. Primerler ile baslatilan ¢ift sarmal olusumu

hedef zincirin DNA polimeraz tarafindan dNTP'leri kullanarak uzatilmasiyla devam
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etmektedir. Taqg DNA polimeraz enziminin konsantrasyonu belli oranlarda (her primer
icin farkl) olmalidir. Konsantrasyonun ¢ok olmasi durumunda hatali eslesmeler ve
spesifik olmayan bantlar ortaya ¢ikmakta, az olmasi halinde ise yeterli miktarda eslesme
olmamakta ve bu sebeple az miktarda iiriin (DNA) elde edilmektedir (Okutucu ve
Pehlivan 2003).

Taq DNA polimeraz enziminin iyi bir sekilde ¢alisabilmesi i¢in; kalip DNA, primerler ve
niikleotid bazlari lizerinde serbest Mg iyonlarinin bulunmas: énemlidir. PCR reaksiyon

karisiminda olmasi gereken Mg* miktari ise ortalama 0.5-2.5 mM olmalidir (Yilmaz ve

Devran 2003).

Magnezyum (Mg) iyon konsantrasyonunun ayarlanmasi; primerlerin agilan DNA
zincirlerine yapismasini, kalip DNA’nin agilma sicakligini, PCR sonucunda elde edilen
DNA Kalitesini, primer-dimer bag olusumlarini, enzim aktivitesi ve gilivenilirligini
etkiledigi icin PCR’1n 6zgiinliigli ve iirlin verimi agisindan son derece dnemlidir. Diisiik
Mg+ konsantrasyonunda primerler zincire daha zor baglandig: i¢in iirlin olusumunda
azalma olurken yiiksek Mg*2 konsantrasyonunda ise baz eslesmesi ¢ok gii¢lii olacagi ve
95°C’de dahi zincirler birbirinden ayrilamayabilecegi igin spesifik olmayan ({iriin

olusumu s6z konusu olmaktadir (Yilmaz ve Devran 2003, Kahya vd. 2013).

DNA’nin yapitasi olan niikleotidler; deoksiadenozin trifosfat (dATP), deoksiguanin
trifosfat (dGTP), deoksisitozin trifosfat (dCTP) ve deoksitimin trifosfat (dTTP) olup
(Sekil 2.12) bu dort niikkleotid deoksiniikleotid trifosfat (ANTP) olarak adlandirilmaktadir
(Somma ve Querci 2010).

dNTP’lerdeki a fosfatlara baglanirken, 3 ve y fosfatlarin ayrilmasina yardimci olarak Taq
polimerazin ANTP’lere baglamasini kolaylastirmaktadir. Mg konsantrasyonu arttik¢a Taq
polimeraz daha etkin caligmakta ancak 6zgiilliigli diigmekte ve dolayisiyla istenmeyen
bantlar  goriilebilmektedir. dNTP’ler Mg* iyonunu bagladiklarindan dNTP
konsantrasyonu arttiginda serbest Mg* konsantrasyonu azalmaya baglayabileceginden

optimizasyon bu durum goz oniine alinarak yapilmalidir (Kahya vd. 2013).
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PCR uygulamalarindan iyi sonug alinabilmesi i¢in; niikleotid oranlarinin esit miktarlarda
kullanilmast ve her bir deoksiniikleotid (A, G, C, T) konsantrasyonunun 20-200 uM
arasinda olmasi1 saglanmalidir. PCR spesifikligini ve giivenilirligini artirarak yeni
sentezlenen DNA dizilerinde istenilenden farkli dizilerin ortaya c¢ikmasini
onleyebileceginden dNTP konsantrasyonu diisiik tutulmalidir. Basglangi¢ stok soliisyonu
10 mM kadar seyreltildikten sonra, kiiclik hacimlere ayrilarak —20°C’de saklanmalidir
(Y1lmaz ve Devran 2003).

Nukleotidlerin Bilesenleri

Nukleotid= + seker + fosfat

4 farkh dNTP (deoksinikleotid trifosfat)

deoksiadenozin trifosfat (dATP) deoksiguanin trifosfat (dGTP)

, N _H
Atlemne /L Guanine
NP NI,

deoksisitozin trifosfat (dCTP)

):f}'losinc
\ 8]

Sekil 2.12 Niikleotidlerin bilesenleri (Anonymous 2000)
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PCR uygulamalarinda yaklasik 10-50 mM arasinda Tris-HCI tampon ¢ozeltisi (pH 8.3-
8.8/20°C’de pH 6.8-7.8) kullanilmaktadir. PCR karisimina 50 mM KCI eklenmesi primer
baglanmasini kolaylastirmaktayken, 50 mM’in {izerinde KCI veya 50 mM NaCl

eklenmesi Tag DNA polimeraz aktivitesini engellemektedir (Yilmaz ve Devran 2003).
2.8.2 PCR’1mn Temel Adimlar1

DNA, bir organizmanin yapisin1 ve fonksiyonunu biitiiniiyle tanimlayan tiim genetik
bilgiyi icermektedir. PCR isleminde temel olarak; ¢ift zincirli DNA (dsDNA), tek zincirli
DNA (ssDNA) bicimine ¢oOziilmekte, primerler baglanmakta, hedef zincir boyunca
uzatilmakta ve kopyalanarak ¢ogaltilmaktadir (Sekil 2.13).

o
Cogaltilacak / " Ial
orjinal DNA » 5 3 5 - “ \
-
0

T T

v ,/ llmnn3 / ¥ 5 \‘
¥ o s,
:::::.:::: ° © ° o ) 2
5 1
» & I,IIIHIII' 5’ I “
F ¢ tﬁ . ’ \ |Muu| % |mum / \‘
DNA primeri 3 5 3° 5 /v
nikleotid \ 1 u 7]
\

@) Denatiirasyon 94-98°C
© Baglanma 37-65°C
© vzama 72°C

Sekil 2.13 PCR’1n adimlar1 (Anonim 2020)

DNA, jelde rahatga goriiliip dizisinin yapilabilmesi i¢in milyonlarca kez ¢ogaltilmakta ve
PCR isleminde hedef DNAnin ¢ogaltilmasi 20 ila 40 dongii arasinda gergeklesmektedir.
Her dongii; DNA zincirinin agilmasi (denatiirasyon), primerlerin agilan DNA zincirlerine
baglanmasi (annealing) ve primer uzamasi (primer extension) olmak ftizere farkl

sicakliklardan olusan 3 adim i¢ermektedir (Okutucu ve Pehlivan 2003).

34



Denatiirasyon adiminda; PCR bilesenleri ile ayni ortamda bulunan kalip DNA (template
DNA), 92-95°C’de 1-2 dakika tutulmaktadir. Cift sarmal yapidaki DNA iplik¢ikleri
arasindaki hidrojen baglar1t kirilip birbirlerinden ayrilmakta ve tek zincirli hale
gelmektedir. DNA zincirlerinin daha da agilmasi igin, bazi durumlarda déngiiniin basina
5-10 dakika 6n denatiirasyon eklenmesi gerekebilmektedir. GC bazlarinca zengin kalip
DNA zincirinin yeterince acilmamasi halinde sicaklik ve siire artirilarak sorun
¢oziilebilmektedir (Watson vd. 1992; Hadidi vd. 1995, Yilmaz ve Devran 2003, Anonim
2015).

PCR’m ikinci adimi olan baglanmada; ortam sicakligr 37-65°C’ye diistiriilerek, 15-30
niikleotid uzunlugundaki oligoniikleotid primerler agilan DNA zincirlerinde kendi baz
dizilerine karsilik gelen bolge ile birlesmektedir. Baglanma, iiretilecek baz uzunluguna
bagli olarak 30-60 saniye slirmektedir. Kalip DNA’nin sentezi i¢in baslangi¢ noktasi
olarak gorev yapan primerlerin yanlis yerlere baglanmasi nedeniyle hatali DNA
dizilerinin ortaya ¢ikmasini onlenmek icin baglanma sirasinda sicaklik artirilarak DNA
seciciligi de artirilabilmektedir. PCR uygulamasinin hassasiyetini yiikseltmek ve spesifik
olarak beklenen DNA pargaciklarinin sentezlenebilmesi i¢in 6zellikle PCR isleminin ilk
birka¢ devrinde sicaklik artirilmalidir. Yeni sentezlenen DNA dizilerinde hatali baz
baglanmalar1 sicakligin diistiriilmesinden kaynakli olabilmektedir (Innis ve Gelfand
1990, Yilmaz ve Devran 2003, Klug vd. 2011).

Uzama ise PCR’m son adimidir. Tek zincirli hedef DNA’nin komplementeri olan primer
ile zincir baslamaktadir. Mg*? iyonlarmin varh@inda, katalizér olan DNA polimeraz
enzimi (Tag DNA polimeraz) niikleotidleri 5" ucundan 3" ucuna dogru ekleyerek hedef
zincir boyunca uzatmakta ve ortam sicaklig1 72°C’ye yiikseltildiginde Taq Polimeraz i¢in
optimum calisma sicakligr elde edilerek istenilen bdlge sentezlenmeye baslamaktadir.
Sicaklik diisiiriilmesi ise primerlerin hatali sekilde uzamaya baslamasina neden
olmaktadir. Primerlerin uzamasi igin gerekli siire baz uzunluguna bagli olarak
degismektedir. Yapilmasi halinde son uzama islemiyle 1 dongii tamamlanmakta ve nihai
durumda primerin de i¢cinde bulundugu yeni sentezlenmis ¢ift zincirli DNA molekiilii elde

edilmis olmaktadir (Erlich vd. 1991, Yilmaz ve Devran 2003, Okutucu ve Pehlivan 2003,
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Anonim 2015, Klug vd. 2011). Elde edilen bu iirliniin (amplikon) uzunlugu ise
cogaltilmasi hedeflenen DNA pargasi ile iki primerin toplam uzunlugu kadardir (Hadidi
vd. 1995, Yilmaz ve Devran 2003).

Ug basamaktan (denatiirasyon, annealing, primer extension) olusan bu islem, bir PCR
devrini temsil etmektedir. Bu ¢alismada, DNA zincirlerinin daha da agilabilmesi amaciyla
sikluslarin basma on denatiirasyon, sonuna ise son uzama adimi eklenmistir. PCR’da
DNA zincirlerinin sayis1 her dongiide iki katina ¢ikmakta ve eski zincirlerle beraber yeni
zincirler de bir sonraki dongiide kalip gorevi géormektedirler. Yaklasik 5 dk siiren bir
dongii birgok kez tekrar edilmektedir. 3 saatten daha az bir zamanda 25-30 dongii sonunda
DNA miktar1 milyon katindan daha fazla artmakta (Sekil 2.14) ve tekrarlanan bu dongiiler
sonucu orijinal DNA dizisi milyon kattan daha fazla ¢ogalmis olmaktadir (Klug vd.
2011). PCR sonucunda elde edilen DNA parcaciklari agaroz veya poliakrilamit jellerde
yiritildikten sonra, etidyum bromiir (EtBr) veya giimiis nitrat (GN) ile boyanarak
gozlemlenmektedir (Hadidi vd. 1995, Yilmaz ve Devran 2003).

4. dongn
Aranan gen oy
=<‘. donga <: S—
— 2. dongi
l.domga  eeseecccccens » 35 do’ngu
Hedef DNA < —
T 3
2 2 < EE— -’"‘b M o » o
4 kopya 8kopya 16 kopya 32 kopya e

Sekil 2.14 DNA’nin tekrarlayan dongiilerle ¢ogalmasi (Anonymous 2000)
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Bu adimlar, termal dongii cihazlarinda 6nceden dongii sayis1 ve sicakliklart belirlenen
programlar ile otomatik olarak gerceklestirilmekte ve klonlama, dizi analizi, klinik tani
ve genetik taramalar gibi birgok ama¢ i¢in kullanilabilen 6zgiin DNA dizileri bol
miktarlarda elde edilebilmektedir (Klug vd. 2011).

2.8.3 PCR’1n Uygulama Alanlari

PCR; molekiiler biyoloji, insan genetigi, evrim, gelisim ve adli tip gibi birgok alanda
faydalanilan bir yontem olmustur. Bilhassa modern genetigin pek ¢ok alaninda en fazla
kullanilan tekniklerden birisidir (Klug vd. 2011). Enfeksiyonlarin teshisi, 6zel amaglarla
genlerin belirlenmesi ve DNA pargalarinin klonlanmasinda PCR teknikleri giderek dnem
kazanmig; PCR, genetigi degistirilmis DNA’nin varligt ve gida igeriklerinin
Ozgiinliigiiniin kontrolii gibi yeni alanlarda da incelemelere olanak saglamistir (Kahya vd.
2013). Bu yontemin siklikla tercih edildigi baz1 spesifik ¢calismalar su sekilde siralanabilir
(Ar1 1999, Okutucu ve Pehlivan 2003, Somma ve Querci 2010 Temizkan ve Arda 2018):

1. Hasta genlerindeki bozukluklar tespit edilerek kalitsal hastaliklarin teshisi (hemofili
vb.) yapilabilmekte ve boylece tasiyicilar da erken teshis edilebilmektedir.

2. Onkogen ve timor supresor genlerdeki mutasyonlar icin PCR temelli stratejiler
kullanilarak kanser arastirmalar1 yapilmaktadir.

3. Orak hiicre anemisi, kistik fibrozis, fragile X sendromu, AIDS, 16semi vb. genetik
hastaliklarin teshisinde PCR kullanilmaktadir.

4. Suglu kisilere ait ya da babalik testi i¢in gerekli olan DNA analizleri yapilarak adli tip
calismalar1 aydinlatilmaktadir.

5. Biyoteknolojik alanda, rekombinant proteinlerin (insulin ya da biiyiime hormonu) ve
rekombinant agilarin gelistirilmesinde kullanilmaktadir.

6. Bakteri ve viriislerin tespitinde; gelistirilmis 6zel PCR yontemleri kullanilmakta ve bu
durum hastaliklarin teshisinde hiz ve duyarlilik kazandirmaktadir.

7. DNA dizi analizinde, parmak izi analizinde, biiyiikk miktardaki DNA orneklerinin

olusturulmasinda, bilinmeyen dizi tayininde, invitro fertilizasyon yapilan tek hiicrede,
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implantasyon Oncesi genetik testlerin yapilmasinda, allelik dizi varyasyonlarinin
gosterilebilmesi ile doku transplantasyonu i¢in doku tipinin belirlenmesinde, DNA-
protein interaksiyonunun arastirilmasinda, Insan Genom Projesi’ndeki arastirmalarda

ve Misir’daki mumyalardan DNA klonlamasinda kullanilmaktadir.

8. Dogadaki ¢esitli canli tiirlerinin tanisi ve tiirler arasindaki polimorfizmin belirlenmesi

ile taksonomi ve sistematik ¢aligmalarinda siklikla faydalanilmaktadir.

2.8.4 PCR’1n Avantajlar1 Ve Dezavantajlari

PCR’1n avantajlarina; kisa siire igerisinde milyarlarca kopyanin elde edilmesine imkan
sunma, diisiik hata payina sahip olma ve ayrica spesifik ve giivenilir bir yontem olma gibi
hususlar 6rnek olarak verilebilmektedir. Dezavantajlarina ise pahali laboratuvar
ekipmanlar1 gerektirme, ¢ok iyi egitim almis personel gerekliligine olan ihtiyag, pahali
sarf malzemeleri ve bulasma veya diger faktorler etkisiyle zaman zaman da olsa hatali

sonuclarin alinabilmesi sayilabilmektedir (Yi1lmaz ve Devran 2003).

2.8.5 PCR makinalan

PCR makinalari, temelde blok isitmali ve hava isitmali olmak {iizere iki cesittir.
Geleneksel blok 1sitmali PCR makinelerinde, aksesuarlarin sicaklik gecirgenliginin az
olmast nedeniyle istenilen sicakliga ulagsmak uzun siirebilmektedir. Biitiin zamanin
PCR’1in basamaklar1 arasindaki gecislerde harcanmasi ise biiylik dezavantajlar
getirmektedir. Giinlimiizde artik pek kullanilmayan blok 1sitmali termal dongii
makinelerinde PCR siiresi 2-4 saat siirmektedir (Kahya vd. 2013).

Hava 1sitmali makinalarda ise; hava, bloga gore ¢cok daha hizli 1sinip sogudugu i¢in PCR
zaman1 minimuma inmektedir. Yeni kullanilan PCR makinalarinin hemen hepsi hava
1sitmali  sistemlerdir. Bu sistemler sayesinde testlerin performans: artarken siire
azalmaktadir. Son zamanlarda PCR amplifikasyonunu ve amplifiye olmus iriiniin

(amplikon) kontroliinii ayn1 kapali sistemlerde gerceklestiren ve amplikonun
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goriintiilenmesine izin veren yeni sistemler gelistirilerek; gidalardan, memeli
genomundan, genetik olarak gelistirilmis organizmalardan, insan ve veteriner
mikrobiyoloji alanlarindaki ¢ok degisik orneklerden niikleik asitlerin aranmasinda
kullanilmaya baglanmistir. Real-Time (RT) PCR olarak adlandirilan bu sistemler sicaklik
degisimini geleneksel hava isitmali termo dongiilere gore ¢ok daha hizli bir sekilde
gerceklestirmekte ve her PCR dongiisii sonunda, hedef DNA’ya niikleik problar veya
floresan boyalar baglandiktan sonra agiga ¢ikan floresani tespit eden sistemlerle

calismaktadirlar (Kahya vd. 2013).

2.8.6 PCR Reaksiyonunun Gergeklestirildigi Tiipler

PCR reaksiyon hacimleri ve kullanilan PCR tiiplerinin 6zellikleri de PCR makinas1 kadar
PCR performansini etkileyen dgeler arasindadir. PCR’da, 200 pl’lik ince geperli tiipler
tercih edilmelidir. Ciinkii kalin ¢eperli PCR tiipleri, icerisindeki orneklere sicaklik
transferini etkin bir sekilde yapamamaktadirlar. Tiipiin kapagi kapandiktan sonra
buharlasma olmamasi, sicaklik gecirgenliginin yliksek olmasi, diistik 1s1l kiitleye sahip
olmasi, capraz reaksiyonlara izin vermeksizin reaksiyon reagentlerinin tiiplere

konulabilmesi iyi bir PCR tiipiiniin sahip olmas1 gereken 6zelliklerdir (Kahya vd. 2013).

2.9 Agaroz jel elektroforezi

PCR ile elde edilen DNA’larin ¢ogalip ¢ogalmadiginin kontrolii i¢in kullanilmaktadir.
Genel olarak elektroforez, bir karisimdaki molekiilleri bir elektrik alaninin etkisiyle
hareket etmelerini saglayarak ayirmaktadir. Elektroforez tankinda elektrik akimi verilen
DNA (-) yiiklii oldugu i¢in (+) ya dogru gidecektir. Eger iki molekiil yaklasik ayni kiitleye
ve bi¢cime sahipse, net yiikii en fazla olan, zit polaritedeki elektroda dogru daha hizli
hareket etmekte ve kiiciik molekiiller biiyiik molekiillere gore jelde daha hizli yol
almaktadir. Aymrmin kilit noktast jel matriksine (gozeneklere) dayanmaktadir.
Gozenekler ise biiyiik molekiillerin hareketini kiiciiklere gore daha fazla kisitlamaktadir.

Elektroforez tamamlandiktan sonra, g¢esitli biiyiikliiklerdeki molekiilleri temsil eden
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bantlar, ya otoradyografi ile (molekiiliin 10 bilesenlerinden biri radyoaktif isaretli ise) ya
da niikleik asitlere baglanan floresan bir boya ile goriintiilenmektedir. Elektroforez
sonrasi bos bir jel goriilmesi halinde; primerler, baglanma sicakligi ve magnezyum

konsantrasyonu kontrol edilmelidir (Klug vd. 2011, Anonim 2018).

2.10 DNA Dizi Analizi

Klonlanmis bir DNA molekiilii ya da bir klondan bir genoma kadar herhangi bir DNA
ancak niikleotid dizisi bilindigi zaman tam anlamiyla karakterize edilebilmektedir.
Dolayisiyla genin yapisi, fonksiyonu ve regiilasyonu ile ilgili mekanizmalarin
anlasilmasinda DNA dizi analizi 6nemli bir yer tutmaktadir. En ¢ok kullanilan DNA dizi
analiz yontemi, James Sanger ve arkadaslari tarafindan gelistirilen yontemdir. Bu islemde
dizisi belirlenecek DNA molekiilii bir seri eslenik zincirlerinin sentezlenebilmesi i¢in
once tek zincirli hale doniistliriilmektedir. Bu eslenik zincirlerden her biri; farkli, 6zgiil
niikleotidlerde gelisigiizel sonlanmaktadir. Bu islem sonucunda elektroforezle
birbirinden ayrilan bir seri DNA pargalari ortaya ¢ikmakta ve DNA dizisinin saptanmasi

icin incelenmektedir (Klug vd. 2016).

Son 20 yilda, Sanger tekniginin modifikasyonlar1 sayesinde reaksiyonlarin tek bir tiipte
dizilenmesine imkan sunan teknolojiler ortaya ¢ikmistir (Sekil 2.15). Dort ddNTP'nin her
biri farkli renkli bir floresan boya ile etiketlenmekte ve daha fazla okuma ve ¢alistirma
kapasitesine izin veren dongii reaksiyonlari kullanilmaktadir. Reaksiyon iirtinleri, kapiler
jel (kapiler jel elektroforezi) ad1 verilen tek, ultra ince ¢apli bir poliakrilamid tiip jel ile

ayrilmakta ve DNA parcalar jel igerisinde hareket ederken lazer ile taranmaktadir.
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1.Reaksiyon bilesenleri
e Kalip DNA
¢ Primer
» DNA polimeraz

e dNTP'ler
e Disiik miktar ddNTP

3. Kapiler jel elektroforezi

Primer
SJI I 3!
AGTCCTAGC
LLEAGEATCRGATCIGTAS .
Kal [ ddNTP
alp sarma SAATP —
ddCTP—®
ddGTP—@
ddTTP —
2.Primer uzamasi ve
zincir sonlanmasi
5lrlllllllllq3r
AGTCCTAGCC
5 3 Sarmallarin
AGTCCTAGCCT hareket
5 93’ yonu
AGTCETAGCCTA )
azer
5I'I 1 1 3‘
TCTECTACEETAC
5JII]ITI]IIIII,B‘
AGTCCTAGCCTAGA Kromatograf
5‘llTTTiTTIIIIII’}r 5
AGTCCTAGCCTAGAC $
5 ,3 —— A
AGTCCTAGCCTAGACA — ¢
5% r 3 ———cC
AGTCETAGECTAGACAT — A
A
Srrrrrrrrorrrr T3 ———— G
AGCGTCCTAGCCTAGACATG 3

ile ayr1 DNA pargalar

Kapiler Jel

Detektor

*

3 |2'
oo

(ddNTP)

4, Lazer ve detektor
her bir ddNTP’nin
floresanini  tespit

eder ve dizi analizi

icin bilgisayara girdi
saglar.

Sekil 2.15 Sanger yontemi ile bilgisayar destekli DNA dizileme (Klug vd. 2016).

Lazer, her bir DNA pargasindaki floresan boyalar1 uyarmakta ve bu boyalar, her bir

ddNTP i¢in farkli dalga boylarinda 1s1k yaymaktadir. Yayilan 151k, 151k modellerini teknik

olarak bir elektroferogram veya kromatograf olarak adlandirilan bir DNA dizisine

doniistiirmek i¢in bu bilgileri biiyiiten ve bir bilgisayara ileten dedektdr tarafindan

yakalanmaktadir. Veriler, her biri dizideki bir niikleotide karsilik gelen bir dizi renkli tepe

olarak temsil edilmektedir (Klug vd. 2016).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Orneklerin Tasnifi

Bu tez calismasi, Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii
(BAP) tarafindan 1910430009 numarali tez projesi ile desteklenmistir. Calismada
kullanilan Orneklerin bircogu daha Once yapilmis arazi ¢alismalarinda canli hayvan
yakalama kapanlartyla toplanmis, Hayvan Deneyleri Etik Kurulu yonetmeligine uygun
yiilksek dozda anestezik madde ile uyutularak dokulari alinmig ve bu dokular tez
caligmasinda kullanilmak iizere laboratuvarda -86 °C’de muhafaza edilmistir. Daha sonra
llgaz-Cankirt ve Bursa’dan toplanan yeni Orneklere ait dokular da c¢alismaya dahil
edilmistir. Calismada, 23 lokaliteden toplam 63 6rnegin bobrek, karaciger ve kas dokulari

kullanilarak analizler gerceklestirilmistir. Sekil 3.1°de drneklerin toplandig: lokaliteler

gosterilmektedir.
12
8 = 14 6
34 6/% 11lv 13 18
5 ¥ 9 15 v 1
T = 17 19y ¥ 23
o ¥y 10
WO 1%y 7 21 22
2
R (é}
3%% SJ
a2
o 2
a] OO
J 2

Sekil 3.1 M. glareolus &rneklerinin toplandig: lokaliteler

1. Bursa, 2. Uludag, 3. Sile, 4. Kandira, 5. Kartepe, 6. Ak¢akoca, 7. Abant, 8. Zonguldak, 9. Caycuma,
10. Kizilcahamam, 11. Ilgaz, 12. Kiire, 13. Biirniik, 14. Géoktepe, 15. Cakalli, 16. Unye, 17.
Giirgentepe, 18. Ulubey, 19. Bulancak, 20. Bicik, 21. Barga, 22. Siimela, 23. ikizdere
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Her bir 6rnege ait harita numaralari, PCR numaralar1 ve miize kayit numaralari ile her
lokaliteden ¢alisilan 6rnek sayilar1 Cizelge 3.1°de verilmistir. Ayrica Cizelge 3.1°de, ilk
defa bu calismada analiz edilen ornekler “yeni” ibaresiyle belirtilmistir. Cizelge 3.1°de
“Colak vd. 2015” olarak belirtilen ornekler ise bu ¢alismada yeni 6rneklerle beraber
degerlendirilmek {izere kullanilan GenBank’ta kayitli daha onceki g¢alismaya ait
dizilerdir. Bu dizilere ait GenBank numaralar1 ile c¢alismada kullanilan Myodes
glareolus’a ait Avrupa orneklerinin ve dis grup olarak kullanilan Myodes centralis’in

GenBank numaralar1 Cizelge 3.2°de belirtilmistir.

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan Myodes glareolus 6rnekleri

rarta | PCRIMIZe | | okalite ‘;’:;‘l‘:‘ col Cytb
115 | 7660 Bursa yeni yeni
116 | 7661 Bursa yeni yeni
117 | 7662 Bursa yeni yeni
118 | 7663 Bursa yeni yeni
1 119 | 7664 Bursa 9 yeni yeni
120 | 7665 Bursa yeni yeni
121 | 7666 Bursa yeni yeni
123 | 7668 Bursa yeni yeni
124 | 7669 Bursa yeni yeni
3711 Uludag-Bursa yeni | Colak vd. 2015
2 3733 Uludag-Bursa 3 yeni | Colak vd. 2015
3739 Uludag-Bursa yeni | Colak vd. 2015
14 | 4994 Sile-Istanbul yeni | Colak vd. 2015
3 15 | 4995 Sile-Istanbul 4 yeni | Colak vd. 2015
17 | 4997 Sile-Istanbul yeni yeni
18 | 4998 Sile-Istanbul yeni yeni
8 | 4988 | Kandira-Kocaeli yeni | Colak vd. 2015
4 9 |4989 | Kandira-Kocaeli 3 yeni | Colak vd. 2015
10 | 4990 | Kandira-Kocaeli yeni | Colak vd. 2015
101 | 6404 | Kartepe-Kocaeli yeni | Colak vd. 2015
5 102 | 6405 | Kartepe-Kocaeli 3 yeni | Colak vd. 2015
104 | 6409 | Kartepe-Kocaeli yeni | Colak vd. 2015
35 | 5016 | Akgakoca-Diizce yeni | Colak vd. 2015
6 36 | 5018 | Akgakoca-Diizce 3 yeni | Colak vd. 2015
37 | 5019 | Akgakoca-Diizce yeni | Colak vd. 2015
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Cizelge 3.1 Caligmada kullanilan Myodes glareolus 6rnekleri (devami)

Harta | FER | Miize Lokalite ?:;‘:i‘ col Cyth
29 5010 Abant-Bolu yeni | Colak vd. 2015
; 30 5011 Abant-Bolu A yeni | Colak vd. 2015
31 5012 Abant-Bolu yeni | Colak vd. 2015
33 5014 Abant-Bolu yeni yeni
81 5236 Zonguldak yeni | Colak vd. 2015
8 82 5237 Zonguldak A yeni | Colak vd. 2015
83 5238 Zonguldak yeni yeni
84 5239 Zonguldak yeni yeni
9 3 3738 | Caycuma-Zonguldak 1 yeni yeni
10 79 5168 K‘Z‘kﬁﬁggam' 1 |yeni| Colakvd. 2015
109 7569 llgaz-Cankir1 yeni yeni
11 110 7570 llgaz-Cankar1 4 yeni yeni
111 7571 llgaz-Cankar1 yeni yeni
112 7572 llgaz-Cankir1 yeni yeni
23 5003 Kiire-Kastamonu yeni | Colak vd. 2015
12 24 5004 Kiire-Kastamonu 3 yeni | Colak vd. 2015
44 5050 Kiire-Kastamonu yeni yeni
13 48 5055 Biirniik-Sinop ) yeni | Colak vd. 2015
76 5103 Biirniik-Sinop yeni yeni
49 5056 Goktepe-Sinop yeni | Colak vd. 2015
1 60 5073 Goktepe-Sinop 4 yeni | Colak vd. 2015
61 5078 Goktepe-Sinop yeni yeni
62 5079 Goktepe-Sinop yeni yeni
15 96 5332 Cakalli-Samsun 1 yeni | Colak vd. 2015
16 90 5307 I:Jnye—Ordu ) yeni | Colak vd. 2015
91 5310 Unye-Ordu yeni yeni
17 50 5057 Giirgentepe-Ordu 5 yeni | Colak vd. 2015
52 5061 Giirgentepe-Ordu yeni yeni
18 51 5058 Ulubey-Ordu ) yeni | Colak vd. 2015
70 5092 Ulubey-Ordu yeni yeni
19 94 | 5325 ?{‘g;gcg'freff;a 1 |yeni| Colakvd. 2015
20 88 5302 Bicik-Giresun 1 yeni | Colak vd. 2015
1 86 5290 | Barga koyli-Giresun ) yeni | Colak vd. 2015
98 5350 | Barga koyii-Giresun yeni yeni
46 5053 Siimela-Trabzon yeni | Colak vd. 2015
22 47 5054 Siimela-Trabzon 3 yeni | Colak vd. 2015
57 5066 Siimela-Trabzon yeni yeni
23 100 5711 Ikizdere-Rize 1 yeni yeni
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Cizelge 3.2 Calismada kullanilan Myodes glareolus 6rneklerine ve dis gruba ait

GenBank numaralart ile 6rnek lokaliteleri

Tiir Ulke Lokalite GenBank Numaralari
Cytb Col
Uludag-Bursa KM508997, KM508998, KM508997
Sile-Istanbul KM508989, KM508990
Kandira-Kocaeli KM508989, KM508991, KM508992
Kartepe-Kocaeli KM509000, KM509001, KM509002
Akgakoca-Diizce KM508993, KM508990, KM508994
Abant-Bolu KM508995, KM508995, KM508996
Zonguldak KM508999, KM508989
Kizilcahamam-Ankara KM509003
Kiire-Kastamonu KM509005, KM508996
Tiirkiye Biirniik-Sinop KM509006
Goktepe-Sinop KM509007, KM509008
Cakalli-Samsun KM509009
Myodes Unye-Ordu KM509011
glareolus Giirgentepe-Ordu KM509010
Ulubey-Ordu KM509010
Bulancak-Giresun KM509012
Bicik-Giresun KM509012
Barca koyii-Giresun KM509013
Stimela-Trabzon KM509014, KM509014
Finlandiya Sotkomo AY309419
Italya Abbruzo EU483554
Rusya Tikhvinskiy District (COI) JF903067
.o Wales (Cytb),
Ingiltere AY309420 JQ794805
Malham Tarn Nature Res. (COI)
Norveg HM380210
Sirb. Karadag DQA472300, DQ472303
Bulgaristan DQ472233, DQA472236 DQ472238
C“é'gt?‘;?fs g‘j grup) KY968281 KY968255

Calismalar icin gerekli izinler, Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
(2019-11-108) ve Tarim ve Orman Bakanligi Doga Koruma ve Milli Parklar Genel
Miidiirliigii’nden (21264211-288.04-2175385) alinmustir.
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Bu tez kapsaminda DNA izolasyonu ve PCR analizleri Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii’nde bulunan “Molekiiler Sistematik Laboratuvari’nda gerceklestirilmis
olup, cogaltilan gen bolgelerinin DNA dizi analizi sonuglar1 hizmet alim1 yoluyla elde
edilmistir. Bunun yaninda filogenetik ve populasyon genetigi analizleri paket programlar

kullanilarak bilgisayar ortaminda gergeklestirilmistir.

3.2 DNA izolasyonu

Calisma kapsaminda M. glareolus’a ait tiim orneklerin bobrek, karaciger ve kas dokulari

kullanilarak DNA izolasyonu gergeklestirilmistir.

DNA izolasyonu “CTAB (Cetyl trimethylammonium bromide) DNA izolasyonu” (Doyle
ve Doyle 1991) prosediirii ile gergeklestirilmistir. Izolasyon calismalarinda kullanilan

tamponlar ile bunlarin hazirlanma ve saklanma kosullar1 Cizelge 3.3’de sunulmustur.

DNA izolasyonu sirasiyla su sekilde gerceklestirilmistir:

e Bistiiri yardimiyla minimal boyuttaki kiiciik parcalara ayrilan doku ornekleri pensle
alinarak numaralandirilan ependorf tiiplerine konulmustur. Uzerine 150 ul CTAB
(Kloroform, Tris-HCI, EDTA, NaCl) tamponu eklenip tek kullanimlik havaneli

yardimiyla biraz ezilmistir.

e Bu karisimin tizerine 150 pl daha CTAB tamponu eklenmis ve miimkiin oldugu kadar

homojen bir siv1 elde edinceye kadar ezilmistir.

e Homojenata sirasiyla 300 ul CTAB ve 50 ul BME (B-Merkaptoetanol) eklenip
ependorf tiip hafifce karistirllmigtir.

e Karigim 65 °C’lik su banyosunda 1 saat inkiibe edilmistir (Sekil 3.2).
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4
NP SERIES”-86C

Sekil 3.2 Su banyosunda inkiibe edilen ependorf tiipleri

e 500 pl C: TAA (Kloroform: izoamil alkol) (24:1) ilave edilip karisim siite benzer bir

kivama gelinceye kadar hafif¢e karigtirilmistir.

e Ependorf tiipler 13.000 rpm’de +4°C’de 15 dakika santrifiij edilmistir.

e Santrifiijden ¢ikan ependorf tiipleri, olusan ikili faz1 bozmayacak ve ayni egik acida
olacak sekilde buza yerlestirilmistir. Ust faz, pipetle iki asamada 500 ul olacak sekilde ve
iginde beyaz kloroform olmamasina ¢ok dikkat edilerek ¢ekilmis ve ependorf tiiplerine

konulmustur. Alinan bu s1v1 faz ile DNA toplanmustir.

e Niikleik asitlerin ¢oktiiriilmesi amaciyla 500 pl -20°C’de sogutulmus izopropanol
tiiplere eklenmis ve tlipler yavasca karistirilmistir. Sonugta, bulut seklinde niikleik asit
ipligi gozlenmistir. Kas dokusu kullanildiginda beyaz goriinen bulut seklindeki yapi

karaciger dokusu kullanildiginda mor renkte goriilmiistiir.
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e Alt iist edilen tiipler -20°C’de bir gece veya -80°C’de 30 dk inkiibe edilmistir.

e Donmus haldeki tiipler erimeden 13.000 rpm’de +4°C’de 10 dakika santrifiij edilmistir
(Sekil 3.3). Dipteki DNA’ya zarar vermeden {istte kalan siipernatant yavasga beherglasa
dokiilmiis ve dibe ¢coken DNA molekiillerinin bulundugu pellet %70’lik etil alkol ile 2
kere, %100’liik etil alkol ile de 1 kere yikanmustir.

Sekil 3.3 Ependorf tiiplerinin yerlestirildigi Santrifiij cihazi
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¢ Yikama sonucu ependorf tiiptindeki ¢oken pelletler kurutma kagidinda ters ¢evrilerek

en az 1 saat kurumaya birakilmistir.

e Kuruyan DNA’nin {izerine 100 pl TE (Tris-EDTA) tamponu ilave edilerek DNA’nin

¢Oziinmesi saglanmistir.

e (Coziinen DNA pelletleri tizerine 2 ul RNAse A (10 mg/mL) eklenip 30 dakika 37 °C
etiivde bekletilmistir. Boylece RNA’dan arindirilmig DNA elde edilmistir.

e Elde edilen DNA 6rnekleri PCR’da ¢alismak i¢in -20°C’de muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.3 Calismada kullanilan kimyasal maddelerin hazirlanmasi ve

saklama kosullar1

Saklama

Kullamilan Kimyasallar Hazirlamisi Kosulu

100 ml tampon ¢ozelti i¢in;
2 gr CTAB, 10 ml 1 M Tris Base (pH=8), 4°C

4ml 0.5 M EDTA (pH=8), 28ml 5M NaCl
dH20 ile 100 ml tamamlanir.

CTAB (100 ml)

12,11 gr Tris Base dH20O ile 100 ml

Tris Base (1M) pH:8.0 (MW:121.1) tamamlanis

18,61 gr EDTA dH20 ile 100 ml

EDTA (0.5M) pH:8.0 (MW:372.2 gr) tamamlamr

29,22 gr NaCl dH20 ile 100 ml

NaCl (5M) (MW:58.44 gr) tamamlanir.

RNAse (10mg/ml, Fermentas) 2l -20°C

1 ml 1 M Tris Base ¢ozeltisi, 20 pl

TE Tamponu pH:8.0 EDTA dH20 ile 100 ml tamamlanir. -24°C
BME Stok (MW:78.13 gr) 17,5 ml BME 232,5 ml dH20 ile 250 ml o

4°C
(250 ml) tamamlanir.
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M. glareolus’a ait genomik DNA’nin safligini belirlemek icin spektrofotometre
(NanoDrop 2000) ile absorbans (A260 /A280 ve A260 / A230) degerleri 6l¢iilmiis, DNA
miktar1 ve saflig1 hesaplanmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4 Calismada kullanilan Myodes glareolusun DNA miktar1 ve saflik 6l¢timii

Nhize  Lokalite ﬂﬂn“sf:l‘t;f:;onu gy 200/280 2601230
3711 Uludag-Bursa 341 2,29 0,75
4988 Kandira-Kocaeli 303,5 1,75 0,97
4989 Kandira- Kocaeli 561,2 2,32 0,94
4990 Kandira- Kocaeli 636,5 2,43 0,82
4994 Sile-Istanbul 399,4 1,74 1,09
4995 Sile-Istanbul 519 2,57 0,73
5004 Kiire-Kastamonu 258,3 1,77 1,12
5010 Abant-Bolu 455,3 1,81 1,33
5011 Abant-Bolu 316,1 1,85 1
5016 Akgakoca-Diizce 135,7 2,24 0,54
5019 Akgakoca-Diizce 168,2 1,65 0,78
5054 Siimela-Trabzon 605,2 1,77 1,15
5055 Biirniik-Sinop 582,8 2,16 1,04
5056 Goktepe-Sinop 440,1 1,78 1,05
5057 Giirgentepe-Ordu 458,5 2,07 1
5066 Stimela-Trabzon 1151,3 2,08 2,22
5073 Goktepe-Sinop 318,5 18 1,17
5092 Ulubey-Ordu 242,4 1,98 0,86
5168 Kizilcahamam-Soguksu 318,5 1,72 0,88
5236 Zonguldak 336 1,78 1,06
5237 Zonguldak 157,3 1,71 0,79
5310 Unye-Ordu 372,7 1,95 1,04
5325 Bulancak-Kisla koyii-Giresun 348,9 1,74 0,96
5332 Cakalli-Samsun 401,4 1,68 0,88
5711 Ikizdere-Rize 327,1 1,77 1,04
6404 Kartepe-Kocaeli 312,3 1,77 1,01
6405 Kartepe-Kocaeli 366,5 1,78 1
6409 Kartepe-Kocaeli 624,5 1,78 1,24
7569 llgaz-Cankiri 2658,3 1,99 2,08
7570 llgaz-Cankirt 4021,8 1,89 1,72
7571 llgaz-Cankir1 1576,2 1,94 1,85
7572 llgaz-Cankir1 643 1,98 1,96
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3.3 PCR Calismalari

PCR i¢in kullanilan bilesenler mikropipet yardimiyla 1,5’luk ependorf tiipte
birlestirilerek negatif kontrol ve 6rnek sayisi kadar karistm (PCR mix) hazirlanmistir
(Cizelge 3.5). Bu karisim vorteks cihazinda birkag saniye dondiiriilmiistiir. Her bir miize
numarast yazilmis PCR tiipiine bu karisimdan 24 pl konmustur. Uzerine miize
numaralarina dikkat edilerek her 6rnegin izole edilmis kalip DNA’sindan 1 pl konup

pipetaj yapilarak PCR’a hazir hale getirilmistir.

Cizelge 3.5 COI ve Cytb Gen Bolgeleri i¢in kullanilan PCR bilesenlerinin

konsantrasyonlar1 ve miktarlari

Bilesenler Konsantrasyon Hacim
Steril distile su (dH20) - 13 pl
Deoksiniikleosid trifosfat (ANTP) 0,2mM 4ul

750mM Tris-HCI ph:8.8,

) - 2,5 ul
ampon ¢ozelti 200mM (NH4)2 SO4

MgCI2 2 mM 2l
Forward Primeri 20 pmol 1ul
Reverse Primeri 20 pmol 1ul
Taq Polimeraz Enzimi 1,5u 0,5l
DNA 80 ng

Toplam Hacim 25 nl
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Calismada kullanilacak dNTP'lerin hazirlanmasinda bir ependorf tiip alinarak igerisine
12,5 ul dATP, 12,5 pl dGTP, 12,5 ul dCTP ve 12,5 pl dTTP eklenmis ve {izerine 950 ml
steril su ilave edilerek 1000 ml’ye tamamlanmigtir. Bu karisim vortekslenerek

calismalarda kullanmaya hazir hale getirilmistir.

Sitokrom ¢ Oksidaz Alt Unite | (COI) ve Sitokrom b (Cytb) gen bélgeleri, literatiirde yer
alan evrensel primerler (Cizelge 3.6) ile bunlara uygun PCR dongii sartlar1 (Cizelge 3.7
ve Cizelge 3.8) kullanilarak termal déngii cihazlariyla ¢ogaltilmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4 PCR cihazlar1 (Termal Dongii Cihazlari)

COI gen boélgesinin ¢ogaltilabilmesi i¢in Folmer vd. (1994) tarafindan hayvanlar igin
gelistirilen ve yaklasik 700bp uzunlugunda bir bolgeyi cogaltan evrensel primerler
(LCO1490 ve HCO2198) kullanilmigtir. Cytb gen bolgesinin gogaltilabilmesi igin ise
Irwin vd. (1991) tarafindan gelistirilen ve 1200bp uzunlugunda bir bolgeyi ¢ogaltan
evrensel primerler (L14724 ve H15915) kullanilmistir (Cizelge 3.6).
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Cizelge 3.6 COIl ve Cytb i¢in Kullanilan Primerler

Primer Bi?leg:si Primere Ait Baz Dizisi Referans
Forward | LCO1490 (5-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3)
COl Folmer vd. 1994
Reverse = HCO2198 (5-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3)
Forward @ L14724 (5-CGAAGCTTGATATGAAAAACCATCGTTG-3)
Cytb Irwin vd. 1991
Reverse = H15915 (5-GGAATTCATCTCTCCGGTTTACAAGAC-3)

Cizelge 3.7 Sitokrom ¢ Oksidaz Alt tinite I(COI) gen bdlgesi igin optimum PCR kosullar

Basamak Sicaklik Siire Dongii
On Denatiirasyon 96°C 1 dakika 1
Denatiirasyon 94°C 1 dakika
Baglanma 55°C 1 dakika 35
Uzama 72°C 1,30 dakika
Son Uzama 72°C 10 dakika 1

Cizelge 3.8 Sitokrom b (Cytb) gen bolgesi i¢in optimum PCR kosullari

Basamak Sicakhik Siire Dongii
On Denatiirasyon 94°C 5 dakika 1
Denatiirasyon 94°C 1 dakika
Baglanma 46°C 1 dakika 34
Uzama 65°C 1,30 dakika
Son Uzama 72°C 10 dakika 1
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3.4 Agaroz Jel Elektroforezi Calismalar:

PCR sonucunda elde edilen DNA’larin ¢ogalip ¢ogalmadigini goriintiilemek i¢in agaroz
jel elektroforez yontemi kullanilmistir. Agaroz jel hazirlamak i¢in TBE (Tris-Borik asit-
EDTA) tampon kullanilmigstir. Bunun i¢in 5 X TBE stoktan 1 X TBE seyreltilerek % 1,2
lik agaroz jel hazirlanmistir (Sekil 3.5).

% 1,2 lik agaroz jel hazirlamak i¢in 150 ml’lik erlenmayer alinmis ve 1.8 gr agaroz hassas
terazide tartilarak igerisine dokiilmiistiir. Meziir ile 150 ml 1X Tris-Borik asit- EDTA
(TBE) dlgiilerek erlen igerisindeki agarozun tizerine eklenmistir. Bu karigim ¢alkalanarak
mikrodalga firma yerlestirilmistir. Cozelti, icerisinde partikiil kalmayip berrak ve
homojen bir hal alana kadar mikrodalgada bekletilmistir. Homojen hale gelen jel, erlenin
dairesel hareketlerle hafifce c¢evrilmesi yoluyla 5-10 dk sogutulmustur. Elektroforez
islemi i¢in, elektroforez tankinin kasetine uygun mesafede olacak sekilde taraklar
yerlestirilmis ve acikta kalan kenarlar1 3 kat bantlanip kopiik icerisinde sikistirilmaistir.
Kasetin bir kosesinden elle tutulabilecek hale gelen jel, kabarcik olusturulmamasina
dikkat edilerek yavas¢a dokiilmiistiir. Sizma olup olmadigi kontrol edilmis ve 30 dk sonra

oda sicakliginda donan jelden, taraklar dikkatlice ¢ikarilmistir.

Sekil 3.5 Jel tepsisine dokiilecek sivi haldeki agaroz jel
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Hazirlanan agaroz jel elektroforez tankina yerlestirildikten sonra maksimum seviyesine
kadar 1X TBE konmus ve jeldeki her bir kuyuya 1:1 oraninda, yiikleme boyasi (loading
dye) ve PCR iirinii karistirilarak yiiklenmistir. Ayrica ¢ogaltilan PCR firlinlerinin
biiyiikliiklerini gorebilmek i¢in her agaroz jelin ilk sirasina 50bp DNA Ladder (belirteg,
marker)  yliklenmistir. PCR  {riinlerinde  kontaminasyon olup olmadigmi
degerlendirebilmek adina her PCR karisimi i¢in 1 adet DNA icermeyen negatif kontrol
ornegi kullanilmis ve her jelin son kuyusuna bu Ornek yliklenmistir. Agaroz jel

elektroforezi, 100 voltta 1 saat boyunca siirdiiriilmiistiir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6 PCR iiriinlerinin jeldeki kuyucuklara yliklenmesi

3.5 Agaroz Jel Goriintiileme

Elektroforez isleminin ardindan tanktan ¢ikarilan agaroz jel, etidyum bromiir (EtBr) ile
hazirlanan boyama solusyonunda 10-15 dakika bekletilmistir. Agaroz jeldeki PCR
irlinlerine ait bantlar UV 1sik altinda farkli yogunluklarda (0,75/1.00/1,25)
fotograflanarak kaydedilmistir (KODAK Jel Goriintilleme Sistemi). COI ve Cytb gen

bolgelerinin agaroz jel goriintiilerine ait 6rnekler Sekil 3.7 ve Sekil 3.8”de verilmistir.
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Sekil 3.7 Sitokrom ¢ Oksidaz Alt Unite I gen bélgesine ait agaroz jel goriintiisii (M:
Markir, belirteg; C: Kontrol)
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Sekil 3.8 Sitokrom b gen bolgesine ait jel goriintiisii (M: Markar, belirteg; C: Kontrol)
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3.6 DNA Dizi Analizi Calismalar:

Cogaltilan Sitokrom ¢ Oksidaz Alt Unite | (COI) ve Sitokrom b (Cytb) gen bolgelerinin
dizi analizi hizmet alimi1 karsiliginda yaptirilmistir. Her bir gen bolgesine ait PCR {iriinii,
dizilerin kontrollii ve hatasiz degerlendirilebilmesi i¢cin hem ileri (forward) hem de geri
(reverse) olmak tizere iki yonlii okutulmustur. Otomatik dizi makinesi ile zincir durdurma
metodu olarak bilinen Sanger yontemi kullanilarak DNA dizileri belirlenmistir. Bu
metoda gore her bir DNA niikleotidi farkli floresan boya (Big Dye Mix) ile boyanmis ve
DNA pargalart kolondan gegtikten sonra lazer 15181 yardimi ile DNA bazlarinin dizisi
tespit edilmistir. Dizi analizi sonucunda; 110 kromatogram dosyasi (74 COI / 36 Cyth)
elimize ulagmistir (Sekil 3.9). Bu kromatogram dosyalar1 CHROMAS Lite 2.6.4

(www.technelysium.com.au) ile gorsellestirilmistir.

8 1-COIF - Chromas = n} X
file Edit Options Help
= %] A2 =] N # = "»‘\

——
ot vl e | e P | R o [sample: 1066776_A1_A1+1-COIF

40 50 €0 110
--usun llllllll SEEENENENES - ENEEE EE Illt Illll Il.lllllllll.l llll lilllll-ll- lllllllllllllllllll
ACCT Ta ATTTGGAGCCTG AGCAGGAATAGTA A ARATTCGAGCGGAACTCGGA

| m'“ﬂﬁ&’w\m : M bk

1
|

f
\ f

W WMM’\)UF ﬂm

B C3-L14724 - Chromas _cytb - m] X
ile Edit Options Help

 H V(& N M| F =
Open Export | Print Next Find Reverse Enhance

i

|Sample: 1066730_C7_C7+(3-L14724

20 150
IIIIIIIl-IIIIIlllIlllllllllllllllllllllllllllll'.llll.l..ll.lllllllllllll ll LR A LA LR LN R LR LN LN Il
1T TG 16 IGG AATCA CTC A

Sekil 3.9 Dizi analizi sonucu kromatogram dosyasi
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3.7 istatistiksel Analizler

M. glareolus’un COIl ve Cytb gen bolgesine ait diziler ve literatiirde yer alan Myodes
cinsine ait diger tiirlerin ayn1 gen bdlgelerine ait dizileri arasindaki niikleotid

farkliliklar1 karsilastirilarak filogenetik analizler gerceklestirilmistir.

Orneklere ait diziler, BioEdit (ver.7.2.5) (Hall 1999) programu ile hizalanmis ve kotii
okuma yapilan bas ve son bdlgelerinden budanmistir. DnaSP (ver.6.12.03) (Rozas
vd. 2017) programu ile her bir gen bdlgesine ait haplotipler belirlenmistir. Ornekler
arasindaki filogenetik iliskileri belirleyebilmek i¢in Maksimum likelihood (ML) ve
Bayesian ¢ikarimi (BI) yaklasimlariyla her gen bdlgesine ait ayr1 ve birlestirilmis veri
setinde filogenetik agaclar olusturulmustur. ML ve BI yaklasimlariyla filogenetik
agagclar1 olusturabilmek icin oncelikle her bir gen bdlgesine ait en uygun niikleotid
degisim modeli Modeltest (ver. 3.7) (Posada ve Crandall 1998) ile belirlenmistir. BIC
(Bayesian information criterion) yaklasimiyla belirlenen en uygun niikleotid degisim
modeli kullanilarak, MEGAX (Kumar vd. 2018) programi ile ML agaci, MrBayes
(ver.3.1.2) (Huelsenbeck ve Ronquist 2001) programi ile de Bayesian agaci
olusturulmustur. ML agacinin giivenirliligini belirlemek i¢in analiz 1000 bootstrap
tekrarli gergeklestirilmistir. Bayesian agacinin P < 0,01 anlamlilik derecesine
ulagmast i¢in, COl gen bolgesi 2 milyon, Cyth gen bolgesi ise 5 milyon tekrarli
gerceklestirilmis olup ilk %25 tekrar atilmistir (burn-in). Haplotipler arasindaki
baglant1 iliskilerini ortaya koymak i¢in Network (ver. 10.1.0) (Bandelt vd. 1999)
programi ile Median-Joining agaci olusturulmustur. Filogenetik ve Median-Joining
agaclarinda ortaya ¢ikan gruplar arasindaki genetik farklilagma miktar1 Kimura-2
parametresi ile MEGA X programi kullanilarak hesaplanmigtir. Bu gruplarin
niikleotid cesitliligi (w), haplotip ¢esitliligi (h) ve biiylime-diislis yontemi altinda
demografik ge¢mis (mismatch dagilimi) hesaplamalari DnaSP (ver.6.12.03) (Rozas
vd. 2017) programi ile gergeklestirilmistir. Arlequin (ver.3.5.2.2) (Excoffier ve
Lischer 2010) programi ise c¢alisilan gruplar icin populasyon genislemesi ve
darbogazi hakkinda bilgi veren Tajima’nin D (Tajima 1989) ve Fu’nun Fs (Fu 1997)
yaklasimlariyla hesaplanan tarafsizlik analizlerini (neutrality) gergeklestirmek igin

kullanilmistir. Populasyonun en son genisleme zamanindan itibaren gecen siireyi
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belirlemek i¢in DnaSP programiyla hesaplanan t (Tau) parametresi kullanilmistir.
Calisilan her iki gen bolgesine gore ortaya c¢ikan gruplarin en son populasyon
genislemesi yasadigi zamandan itibaren gecen siire (T), “T = t / 2u” formiili
kullanilarak tahmin edilmistir. Bu esitlikte t, DnaSP kullanilarak tahmin edilen
genislemeden bu yana gecen siireye orantili istatistiksel bir degerdir ve u, tiim
haplotip i¢in nesil bagina mutasyon oranidir (Rogers ve Harpending 1992). “u” degeri
ise 1 milyon yil iginde gen bolgesinde gerceklesen niikleotid degisimi (p)
(substitutions/site/My) ve c¢alisilan haplotipin dizi uzunlugu (k) degerleriyle
hesaplanir. Bu esitlikler kullanilarak “T = t / 2pk” formiiliiyle populasyon
genislemesinden yana gecen siire milyon yil olarak hesaplanmistir. Ho vd. (2005),
ozellikle son 2 milyon yildan daha az siirede farklilasma gosterdigi diisiiniilen
(0rnegin tiir i¢i varyasyonlarin arastirildigi durumlarda) molekiiler tarihleme igin
mutasyon oranlarmin kullanilmasinin daha uygun oldugunu belirtmistir. Bu
baglamda Tirkiye’deki M. glareolus populasyonlarinin Pleistosen doneminde
gecirdikleri genisleme zamanlarini1 hesaplamak i¢in literatiirde yer alan 0,11, 0,047
ve 0,028 substitutions/site/My (Suzuki vd. 2015, Hanazaki vd. 2017, Honda vd.

2019) olmak tizere ti¢ farkli mutasyon orani kullanilmstir.

3.8 Molekiiler tarihleme analizi

En yakin ortak atadan ayrilma zamani (TMRCA) ve %95 en yiiksek posterior
yogunluk (HPD) degerleri, Sitokrom ¢ Oksidaz Alt Unite | ve Sitokrom b gen
bolgelerinin birlestirilmesiyle BEAST (ver. 1.8.4) (Drummond ve Rambaut 2007)

programi kullanilarak hesaplanmustir.

BEAUTI programiyla, evrimsel tarihleme hesaplamalari i¢in model parametreleri
olusturulmustur. Sonu¢ olarak, mtDNA verisi i¢in 0,03 substitutions/site/My
mutasyon orantyla “strict clock” modelli Bayesian Markov Chain Monte Carlo
(MCMC) temelli filogenetik analiz gerceklestirilmistir (Hanazaki vd. 2017).
Bayesian tabanli MCMC tarama yontemi 10 milyon zincir iizerinden

gerceklestirilmis ve agaclar her 1.000 zincirde bir 6rneklenerek toplamda 10.000
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agac elde edilmistir. Tracer (ver. 1.7.1) (Rambaut vd. 2013) programi ile etkili
orneklem biyiikligiine (ESS) bakilmistir. Analiz sonucunda ESS degerlerinin
200’{in iistiinde oldugu goriilmiistiir. Orneklenen 10000 agactan 1000 tanesi (%10)
on deneme olarak analizden atilmis (burn-in) ve geriye kalan 9000 agag, M.
glareolus’un evrimsel ayrilma zamanlarini ortaya koyan consensus agacinin
olusturulmasinda ve ardil olasilik degerlerinin (BPP-bayesian posterior probabilities)
hesaplanmasinda kullanilmistir. Bayesian MCMC filogenetik agaci, FigTree (ver.
1.4.4) (Rambaut 2012) programi kullanilarak gorsellestirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Sitokrom ¢ Oksidaz Alt Unite | (COl) Gen Bolgesine Ait Bulgular

Bu tez calismasinda COI gen boélgesi i¢in Tiirkiye’nin 23 farkli lokalitesinden toplanan
toplam 63 Myodes glareolus 6rnegi ile GenBank’tan elde edilen 3 M. glareolus 6rnegi
analizlerde kullanilmistir (Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2). Bunun yaninda Myodes centralis
(KY968255) dis grup olarak degerlendirilmistir. Caligmada dizi analizi yapilan 63
Tiirkiye 6rneginden hizalama ve budama islemleri sonrasinda COI gen bdlgesine ait 716

baz ¢ifti (bp) uzunlugundaki bolge analizlerde kullanilmaya uygun goriilmiistiir.

Analizlerde kullanilan 63 M. glareolus Tiirkiye 6rneginden toplam 11 haplotip elde
edilmistir. Tim COI haplotiplerine ait haplotip numaralari, haplotiplere ait 6rnek say1 ve

lokaliteleri Cizelge 4.1°de gosterilmektedir.

Cizelge 4.1 Myodes glareolus’un COI gen bolgesine ait haplotipleri

Haplotip Ornek

Ornek Numara ve Lokalite
No sayisi

1 Uludag, 4 Uludag, 9 Kandira, 46_Siimela, 47 Siimela,

51 _Ulubey, 57 Siimela, 70 Ulubey, 86 Barca, 88 Bicik, 90 Unye,
91 Unye, 96 Cakalli, 115 Bursa, 116 Bursa, 117 Bursa, 118 Bursa,

119 Bursa, 120_Bursa, 121_Bursa, 123 Bursa, 124 _Bursa
Hap02 1 2 Uludag
3 Caycuma, 23 Kiire, 31 _Abant, 44 Kiire, 60 Goktepe, 76 Biirniik,

Hap01 22

Hap03 / 84_Zonguldak
8 Kandira, 10_Kandira, 14 Sile, 17_Sile, 29 Abant, 30_Abant,
Hap04 21 35 _Akgakoca, 36_Akcakoca, 37 Akcakoca, 48 Biirniik, 61 Goktepe,
P 79 Kizilcahamam, 81 Zonguldak, 82 Zonguldak, 83 Zonguldak,
102_Kartepe, 104_Kartepe, 109 llgaz, 110 llgaz, 111 llgaz, 112 llgaz
Hap05 2 15_Sile, 18_Sile
Hap06 1 24 Kiire
Hap07 3 33 Abant, 49 Goktepe, 62 Goktepe
Hap08 3 50 Girgentepe, 52 Giirgentepe, 98 Barca
Hap09 1 94 Bulancak
Hap10 1 100_Ikizdere
Hapll 1 101_Kartepe
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COlI gen bolgesine ait dizilerden elde edilen haplotipler arasindaki filogenetik iliskiyi
ortaya koyabilmek i¢in maksimum likelihood (ML) ve Bayesian agaclari olusturulmustur.
HKY+G (Hasegawa-Kishino-Yano + Gamma) niikleotid degisim modeli BIC
yaklasimina gore filogenetik agaclar1 olusturmak i¢in kullanilmasi gereken en uygun
model olarak se¢ilmistir. Her iki yaklasimla olusturulan filogenetik agaclara ait sonuglar
birbirini desteklemis ve bu agaclarda M. glareolus’un Tiirkiye 6rneklerinin iki gruba

ayrildigr ortaya konmustur (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2).
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Sekil 4.1 COI gen bolgesine ait Maksimum Likelihood (ML) agaci. Her bir dal

tizerindeki sayisal degerler Bootstrap yilizdelerini ifade etmektedir.
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Sekil 4.2 Bayesian MCMC yontemi ile olusturulan, COI gen bolgesine ait filogenetik
agac (BPP-Bayesian posterior probability degerleri her dal i¢in gosterilmektedir)
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Filogenetik agaglarda Grup 1 olarak adlandirdigimiz klad; Sile, Kandira, Kartepe,
Akgakoca, Abant, Zonguldak, Caycuma, Kizilcahamam, Ilgaz, Kiire, Biirniik ve Goktepe
orneklerini igerirken; Grup 2 olarak adlandirdigimiz klad ise Bursa, Uludag, Cakalli,
Unye, Giirgentepe, Ulubey, Bulancak, Bicik, Barga, Siimela ve Ikizdere 6rneklerinden
olugsmaktadir. COl gen boélgesine ait dizilere gore ortaya c¢ikan bu iki grup arasindaki
farklilagsma her iki filogenetik agag¢ ile yiiksek giivenirlilikle desteklenmistir (ML: %58,
Bl: 0.92).

Median-Joining iligki ag1, filogenetik agaglarda ortaya c¢ikan bu iki M. glareolus
grubunun haplotipleri arasindaki baglanti iligkilerini ortaya koymustur (Sekil 4.3).
Median-Joining iligki ag1, Tirkiye’deki M. glareolus’a ait bu iki grubun az sayida
mutasyonla birbirinden farklilagtigini1 ve Avrupa 6rneklerinin ise Grup 2 ile yakin iligkili

oldugunu ortaya koymustur.

Avrupa Grubu

Sekil 4.3 M. glareolus’a ait COI dizilerinden elde edilen Median-Joining iliski agi.
Haplotipler arasindaki mutasyon saysi ¢izgilerle ifade edilmistir. Daire biiyiikligi

haplotiplerin i¢erdigi 6rnek sayisiyla orantilidir.
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Grup 1, M. glareolus’un Tiirkiye populasyonu igindeki en yiiksek haplotip gesitliligine
sahiptir (h= 0,943). Niikleotid ¢esitliligi her iki grupta ¢ok yakin bulunmustur. Her iki
grup beraber degerlendirildiginde Tiirkiye populasyonuna ait niikleotid c¢esitliligi 0,004
olarak hesaplanmistir. Tiim haplotip ve niikleotid ¢esitliligine ait bilgiler Cizelge 4.2°de
her grup i¢in ayr1 ayr1 gosterilmektedir.

Cizelge 4.2 M. glareolus’un filogenetik analizlerde tanimlanan gruplarina ve Tiirkiye

populasyonuna ait genetik ¢esitlilik ve tarafsizlik (neutrality) analizleri

cytb Ccol

Parametre Grup 1 Grup2  Tirkiye Grup 1 Grup 2 Tiirkiye
Ornek sayist 36 27 63 35 28 63
Haplotip sayisi 22 13 35 6 5 11
Haplotip gesitliligi (h) 0,962 0,906 0,971 0,943 0,929 0,969
Niikleotid ¢esitliligi (x) 0,0033 0,0031 0,004 0,0037 0,0035 0,004
Tajima'nin D si -1,81* -1,54 -1,82* -0,71 -0,99 -0,98
Fu'nun Fs’si -15,86** -4,57 -25,7**  -16,9**  -10,2**  -26,14**

*Anlamlilik derecesi: P < 0,05. ** Anlamlilik derecesi: P <0,01.

Bu analizlerle beraber COIl gen bolgesine ait diziler kullanilarak, her bir filogenetik
grubun ve tiim Tiirkiye populasyonunun darbogazda ya da secilimin etkisinde olup
olmadigini ortaya koymak i¢in Tajima’nin D ve Fu’nun Fs yaklasimlariyla hesaplamalar
gerceklestirilmistir (Cizelge 4.2). Buna gore Tajima’nin D yaklagimiyla gergeklestirilen
hesaplamalar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (P>0,05). Tersine COIl gen
bolgesi kullanilarak hesaplanan Fu’nun Fs degerleri her iki Tiirkiye grubu i¢in anlaml
derecede negatif bulunmustur. Populasyonun demografik yapisini ortaya koymak i¢in
gerceklestirilen bir diger analiz ise populasyon biiyiimesi-diisiisii modeli altinda
gerceklestirilen uyumsuzluk dagilimi grafikleridir. Sekil 4.4’te, Sekil 4.5’de ve Sekil

4.6’da her bir filogenetik grup ve M. glareolus’un Tiirkiye populasyonu igin
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gerceklestirilen uyumsuzluk dagilimi analizine ait grafikler sunulmustur. Buna gore

uyumsuzluk dagilimi analizleri, her iki M. glareolus grubunun ve tiim Tirkiye

populasyonunun hizli bir ani dagilima maruz kaldigini ortaya koyan tek modelli kaliplar

olusturmustur.
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Sekil 4.4 Grup 1 populasyonunun COI gen bolgesine gore olusturulan uyumsuzluk

dagilimi grafigi (kirmizi ¢izgi: gozlenen frekans, yesil ¢izgi: beklenen frekans)
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Sekil 4.5 M. Grup 2 populasyonunun COI gen bolgesine gore olusturulan uyumsuzluk

dagilimi grafigi (kirmiz1 ¢izgi: gézlenen frekans, yesil ¢izgi: beklenen frekans)
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Sekil 4.6 Tiirkiye populasyonunun COI gen bolgesine gore olusturulan uyumsuzluk

dagilimi grafigi (kirmizi ¢izgi: gézlenen frekans, yesil ¢izgi: beklenen frekans)

Caligilan gruplarin son genisleme zamanini ortaya koyabilmek i¢in elde edilen t degeri

COI gen bolgesi igin hesaplanan iki grupta 6,126 (Grup 1) ve 6,350 (Grup 2) olarak

bulunmustur. Bu da son genislemeden bu yana gecen siirelerin yaklasik 40.000, 90.000

ve 150.000 y1l oldugunu gostermistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3 Tiirkiye’deki Myodes glareolus gruplari i¢in ii¢ potansiyel evrimsel oranla

hesaplanan genisleme stiresi tahminleri

Populasyonlarin genisleme

zamani (My)*

Tau (1)
0,028 0,047 0,11
COl
Grup 1 6,126 0,152 0,091 0,038
Grup 2 6,35 0,158 0,094 0,04
Sitokrom b
Grup 1 3,237 0,052 0,030 0,013
Grup 2 3,213 0,051 0,030 0,013

* Populasyonlarin genisleme zamanlar literatiirde belirtilen ii¢ farkli evrimsel oranla hesaplanmigtir

Bu evrimsel oranlar 1 milyon yilda goriilen mutasyonun oranidir (substitutions/site/My).
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M. glareolus’un Tiirkiye’de yayilis gosteren gruplari arasindaki ve Tiirkiye populasyonu
ile Avrupa populasyonu arasindaki Kimura-2 parametresi (K2P) yaklagimiyla elde edilen
genetik farklilasma degerleri Cizelge 4.4’de gosterilmektedir. Buna gére COI dizileri
degerlendirildiginde, M. glareolus’un Tiirkiye gruplari arasindaki genetik farklilasma
degeri ¢ok diisiik olmakla beraber (%K2P=0,6) Tirkiye ve Avrupa populasyonu
arasindaki genetik farklilasma degeri nispeten yiiksek bulunmustur (%K2P=1,7).

Cizelge 4.4 Myodes glareolus gruplari arasindaki K2P genetik mesafe degerleri (%)

Gruplar cytb COl
Grup 1-Grup 2 0,6 0,6
Tiirkiye-Avrupa Grubu 1,2 1,7
Tiirkiye-Balkan Grubu 1

4.2 Sitokrom b (Cytb) Gen Bélgesine Ait Bulgular

PCR ve DNA dizi analizi ilk defa bu tez ¢alismasinda gerceklestirilen 29 Myodes
glareolus 6rnegi ile GenBank’ta kayitli ve halihazirda elde bulunan 34 M. glareolus dizisi
analizlerde kullanilmistir (Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2). Bunun yaninda M. glareolus’a ait
8 Balkan ve Avrupa Orneginin GenBank’ta kayithh dizileri de ¢alismada
degerlendirilmistir (Cizelge 3.2). Cytb bdlgesinin filogenetik analizlerinde Myodes
centralis (KY968281) dis grup olarak kullanilmustir.

Calismada dizi analizi yapilan 29 Tiirkiye 6rneginden hizalama ve budama iglemleri
sonrasinda Cytb gen bolgesine ait 1111 baz ¢ifti (bp) uzunlugundaki bdlge, analizlerde

kullanilmaya uygun goriilmiistiir.

Analizlerde kullanilan M. glareolus’un toplam 63 Tiirkiye 6rneginden 35 haplotip elde
edilmistir. Tim Cytb haplotiplerine ait haplotip numaralari, haplotiplere ait drnek say1 ve

lokaliteleri Cizelge 4.5’de gosterilmektedir.
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Cizelge 4.5 Myodes glareolus’un Cytb gen bolgesine ait haplotipleri

Haplotip Ornek Ornek Numara ve Lokalite
No sayis1

Hap01 5 KM508997 Uludag, KM508997 Uludag, 116_Bursa 119 Bursa 121_Bursa

Hap02 6 KM508998 Uludag, 115 Bursa, 117 Bursa, 118 Bursa, 120 Bursa,
124 Bursa

Hap03 4 3 Caycuma, 17 Sile, 84 Zonguldak, KM509000 Kartepe

Hap04 4 KM508989 Kandira, KM508989 Sile, 18 Sile, KM508989 Zonguldak

Hap05 1 KM508991 Kandira

Hap06 1 KM508992 Kandira

Hap07 2 KM508990 Sile, KM508990 Akgakoca

Hap08 3 KM509005_Kiire, KM508996 Kiire, KM508996 Abant

Hap09 2 KM508995_Abant, KM508995_Abant

Hap10 1 33_Abant

Hapl1l 1 KM508993 Akgakoca

Hapl2 1 KM508994 Akgakoca

Hap13 4 44 Kiire, KM509007_Goktepe, KM509007 Goktepe, 61 Goktepe

Hap14 2 KM509014 Siimela, KM509014 Siimela

Hap15 2 KM509006_ Biirniik, 76 Biirniik

Hapl6 4 KMS509010 Giirgentepe, KM509010 Ulubey, 86 Barca, 90 Unye

Hapl7 1 52 Giirgentepe

Hapl18 1 57 Siimela

Hap19 1 62_Goktepe

Hap20 1 70_Ulubey

Hap21 1 KM509003 Kizilcahamam

Hap22 1 KM508999 Zonguldak

Hap23 1 82_Zonguldak

Hap24 2 KM509012_Bicik, KM509012_Bulancak

Hap25 1 KM509011_Unye

Hap26 1 KM509009_Cakalli

Hap27 1 KM509013 Barga

Hap28 1 100 _ikizdere

Hap29 1 KM509001_Kartepe

Hap30 1 KM509002_Kartepe

Hap31 1 109 _llgaz

Hap32 1 110 llgaz

Hap33 1 111 llgaz

Hap34 1 112 _llgaz

Hap35 1 123 Bursa
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Cytb gen bolgesine ait dizilerden elde edilen haplotipler arasindaki filogenetik iliskiyi
ortaya koyabilmek i¢in maksimum likelihood (ML) ve Bayesian agaclari olusturulmustur.
HKY+I+G (Hasegawa-Kishino-Yano + Invariable-Gamma) niikleotid degisim modeli
BIC yaklasimina gore filogenetik agaclar1 olusturmak i¢in kullanilmasi gereken en uygun
model olarak se¢ilmistir. Her iki yaklasimla olusturulan filogenetik agaclara ait sonuglar
birbirini desteklemis ve bu agaglarda M. glareolus’un Tirkiye 6rneklerinin iki gruba

ayrildigr ortaya konmustur (Sekil 4.7 ve Sekil 4.8).
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Sekil 4.7 Cytb gen bolgesine ait Maksimum Likelihood (ML) agaci. Her bir dal

tizerindeki sayisal degerler Bootstrap yiizdelerini ifade etmektedir.
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Sekil 4.8 Bayesian MCMC yontemi kullanilarak olusturulan, Cytb gen bolgesine ait
filogenetik agac (BPP-Bayesian posterior probability degerleri her dal i¢in

gosterilmektedir)

Filogenetik agaclarda Grup 1 olarak adlandirdigimiz klad; Sile, Kandira, Kartepe,
Akgakoca, Abant, Zonguldak, Caycuma, Kizilcahamam, Ilgaz, Kiire, Biirniik ve Goktepe
orneklerini igerirken; Grup 2 olarak adlandirdigimiz klad ise Bursa, Uludag, Cakalli,
Unye, Giirgentepe, Ulubey, Bulancak, Bicik, Barca, Siimela ve ikizdere drneklerinden
olugmaktadir. Cytb gen bolgesine ait dizilere gore filogenetik agaglarda bu iki grup ortaya
ciksa da gruplar arasindaki farklilasma her iki filogenetik agac ile cok diisiik
giivenirlilikle desteklenmistir (ML: %27, BI: 0,58).

Median-Joining iliski ag1, filogenetik agaglarda ortaya c¢ikan bu iki M. glareolus
grubunun haplotipleri arasindaki baglant1 iliskilerini ortaya koymustur (Sekil 4.9).
Median-Joining iligki ag1, Tiirkiye’deki M. glareolus’a ait bu iki grubun az sayida
mutasyonla birbirinden farklilastigin1 ve hem Avrupa hem de Balkan 6rneklerinin her iki

Tiirkiye grubuyla da yakin iligkili oldugunu ortaya koymustur.
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Sekil 4.9 M. glareolus’a ait Cytb dizilerinden elde edilen Median-Joining iliski agi.
Haplotipler arasindaki mutasyon sayisi ¢izgilerle ifade edilmistir. Daire biiytikligi

haplotiplerin igerdigi 6rnek sayisiyla orantilidir.

Cytb dizileri kullanilarak gerceklestirilen polimorfizm hesaplamalarina gore, Grup 1’in,
M. glareolus’un Tiirkiye populasyonu igindeki en yiiksek haplotip ve niikleotid
cesitliligine sahip oldugu ortaya konmustur (h= 0,962, = 0,0033). Her iki grup beraber
degerlendirildiginde Tiirkiye populasyonuna ait niikleotid g¢esitliligi 0,004 olarak
hesaplanmistir. Tiim haplotip ve niikleotid ¢esitliligine ait bilgiler Cizelge 4.2°de her grup

icin ayr1 ayr1 gosterilmektedir.

Bu analizlerle beraber Cytb gen bdlgesine ait diziler kullanilarak, her bir filogenetik

grubun ve tiim Tiirkiye populasyonunun darbogazda ya da secilimin etkisinde olup
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olmadigini ortaya koymak i¢in Tajima’nin D ve Fu’nun Fs yaklasimlariyla hesaplamalar
gerceklestirilmistir (Cizelge 4.2). Buna gore Grup 1 ve Tiirkiye populasyonlarina ait
Tajima’nin D degeri bu populasyonlarda yakin donemde aniden bir mutasyonun ortaya
ciktigina isaret eden istatistiksel olarak anlamli negatif bulunmustur (D=-1,81, P<0,05).
Grup 2 ise negatif c¢iksa da istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Fu’nun Fs
yaklagimina gore ise sitokrom b gen bolgesi i¢in tiim populasyonlara ait hesaplamalar
negatif olup, Grup 1 ve Tiirkiye populasyonu i¢in bu deger istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (P<0,01). Populasyonun demografik yapisini ortaya koymak igin
gerceklestirilen bir diger analiz ise populasyon biiyiimesi-diisiisii modeli altinda
gergeklestirilen uyumsuzluk dagilimi grafikleridir. Sekil 4.10°da, Sekil 4.11°de ve Sekil
4.12°de her bir filogenetik grup ve M. glareolus’un Tiirkiye populasyonu igin
gerceklestirilen uyumsuzluk dagilimi analizine ait grafikler sunulmustur. Buna gore
uyumsuzluk dagilimi analizleri, her iki M. glareolus grubunun ve tiim Tirkiye
populasyonunun hizli bir ani dagilima maruz kaldigini ortaya koyan tek modelli kaliplar

olusturmustur.
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Sekil 4.10 M. glareolus’a ait Grup 1 populasyonunun Cytb gen bélgesine gore
olusturulan uyumsuzluk dagilimi grafigi (kirmizi ¢izgi: gézlenen frekans, yesil ¢izgi:

beklenen frekans)
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Sekil 4.11 M. glareolus’a ait Grup 2 populasyonunun Cytb gen bolgesine gore
olusturulan uyumsuzluk dagilimi grafigi (kirmizi ¢izgi: gézlenen frekans, yesil ¢izgi:

beklenen frekans)
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Sekil 4.12 M. glareolus’a ait Tiirkiye populasyonunun Cytb gen bolgesine gore
olusturulan uyumsuzluk dagilimi grafigi (kirmizi ¢izgi: gézlenen frekans, yesil ¢izgi:

beklenen frekans)
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Caligilan gruplarin son genisleme zamanini ortaya koyabilmek i¢in elde edilen t degeri
sitokrom b gen bolgesi igin hesaplanan iki grupta 3,237 (Grup 1) ve 3,213 (Grup 2) olarak
bulunmustur. Bu da son genislemeden bu yana gecen siirelerin yaklasik 13.000, 30.000
ve 50.000 yil oldugunu gostermistir (Cizelge 4.3).

M. glareolus’un Tiirkiye’de yayilis gosteren gruplari arasindaki ve Tiirkiye populasyonu
ile Avrupa populasyonu ve Balkan ornekleri arasindaki K2P yaklagimiyla elde edilen
genetik farklilasma degerleri Cizelge 4.4’de gosterilmektedir. Buna gore Cytb dizileri
degerlendirildiginde M. glareolus’un Tiirkiye gruplari arasindaki genetik farklilagma
degeri ¢ok diisiik olmakla beraber (%K2P=0,6) Tirkiye ve Avrupa populasyonu
arasindaki genetik farklilagma degeri nispeten yiiksek bulunmustur (%K2P=1,2). Bunun
yaninda Tiirkiye ve Balkan 6rnekleri arasindaki genetik farklilasma degeri, Tiirkiye ile

Avrupa populasyonu arasindaki farklilasma degerinden daha diistik ¢cikmistir (%K2P=1).

4.3 Molekiiler Tarihleme Analizine Ait Bulgular

Evrimsel ayrilma zaman1 hesaplamalari, M. glareolus’un Tiirkiye’deki 2 grubunun orta
Pleistosen doneminin sonlarma dogru farklilagtigini ortaya koymustur (0,145 My®d).
Bunun yaninda, Tiirkiye ve Avrupa M. glareolus populasyonunun yaklasik 306 bin yil
once orta Pleistosen doneminde ayrildigi goriilmiistiir. Evrimsel ayrilma zamanina ait

Bayesian MCMC agaci Sekil 4.13’de ayrintili olarak gosterilmistir.
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Sekil 4.13 M. glareolus 6rneklerine ait evrimsel ayrilma zamanlarin1 gésteren Bayesian
tabanli MCMC filogenetik agaci. Her bir dalin ayrilma noktasi (nod) iizerinde evrimsel
farklilasma zaman1 My6 (Milyon yil 6nce) olarak verilmistir. Parantez i¢cindeki degerler
%95 HPD (en yiiksek posterior yogunluk) degerlerini gostermektedir. Bayesian ardil
olasilik degerleri (BPP) daire i¢inde gosterilmistir.
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5. TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda Tiirkiye’nin Karadeniz bolgesinde genis bir yayilis gosteren M.
glareolus’un diger ¢alismalardan farkli olarak mitokondriyal DNA’sindan Sitokrom c
Oksidaz Alt Unite I (COI) gen bolgesi ilk defa kullanilmis ve tiiriin filogenetik ve
taksonomik durumu arastirilmistir. Calisma ile tiirtin bolgedeki fiziki bariyerler ile
habitat par¢alanmasindan etkilenip etkilenmedigi degerlendirilmis ve tiir igi varyasyonu,
populasyonlar aras1 ve populasyon i¢i genetik ¢esitlilik ve farklilasma verileri ortaya
konmustur. Colak vd. (2015) tarafindan yapilan ¢alismadan elde edilen filogenetik
analizler, onceki ¢aligmalardan farkli olarak batida yer alan Uludag 6rneklerinin ilging
bir sekilde Dogu Karadeniz bolgesindeki orneklerle kiimelendigini gostermistir. Bu
sebeple calismada mitokondriyal DNA’dan Sitokrom ¢ Oksidaz Alt Unite I (COI) ve
Sitokrom b (Cytb) gen bolgeleri birlikte degerlendirilerek, 6rnek sayisi arttirtlan Uludag

filogrubunun durumu da analiz edilmistir.

Molekiiler filogenileri tanimlamak icin sik¢a kullanilan COIl gen bdlgesinin tercih
edilmesinde diger protein kodlayan mtDNA genlerine gore daha az evrimlesme hizina
sahip olmas1 etkili olmustur (Russo vd. 1996, Dianat vd. 2013, Patwardhan vd. 2014,
Riemsdjik vd. 2018). Ayrica birgok farkli taksonomik seviyede kullanilabilen filogenetik
sinyale sahip olmasi ve metazoan tiirlerde evrensel primer ciftleri kullanilarak
cogaltilabilmesi bu genin diger protein kodlayan mitokondriyal genlerden dstiinltigiini
teskil etmektedir (Keskin ve Atar 2013). COI geninde gergeklesen evrimin, yakin tiirlerin
ayrimina imkan taniyan ve cografik yapi ile iligkilendirilebilen tiir i¢i varyasyonu ortaya
koyabilecek bir hizda olmasi1 da diger dikkate alinmasi gereken onemli bir noktadir
(Bucklin vd. 2011). Cytb gen bolgesi ise bilhassa familyalar ve cinsler arasindaki
iligkilerin tanimlanmasinda ¢ok faydali olmakta ve bu gen ile gergeklestirilen
karsilastirmali ¢alismalar, yeni siniflandirma semalarini ortaya ¢ikararak yeni tanimlanan
tiirlerin bir cinse baglanmasi ve tiirler arasindaki evrimsel iliskilerin derinlemesine

anlasilmasinda kullanilmaktadir (Castresana 2001).
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Colak vd. (2013) 94 M. glareolus 6rneginin 16 enzim sistemine ait 24 lokusu, nisasta ve
poliakrilamid jel elektroforezi yontemleriyle analiz etmisler ve incelenen populasyonlar,
genetik mesafe degerleri dogrultusunda ortaya ¢ikan dendrograma gore iki kiime
olusturmustur. Betes vd. (2014) ise Tiirkiye’deki 17 lokaliteden toplam 84 6rnegi RAPD-
PCR teknigiyle 15 primeri kullanarak analiz etmis ve populasyonlar arasindaki genetik
iligskileri gostermek igin Nei (1978)’nin genetik mesafe ve genetik benzerlik
hesaplamalarini kullanmistir. Genetik mesafe degerleriyle olusturulan dendrogramda, M.
glareolus populasyonlari bati ve dogu populasyonlar1 seklinde iki kiime olusturmustur.
[1k kiime kendi arasinda iKi altkiimeye ayrilmistir. Uludag populasyonu birinci altkiimede
yer alirken, diger bat1 populasyonlari da ikinci altkiimeyi olusturmustur. ikinci kiime de
benzer sekilde Stimela populasyonu ve diger dogu populasyonlar: seklinde 2 alt kiimeye
ayrilmistir. Uludag populasyonunun diger Bati Anadolu populasyonlarindan genetik
olarak daha farkli olmasi, populasyonlarin habitatlar1 arasinda rakim fark: ile
iligkilendirilmis ve Uludag populasyonunun, digerlerinden genetik ayrima neden
olabilecek farkli adaptasyon degerlerine sahip olabilecegine isaret edilmistir. Ledevin vd.
(2018) calismasinda iklim ve filogeninin kizil sirth orman faresinin evrimi iizerindeki
roliinii aragtirmis ve farklilagmanin izole populasyonlarda biriktigini belirtmistir. Belirli
bir cografi alana kisith kalmanin Betes vd. (2014)’e benzer sekilde adaptif (uyumsal)
farklilasmay1 destekleyebilecegini ileri siiren Ledevin vd. (2018), Uludag bolgesinden
ornekleri de kullandig1 calismasinda Marmara denizinin dogusunda yer alan orman
farelerinin diger dagilim alanlarindan baglantis1 kesilmis izole bir par¢a goriinlimiinde
oldugunu belirtmistir. Steiner (1972) c¢alismasinda Ikizdere’nin dogusundan (Cat)
ornekler kaydetmistir. Tez kapsaminda yapilan arazi ¢aligmalarinda, Ikizdere’den (Rize)
iki 6rnek toplanmistir. Ancak daha doguda yapilan arazi ¢aligmalarinda ise herhangi bir
ornek elde edilememistir. ikizdere’nin klad 2’nin yayilis alanmin en dogu smiri
olabilecegi sdylenebilir. Ornek toplanan lokalite ise Ikizdere nehrinin bati yamacinda yer
almaktadir. Dolayisiyla Ikizdere nehrinin ya da bélgeye yapilan karayolunun, M.

glareolus’un doguya yayilmasi oniinde bir engel olabilecegi diistiniilebilir.
Colak vd. (2015)’nin Tiirkiye’de 19 lokaliteden topladiklar1 36 6rnek ve GenBank’tan

elde ettikleri 47 cytb ve 8 D-loop dizileri iizerinde yaptiklari ¢alisma sonucu ortaya ¢ikan

filogenetik analizlerde; Tiirk gruplarimin cytb ve D-loop gen bolgelerinin NJ, MP ve ML
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agag analizlerinin birbirleriyle tutarli oldugu goriilmiistiir. Colak vd. (2015), BS degerleri
diisiik olsa dahi (Cytb BS degerleri: NJ i¢in %24, MP i¢in %38, ML i¢in %26 ve D-loop
BS degerleri: NJ icin % 38, MP i¢cin % 35 ve ML i¢in % 43) Tiirk gruplarinin; Dogu
Karadeniz ve Bati Karadeniz olmak iizere iki soy hattina ayrildigin1 ortaya koymustur.
Haplotipler arasindaki filogenetik iligskinin agiklanabilmesi amaciyla ML ve Bayesian
agaclarimin kullanildig1 bu tez ¢aligmasinda da iki aga¢ analizi birbirini desteklemis ve
Colak vd. (2015) ile Betes vd. (2014)’ne benzer sekilde Tiirk gruplarinin, hem cytb hem
de COI gen bolgeleri i¢in kendi igerisinde iki gruba ayrildigi ortaya ¢ikmistir. Cytb BS
degeri ise Colak vd. (2015)’nin ¢alismasina ¢ok yakin olacak sekilde % 27 olarak tespit
edilirken, COI BS degeri daha yiiksek (% 58) olarak bulunmustur. Bu tez ¢alismasinda
kullanilan Uludag 6rnekleri ise Colak vd. (2015) calismasina benzer sekilde Dogu
Karadeniz soy hatt1 ile kiimelenmistir. Caligmasinda Uludag bolgesinden bir 6rnegi de
kullanan ve dagilim alani boyunca yayilmis 62 lokaliteden toplanan 207 M. glareolus’un
cytb gen bolgesi lizerinde analizler gergeklestiren Deffontaine vd. (2005) ise Marmara
Denizi'nin kurumus oldugu son buzullagsma sirasinda bu populasyonlar arasinda yakin
zamanli bir temas olduguna atifta bulunarak, Uludag O6rnegini Balkanlardan alinan
ornekler ile genetik olarak ¢ok benzer bulmus ve bu 6rnegi Balkan filogrubu altinda
gostermistir. ki ¢calisma arasindaki bu farklilik; iki grubun benzer rakimlar ile ekolojik
kosullarda yasamasi ve bu benzer ekolojik kosullar nedeniyle ayni haplotiplerin
segilmesinden dolay1 veya M. glareolus i¢in izole bir habitat gibi gériinen Uludag
lokalitesinin genetik cesitliligi azaltan genetik bir darbogaza neden olmasi ve genetik
siiriklenme ile rastgele se¢ilen haplotiplerin Uludag grubunu rastlantisal olarak Dogu
Karadeniz soyuyla kiimelemesinden kaynaklanabilir (Colak vd. 2015). Karadeniz
bolgesinde batidan doguya dogru gidildikce M. glareolus’un yayilis alaninda Sakarya
havzas1 ve Kizilirmak havzasi iki farkli cografik bariyer olarak yer almaktadir. Colak
(1989) yiiksek lisans tezinde, Sakarya havzasiin batisinda yer alan Sile’den aldiklari
ornekleri biyometrik olarak analiz etmis ve Sile 6rneklerinin M. glareolus’un diger
populasyonlarindan farklilik gosterdigini ortaya koymustur. Bu tez caligmasinda Sakarya
nehrinin dogu ve batisindan toplanan drnekler iizerinde yapilan analizlerde haplotiplerin
birbirine karistigi goriilmistir. Bu da M. glareolus’un klad 1°i iginde herhangi bir
farklilasmanin olmadigini1 ve Sakarya havzasiin izolasyon etkisinin olmadigini ortaya

koymustur. Bunun aksine Kizilirmak havzasinin batisinda klad 1 ve dogusunda klad 2’nin
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yayilis gosterdigi ortaya konmustur. Klad 1 ve klad 2 arasinda 145 bin yillik bir ayrilma
zamani tespit edilmistir. Bu ayrilma zamani buzul doneminde hem batida hem de doguda
herhangi bir yerde M. glareolus igin iki farkli buzul sigmaginin olabilecegine isaret
etmektedir. Buzul sonras1 bati ve dogu buzul sigmagindan iki kladin da genisledigi
sOylenebilir. Bu iki kladin doguya ve batiya dogru genislemelerinin Kizilirmak ya da
baska bir cografik engel tarafindan durduruldugu sonucuna varilmistir. Bunun
kesinliginin ortaya konabilmesi i¢in Kizilirmak’a yakin lokalitelerden 6rneklerin analiz

edilmesi Onem arz etmektedir.

Colak vd. (2015)’nin birlesik veri seti tizerinden genetik gesitlilige dair sonuglarinda
yiiksek haplotip ¢esitliligi ve diisiik niikleotid ¢esitliligi ortaya ¢ikmis ve tez ¢alismasinda
bu durum hem cytb hem de COI gen bélgelerinde benzerlik gostermistir (Cizelge 5.1).
Iki calismada da Bati1 Karadeniz bolgesine karsilik gelen gruplar daha yiiksek haplotip
cesitliligi gostermistir. Tirkiye’de Kuzey Anadolu’da yer alan dag siralari batiya
yonelmistir ve bu daglarin yiikseltileri doguya dogru giderek artmaktadir. Ayrica Ciner
(2003) tarafindan Pleistosen buzullagsmalarinin Dogu Karadeniz daglarini neredeyse
tamamen etki altina aldig: bildirilmektedir. Dolayisiyla bolgenin genis daglari arasinda

kalan tiirlerin genetik darbogazdan etkilenmeleri muhtemeldir.

Cizelge 5.1 Farkli Calismalardaki Haplotip (h) ve Niikleotid () Cesitlilik Degerleri

e Filogruplar cesMiE () | sesthi (o
Colak vd. Grup 1 (Birlesik veri seti) 0.99 0.0060
(2015) Grup 2 (Birlesik veri seti) 0.97 0.0049
Grup 1 (cyth) 0.96 0.0033
Grup 2 (cytb) 0.90 0.0031
Tiirkiye 0.97 0.004

Tez calismasi

Grup 1 (COI) 0.94 0.0037
Grup 2 (COl) 0.93 0.0035
Tiirkiye 0.97 0.004
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Bu tez ¢alismasinda, filogenetik agaglarla desteklenen M. glareolus’un 2 Tiirkiye grubu
arasindaki genetik farklilasma degerleri K2P yaklasimiyla hesaplanmustir. Iki DNA dizisi
ortak bir atadan farklilastig1 zaman sonraki nesiller niikleotid degisimleriyle kademeli
olarak farklilagirlar. Bu sekans farklilagsmasin1 6lgmenin kolay bir yolu da iki dizinin
farklilastig1 niikleotid bolgelerinin oranini hesaplamaktir (Nei ve Kumar, 2000). Kimura
(1980) her bir yildaki bolge basina diisen transisyonal niikleotid degisim oranlarinin
transversiyonel olanlardan farkli oranlarda degistigini ortaya koyan bir Kimura 2
parametre modelini tretmistir. Bu modele gore M. glareolus’un 2 Tiirkiye grubunun
genetik farklilasma degerleri bu ¢alismada kullanilan her iki gen bolgesine gore de % 0,6
bulunmustur. Baker ve Bradley (2006), genetik farklilasma degerinin % 2’nin altinda
oldugu durumlarda populasyonlarin tiirdes oldugunu ifade etmektedir. Buna gore bu tez
caligmasinda ortaya cikan genetik farklilasma degerleri M. glareolus’un Tiirkiye
gruplarindaki bireylerin ayni populasyonun iiyeleri oldugunu ortaya koymustur. Benzer
sekilde birgok filogeni ¢alismasinda tiir i¢i farklilasma degerlerinin % 2’nin altinda
oldugu goriilmektedir. Krystufek vd. (2013), Allactaga tiirlerinin cytb ve 16SrRNA gen
bolgelerine gore hesaplanan K2P genetik farklilasma degerlerini ortaya koyduklari
calismalarinda, ayni tiire ait populasyonlar arasindaki farklilasma degerlerinin
(K2P<%4,05) tiirler aras1 genetik farklilagma degerlerinden (K2P>%12) daha diisiik
oldugu goriilmiistiir. Darvish vd. (2015), sitokrom b gen bdlgesini kullanarak Apodemus
tiirlerindeki tiir i¢i ve tiirler aras1 K2P genetik farklilasma degerini ortaya koymustur.
Arastirma sonuglarina gore tiir i¢i genetik farklilagsma degerlerinin % 2,2’den az, tiirler
arast K2P degerlerinin ise % 6’dan fazla oldugu goriilmiistiir. Lebedev vd. (2018) ise
Cricetulus migratorius populasyonunun alttiirleri arasinda % 2,5-% 2,8 arasinda bir
genetik farklilasma oldugunu gostermistir. Tang vd. (2018), sitokrom b bolgesi verilerini
kullanarak olusturduklari filogenetik agacta, tiir olarak siniflandirilan M. shanseius ile M.
rufocanus’un alttiirlerinin beraber kiimelendigini gdstererek bu tiirler arasindaki K2P
genetik mesafe degerlerinin % 2,3-% 3,8 arasinda oldugunu ortaya koymuslardir.
Arastirmacilar bu sonuglara dayanarak M. shanseius’un aslinda M. rufocanus’a ait bir
alttiir oldugunu desteklemislerdir. Betes vd. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada M.
glareolus Tiirkiye populasyonlari arasinda yiiksek gen akist (Nm=0.6990) bulunmustur.
Yiiksek gen akis1 oranlari ise iki grup arasindaki genetik farklilasmay:1 azaltarak

homojenligi artirabilmekte ve gruplarin gen havuzlarini birlestirerek farklilasmaya ve
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adaptasyona yol agacak genetik varyasyondaki farkliliklarin gelisimini engellemektedir
(Slatkin 1987, Bolnick ve Nosil 2007). Tim bu c¢alismalar degerlendirildiginde M.
glareolus’un filogenetik agaglarla belirlenen 2 grubu arasinda alttiir seviyesindeki genetik
farklilasma diizeyinden daha da az bir farklilasma oldugu goriilmektedir. Bu tez
calismasinda ayrica cytb ve COI gen bolgelerine gére M. glareolus’un Avrupa ve Tiirkiye
ile Tiirkiye ve Balkan populasyonlar1 arasindaki K2P genetik farklilagma degerleri de
hesaplanmistir. Buna gore bu populasyonlar arasindaki genetik farklilagsma degerleri %
2’nin altinda ¢ikmistir. Bu sonuglar da Tirkiye ile Avrupa ve Balkan populasyonlari
arasinda alttiir seviyesinde bir farklilagsma olmadigini gostermistir. Bununla birlikte Colak
vd. (2015)’nin ¢alismasinda; Balkan soyunun diger Avrupa soylarma (italya, Ispanya,
Dogu Avrupa, Batt Avrupa) kiyasla Tiirkiye soyuna daha yakin oldugu sonucu da tez
calismasinda elde edilen Tiirkiye ve Balkan populasyonlar1 arasindaki daha diisiik K2P
genetik farklilasma degeri ile desteklenmistir. Bu durum pleistosen buzullar1 sirasinda
Marmara denizinin seviyesinin diigmesi ve iki bolge arasinda kara kdpriilerinin ortaya
cikmast sonucu Balkan ve Anadolu populasyonlari arasinda gen aligverisinin

baslamasiyla agiklanabilir.

Bu tez calismasinda Tiirkiye’deki her iki M. glareolus grubu igin tiim gen bdlgelerinde
haplotip cesitliligi yliksek ¢ikarken niikleotid cesitliligi diisiik bulunmustur (Cizelge 4.2).
Yiiksek haplotip-diisiik niikleotid cesitliligi degeri, atasal bir populasyondan hizli bir
biiyiimeyi isaret etmektedir (Avise 2000). Populasyonun aniden biiyiime gosterdigi bu
kisa siire, mutasyon yoluyla haplotip varyasyonunun geri kazanilmasi igin yeterliyken,
biiyiik bir sekans farkinin birikimi i¢in bu siire yetersiz gelmistir. Bunun yaninda
Tajima’nin D degeri, sadece sitokrom b gen bolgesine gore Grup 1 populasyonunda son
donemdeki demografik genislemeyi destekler sekilde anlamli derecede negatif
bulunmustur. Sitokrom b gen bolgesi i¢in Grup 2 ve COIl gen bolgesi i¢in ise tiim
populasyonlarda Tajima’nin D degeri negatif c¢iksa da istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. Fu’nun Fs degeri ise hem sitokrom b hem de COIl gen bdlgesi igin
caligilan tiim populasyonlarda negatif olup, sadece cytb gen bolgesi i¢in ¢alisilan Grup 2
populasyonunda istatistiksel olarak anlamsiz ¢ikmistir. Ayrica, bu tez caligmasinda
kullanilan her iki gen bdlgesine gore gerceklestirilen uyumsuzluk dagilimi analizleri,

haplotip ve niikleotid ¢esitliligi verilerini destekleyecek sekilde her iki M. glareolus
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grubunun ve tiim Tiirkiye populasyonunun hizli bir ani dagilima maruz kaldigini ortaya
koyan tek modelli kaliplar olusturmustur. Tajima’nin D ve Fu’nun Fs degerleri arasindaki
bu farkliliklar bu iki nétralite testinin farkli parametreler kullanilarak hesaplanmasindan
kaynaklanmaktadir. Tajima’nin D degeri dizilerdeki ayirici bolgelere diger bir deyisle
niikleotid farkliliklarina gore hesaplanirken, Fu’nun Fs degeri hesaplanirken
populasyondaki haplotip gesitliligi hesaba katilmaktadir (Ramirez-Soriano vd. 2008). Bu
tez calismasinda M. glareolus’un hem Tiirkiye gruplarinda hem de tiim populasyonda
niikleotid ¢esitliligi degeri haplotip ¢esitliliginden diisiik bulunmustur. Bu da noétralite
hesaplamalarinda farkliliklar ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Bunun yaninda her bir
gen bolgesindeki ayirict bolge (S: segregating sites) sayisi farklilik gostermektedir. En
yiiksek ayiric1 bolge sitokrom b gen boélgesine ait dizilerin bulundugu Tiirkiye
populasyonunun tamaminda (S=46) ve Grup 1 populasyonunda (S=28) goriilmiistiir. Bu
durum sadece bu populasyonlarda Tajima’nin D degerine gore anlamli derecede negatif
cikmasint agiklamaktadir. Ayrica Fu’nun Fs degerinin 6zellikle rekombinasyonun
olmadigi durumlarda Tajima’nin D degerinden daha giiclii bir belirte¢ oldugu
gosterilmistir (Ramos-Onsins ve Rozas 2002, Ramirez-Soriano vd. 2008). Notralite
testlerinde ortaya c¢ikan tim bu negatif degerler ve uyumsuzluk dagilimi analizleri,
calistlan M. glareolus populasyonlarinda son zamanlarda goriillen populasyon
genislemesine ve nadir goriilen mutasyonlara isaret etmektedir. Bunun yaninda bu tez
calismasinda hem Sitokrom b hem de Sitokrom ¢ Oksidaz Alt Unite I gen bolgesine ait
diziler, bir¢ok bireyin ayni haplotipi paylastigi, digerlerininse bunlardan 1-3 mutasyonla
farklilagtigi genetik darbogaza isaret eden yildiz benzeri Median-Joining iliski agi
olusturmustur. Bu durumda Tiirkiye’de yayilis gosteren M. glareolus populasyonunun bir
darbogaza maruz kaldig1 ve bunu sonradan ¢ok yeni bir demografik genislemenin takip

ettigi sonucuna varilmaktadir.

Bu tez calismasinda mtDNA gen bolgesine gore gergeklestirilen evrimsel ayrilma zamani
analizleri M. glareolus’un iki Tiirkiye grubunun yaklasik 145 bin yil Once orta
Pleistosenin sonlarinda farklilastigini ortaya koymaktadir. Bu tarih, MIS6 (Marine
Isotope Stage 6) olarak adlandirilan ve tiim Avrupa’ya hakim olan bir buzul déneme denk
gelmektedir (Hughes vd. 2011). Tiirkiye filogrubunda goriilen bu farklilasma zamani,

sadece sitokrom b gen bolgesi kullanilarak gerceklestirilen ve gec Pleistosenin buzul
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doneminde farklilagtigi ileri siirilen hem Tirkiye (Colak vd. 2015) hem de Avrupa
filogrubuyla gergeklestirilen ¢aligmalardan farklilik gostermektedir (Deffontaine vd.
2005). Bu calismada molekiiler tarihleme analizinde sitokrom b bolgesine ek olarak COI
gen bolgesinin de kullanilmasi1 ve COI gen bolgesindeki niikleotid degisim oranlarinin
diisiik olmas1 hesaplama sonucuna etki etmistir. Evrimsel ayrilma zamani hesaplamalari
populasyonlarin farklilagma zamanlarini ortaya koymaktadir. Bu farklilasmanin en
onemli nedenlerinden biri iklimsel dalgalanmalar sirasinda populasyonlarin kendi
cevresel gereksinimlerine gore yasamlarini siirdiirebilecekleri siginak alanlarda uzun siire
yasayarak bu siire i¢inde soy i¢i iireme yoluyla diger siginaktaki populasyonlardan
genetik olarak farklilagmasidir. Tiirkiye’deki M. glareolus populasyonlarmin buzul
dénemde farklilagsmasi bu donemde Anadolu’da bulunan siginak bolgelere yerlestiklerine
isaret etmektedir. M. glareolus gibi 1liman iklimlere adapte olmus tiirlerin buzul
donemlerde siginaklari kullandigi, buzul arasi donemlerde ise bu siginaklardan yayilis
gosterdigi disiiniilmektedir (Hewitt 1996). Ayrica M. glareolus ile gergeklestiren
calismalarda bu tiirlin buzul donemde Avrupa ve Tirkiye’yi de icine alan giiney
sigimaklarda hayatta kaldigim1 gostermektedir (Deffontaine vd. 2005, 2009). Bunun
yaninda, Wojcik vd. (2010) M. glareolus’un Karpatlar’daki soy hattinin buzul arasi
donemde (MIS 5) genisleme gosterdigini ortaya koymustur. Bu tez ¢alismasinda her iki
gen bolgesine gore literatiirdeki 0,11, 0,047 ve 0,028 substitutions/site/Myil oranlari
kullanilarak Tirkiye’deki her bir M. glareolus grubunun genisleme zamani
hesaplanmistir (Cizelge 4.3). Buna goére, COIl gen bolgesi ve 0,028 mutasyon orani
kullanilarak gerceklestirilen hesaplamalar hari¢, kalan tiim genisleme zamani
hesaplamalar1 Tiirkiye’de yayilis gosteren M. glareolus’un buzul arasi donemde niifus
sayisini arttirip yayilim gergeklestirdigine isaret etmektedir. Sitokrom b gen bdlgesine ait
diziler kullanilarak 0,11, 0,047 ve 0,028 mutasyon oranlar1 ile yapilan hesaplamalar
sirastyla yaklasik 13.000 (MIS1), 30.000 (MIS3) ve 50.000 (MIS3) y1l 6nce gergeklesen
1sinma olaylartyla populasyonun genisledigini ortaya koymustur. COl gen bdlgesi ayni
mutasyon oranlariyla daha eski donemdeki genisleme olaylarini ortaya koymustur.
Bunlar sirasiyla yaklasik 40.000 (MIS3), 90.000 (MIS5) ve 150.000 (MIS6) yil olarak
hesaplanmistir. Her iki gen bolgesi arasindaki bu farkliliklar, COl gen bolgesindeki
mutasyon oraninin sitokrom b gen bolgesine gore daha az olmasindan kaynaklanabilir.

Bu baglamda COI gen bolgesi, kullanilan mutasyon oranlari altinda daha eski donemlerde
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gerceklesen genisleme zamanlarina igaret ediyor olabilir. Bunun yaninda, kullanilan bu
mutasyon oranlart sitokrom b bolgesi analizlerini igeren ¢alismalarda ortaya konmustur
(Suzuki vd. 2015, Hanazaki vd. 2017, Honda vd. 2019). Bu sonuglara gore genisleme
zamani analizleri i¢in COIl gen bolgesine 0zgii farkli mutasyon oranlar1 kullanilarak

hesaplama yapilmas1 gerektigi goriilmektedir.

Tiim bu sonuclar degerlendirildiginde: (1) Notralite testleri ve mismatch analizleri
Tirkiye’de yayilis gosteren M. glareolus populasyonlarinin bir genetik darbogazin
ardindan son dénemde genisledigini ortaya koymustur. (2) Her iki gen bolgesine gore
olusturulan Median-Joining iliski ag1 ve filogenetik analizler, M. glareolus’un Kuzey
Anadolu’da diisiik genetik farklilasma gosteren iki grubunun oldugunu goéstermistir
(6zellikle COI gen bolgesi analizlerinde). (3) Ortaya ¢ikan bu iki grubun Pleistosen buzul
donemlerinde Kuzey Anadolu’nun batisi ve dogusu olmak iizere iki farkli mikrorefiij
alanini1 kullanan populasyonlar oldugu distintilebilir. (4) Bu gruplar arasindaki evrimsel
ayrilma zamanmin buzul doneme denk gelmesi, M. glareolus populasyonunun orta

Pleistosen donemindeki iklimsel dalgalanmalardan etkilendigi sdylenebilir.

M. glareolus’un Tiirkiye’deki fosil kayitlar1 1,95 My6 kadar geriye gitmektedir. Bugiin
yayilis gostermedigi Emirkaya’dan (Seydisehir) ve Yarimburgaz Magaralar (Trakya)’dan
da 1,95 Myl oncesine ait fosil kaydi bulunmaktadir. Elde edilen fosil kayitlar1 tiiriin
gecmiste Anadolu’da genis bir yayilis alanina sahip oldugunu gostermektedir. Bu durum
tipki Avrupa’daki soylarinda oldugu gibi (Deffontaine vd. 2005) M. glareolus’un erken
ve orta Pleistosen donemindeki iklimsel dalgalanmalarin etkisiyle habitat

parcalanmalarindan etkilenmesi ve atasal soyunun yok olmasi ile agiklanabilir.

Bu tez calismasinda Colak vd. (2015) ¢alismasin1 destekler sekilde Uludag ve Bursa
orneklerinin beklenmedik bir sekilde bu bolgelerden mesafe olarak uzak olan Dogu
Karadeniz ornekleriyle beraber kiimelendigi goriilmiistiir. Hewitt (1996), buzul arasi
donemlerde populasyonlar hizli bir genisleme gosterdiginden, ana koloninin ¢ok

ilerisinde yeni koloniler kurabileceginden bahsetmistir. Bu baglamda, buzul donemde
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Dogu Karadeniz’de oldugu diisiiniilen mikro-siginaklardaki populasyonlar buzul arasi
donemde hizli ve uzun mesafeli bir yayilis gostererek Bursa ve Uludag bolgelerinde

kurucu etkisiyle bir koloni olugturmus olabilir.
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