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Bu ¢alismanin temel amaci iilkemizin 6nemli ot¢ul memelilerinden karaca (Capreolus
capreolus Linnaeus, 1758) populasyonlarmin filogenetik durumu ve genetik ¢esitlilik
acisindan hem Tiirkiye hem de diinyadaki konumunun arastirilmasidir. Bu baglamda
Ulusal DNA ve Hiicre Bankasini olusturma projesi i¢in Tiirkiye’nin ¢esitli bolgelerinde
av turizmi kapsaminda vurulan veya yavru/yarali/6lii ele gecen 20 tane karaca
bireyinden alinan kan ve kas oOrneklerinden DNA elde edilmistir. Bu DNA’larin
mitokondriyal sitokrom b genine 6zgilin primerler kullanilarak 266 bazlik kismi PZR
yontemiyle cogaltilmigtir. Bu dizilerden 4 tane haplotip elde edilmistir. Haplotip
cesitliligi 0,6053, niikleotit cesitliligi ise 0,00265 bulunmustur. 3 haplotipin, HAP1 ad1
verilen haplotipten birer baz degisikligi ile tiiredigi tespit edilmistir. Tirkiye ve
Avrupa’daki karaca popiilasyonlarinin karsilastirilabilmesi i¢in Avrupa’ya ait cyt-b
dizileri GenBank’tan elde edilmisti. Bu haplotiplerden Fransa haplotipi HAP1 ile birebir
ortiismektedir. En uzak haplotip ile 11 baz farklilig1 vardir. . Bu haplotiplerle Neigbour
Joining, Maximum Likelihood ve Median Joining agaclar1 olusturulmustur. Tiirkiye ve
Polonya popiilasyonlar1 karsilastirildiginda ikili farkliliklarin yiiksek olmadigi, gen akist
degerlerinin ise diisiik oldugu gozlenmistir.
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ABSTRACT

Master Thesis

MITOCHONDRIAL DNA SEQUENCE VARIATION IN ROE DEER (Capreolus
capreolus) IN TURKEY

Ali Onur SAYAR

Ankara University
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Department of Biology

Advisor: Prof. Dr. irfan KANDEMIR

The main aim of the present study was to investigate the position of roe deer (Capreolus
capreolus Linnaeus, 1758) populations, which is one of the most important herbivore
mammals of our country, in terms of phylogenetic situation and genetic diversity both
in Turkey and in the world. In this scope, for the project of constituting National DNA
and Cell Bank, DNA samples are obtained from muscle and blood samples of 20 roe
deer individuals which are shot within hunting tourism or captured as
fawn/injured/dead. 266 bases portion of mitochondrial cytochrome b gene of these
DNAs are amplified with PCR method by using specific primers. The number of 4
haplotypes are acquired from these sequences. Haplotype diversity is founded as 0,6053
and nucleotide diversity is founded as 0,00265. It is observed that 3 haplotypes are
mutated from a haplotype called HAP1 with one base change for each. cyt-b sequences
that belong to Europe are taken from GenBank in order to compare the roe deer
populations in Turkey and Europe. These haplotypes are aligned according to 266
bases. Among these haplotypes, the French haplotype overlaps with HAP1 completely.
The most distant haplotype changes 11 bases. Neigbour Joining, Maximum Likelihood
and Median Joining trees are formed with these haplotypes. When Turkey and Poland’s
populations are compared, it is seen that pairwise differences are not high and gene flow
values are low.
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1. GIRIS

Son yillarda dogal alanlardaki insan popiilasyonu ve bu alanlardaki insan etkisi
artmistir. Bu durum 6zelikle nadir ve soyu tiikenmekte olan tiirlere karsi tehditler
diinyanin her yerinde ciddi boyutlara gelmistir. Ayni zamanda son yillarda gen
bolgelerinin dizisi, mikrosatelit lokuslar, restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi
(RFLP), DNA parmak izi ve benzeri molekiiler teknikler hizla gelismistir. Bu alanlarin
gelismesi koruma biyolojisinin i¢inde hizla kullanilmaya baslanmistir. Bu tekniklerin
sunduklart bilgilerle hizli ve dogru koruma politikalar1 uygulanmaktadir (Hedrick
1996).

Koruma biyologlart diinya {iizerindeki yasami tii¢ bakis agisindan yararlanarak
arastirirlar. Yasayan organizmalarin sistemlerdeki biyolojik ¢esitliligi, bu sistemlerin
yapisi, Dbilesenleri, fonksiyonlar1 ve bu sistemlerin zaman ic¢inde dayaniklilik
durumlarma ve yenilenmelerini géz oniinde bulundururlar (Callicott vd. 1999). Genetik
cesitliligin korunmasi, koruma biyolojisinin temel ilgi alanlarindan biridir (Frankham

1995).

Gegtigimiz yiizyi1lda evrimsel siireci ve popiilasyonlarin tiirlerin ge¢misini anlamamizda
poplilasyon genetigi caligmalari damga vurmustur. Molekiiler isaretlerin ve PZR
teknolojisinin yayilmasi bu calismalar1 arttirmistir. Molecular Ecology adli derginin
2003 yilina kadar kapsayan son 9 yilda yayinlanan makaleler incelenmis ve %29.8°1
mtDNA ve %42.5’u mikrosatelit DNA ¢aligsmalarindan olustugu gézlenmistir (Zhang ve
Hewitt 2003).

Popiilasyonlar arasindaki genetik uzaklig1 ve genetik deseni anlamak tiirlerin korunmasi
ve efektif koruma planlari gelistirebilmek i¢in son derece 6nemlidir (Allendorf ve
Luikart 2007). Yeniden yerlestirme ya da esaret altindaki (liretme istasyonu) dogaya
salmim1 bazen popiilasyonlar iizerinde pozitif etkisi olsa da negatif etkileri de

olabilmektedir Bu yiizden popiilasyonlarin gen akis1 oranlarini, yapilarini ve ekoloji



farkliliklarint g6z Oniine alinarak yapilan yeniden yerlestirme/esaret altindaki

popiilasyonlar1 dogaya birakma gibi eylemler daha dogru olacaktir (Storfer 1999).

Karacalar en azindan 400 yildir popiiler bir av hayvanidir. Bu yiizden yerel yok oluslara
maruz kalmiglardir. Yeniden yerlestire veya tasima gibi insan kaynakli durumlardan

dolay1 filocografik eksiklikler mevcuttur (Lorenzini ve Lovari 2006, Sommer vd. 2009).

Tiirkiye’de geyik, yaban kegisi, alageyik, ceylan ve yaban koyunu gibi tiirlere ait iiretme
istasyonlart Ordu’da kurulan karaca {iretim istasyonu 2006 yilinda kapatilmistir
mevcuttur ve bu istasyonlardan dogaya birakma gibi eylemler devam etmektedir. 1984
yilinda, bireyler yine aymi bolgeye birakilmiglardir. istasyon kurulurken bireylerin

nereden alindigi bilgisi ise mevcut degildir (Hatipoglu 2014).

Tiirkiye’de daha once karacalar {izerine detayli genetik calismalar yapilmamistir. Bu
tezin amaci Tirkiye’deki karacalarin mitokondriyal DNA’sina gore genetik cesitliligini,

filogenisini ve Avrupa popiilasyonlart ile iligkisini agiklamaktir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI

2.1 Karaca Sistematigi, Biyolojisi, Morfolojisi, Ekolojisi ve Dagilim

Karacalar (Capreolus capreolus Linnaeus, 1758) ve ¢ift toynaklilar hakkinda bu
boliimde verilen genel bilgiler Turan (1984), MacDonald ve Barrett (1993), Nowak
(1999), Mithchell-Jones ve digerleri (1999) kaynak kitaplar1 ve Soyumert’in (2010)

doktora tezi kullanilarak yapilmistir.

Karacalar omurgali hayvanlardan c¢ift tirnaklilar (Artioyodaktiller) takiminin bir
tiyesidir. Cift tirnaklilar kendi iginde {i¢ alttakima ayrilir. Bu takimlar 10 familya, 86
cins ve 221 tiirden olusur. Bunlar; Nonruminantia (gevis getirmeyenler), Ruminantia

(gevis getirenler) ve Tylopoda’dir (Nowak 1999).

Artiyodaktiller Avustralya, Yeni Zelanda, Yeni Gine, Antarktika ve bazi okyanus
adalar1 disinda diinyanin her yerinde yaygindirlar. 0.7 ve 8 kg arasinda degisen
agirhigiyla Tragulus cinsinden 4,5 tonluk Hippopotamus’a kadar cesitli agirliklardan
olabilir. 450-500 mm uzunlugundaki yine ayn1 Tragulus cinsinden 5-8 metreye kadar
ulasabilen Giraffe cinsine kadar ¢esitli agirliklarda bulunabilirler (Nowak 1999).

Karaca alttakimlar arasinda Ruminantia takimin bir familyasi olan Cervidae igerisinde
yer alir. Ruminantia alttakimi bireylerin ortak 6zelligi besinlerini 6zel mide yapilar
sonucu gevis getirerek tiiketebilmeleridir. Bir diger takim olan Tylopoda’daki tiirlerde
gevis getirirler fakat mide yapilar1 Ruminantia tiirlerinden farklidir. Cervidae Giiney
Amerika’da yasayan 8 kilogramlik Pudu olarak bilinen tiirden 800 kilogramlik EIk
tiiriine kadar cesitli 6l¢iilerde bulunabilirler. Bu familya 17 cins ve 41 tiir ile temsil
edilmektedir. Hydropotes cinsi hari¢ tiim tiirlerde boynuz bulunmaktadir. Diger

cinslerden farkli olarak Rangifer cinsinde disilerde de boynuz bulunur. Dis formiilleri
-1
1

| o
ol | e

.= X2 seklindedir (Nowak 1999).
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Geyikgillerin bir¢ok tiirlinde erkeklerde her yil yenilenen boynuz bulunmaktadir.
Cogunlukla bu boynuzlar ikinci y1l goziikse de karaca ve beyaz kuyruklu geyik gibi
tiirlerde dogumdan sonraki ilk sonbaharda gozlemek miimkiindiir. Bu boynuzlar her yil
yenilenir ve bu yenilenme hormonal kontrol altindadir. Boynuzlar harem olustururken
erkeklerin kavgasi sirasinda kullanilir. Erkeklerin kavgasi sirasinda galip gelen birey
haremini olusturur. Bu boynuzlar sonbahar ayinda bireyler arasindaki kavgadan sonra
aniden atilir. Hamilelikler genellikle 6-9 ay arasinda siirse de Capreolus cinsinde 10 ay1
bulur. Genellikle iki yavru dogururlar. Nadiren 3-4 yavru dogar (Mithchell-Jones vd.
1999, Nowak 1999) (Sekil 2.1).

Sekil 2.1 Yavrusu ile disi karaca bireyinin fotokapan goriintiisii (Soyumert 2010)

Cervidae’ler erken Oligosen’de Asya’ya, gec oligosen’de Avrupa’ya, erken miyosen’de
Kuzey Amerika’ya, gec pleistosen’de Giliney Amerika’ya yayillmislardir. Cervidae’nin

en yiiksek cinse sahip oldugu dénem Pleistocene donemidir (Nowak 1999).



Karacalarin viicut uzunlugu 95 cm ila 150 cm, kuyruk uzunlugu ise 2-4 cm arasindadir.
Agirligi ise 15-50 kg arasinda degismektedir. Burun ve agiz bdolgesi siyah ve ¢ene
bolgesi beyazdir. Kisa bir kuyruga ve kuyruk cevresinde bir beyazliga sahiptirler.
Yetiskin bireylerde benek yoktur. Yazlari saman sarisindan kizil kahveye, kislari ise gri-
kahverengiden (Sekil 2.2) siyahimsi renklere kadar degisik tipte olabilirler (Mithchell-
Jones vd. 1999).

Sekil 2.2 Erkek karaca bireyi (Orijinal: Emir 2014)

Karacalarin boynuz yenileme araligi Eyliil-Haziran (Turan 1984) olarak bilinse dahi

bolgesel olarak Ekim—Nisan aylarinda ger¢eklesebildigi gozlenmistir (Soyumert 2010).

Soyumert’in (2010) yilinda yaptig1 fotokapan ¢alismasinda Bati1 Karadeniz Bolgesi’nde
cogunluka giindiiz aktif oldugunu ayn1 zamanda gececil aktivitelerini de gdzlemlemistir.

Yine ayni ¢alismada fotokapan giin degerlerine gére mevsimsel olarak en aktif olduklari



donemin Nisan — Temmuz aylar1 arasinda oldugunu belirtmistir. Genellikle 2400
metrenin {izerindeki yiiksekliklerde yasamazlar. Soyumert’in (2010) c¢alismasinda
fotokapan goriintiileri analiz edildiginde Bat1 Karadeniz bolgesinde 600 ve 1700 metre

arasindaki tiim ytliksekliklerde karaca kayitlarina rastlamistir (Sekil 2.3).

Sekil 2.3 Karaca bireyi fotokapan fotografi (Soyumert 2010)

Yasam Omiirleri dogal ortamlarinda ¢ogunlukla 10 — 12 yil olsa da 17 yila kadar
yasayabilirler. Cok cesitli habitatlar1 kullanabilirler. Cogunlukla ormanlik alanlar1 ve
bazen de tarim alanlarini tercih ederler (Sekil 2.4). Taze siirgiin, ot, yaprak ve tomurcuk

genel diyetlerini olusturur. Bunlarin yani sira mantar, erik ve {izimsii meyvelerle de

beslenirler (Turan 1984).



Sekil 2.4 Kastamonu’da yasayan karacalarin yagsam ortami (Orijinal: Emir 2014)

Popiilasyon durumu: 1960’lardan sonra hizla artan niifus orta Avrupa’da 15 milyon
civarinda birey oldugu hesaplanmistir. Uygun habitatlarda 100 ha alanda 10-20 birey
arasinda yogunluguna sahiptir. Sadece Almanya’da 1000000 birey oldugu
diistiniilmektedir. Hollanda 10000, Norve¢ 50000-60000, Isve¢c 300000, Macaristan
40000 civarinda bireye sahip oldugu cesitli ¢alismalarla belirlenmistir (Macdonald ve
Barrett 1993).

Yurt alan1 erkekler i¢cin 151 ha iken disilerde 141 ha olarak hesaplanmistir. Alan
kullanim1 davranist mevsimlere ve c¢iftlesme zamanina gore degisim gosterebilir.
Cogunlukla yalniz veya kiigiik gruplar halinde yasarlar (Sekil 2.5). Biiylik gruplar kis
aylarinda gozlenmektedir. Ayn1 zamanda predatorleri olan kurt ve vasaga gore de

dagilim gostermektedirler (Macdonald ve Barrett 1993).



Sekil 2.5 Iki adet karaca bireyi (Soyumert 2010)

Soyumert (2010) tiirlere ait genel bilgilerle hareket etmek yerine, ayrintili ¢alismalarla
yerel kosullar altindaki ozelliklerin belirlenmesi {iilkedeki literatiire ve dolayisiyla

koruma calismalarina 6nemli katkida bulunacagini belirtmistir.

2.1.1 Karaca’min Tiirkiye’deki dagilim

Karaca Tirkiye simnirlar1 igerisinde Karadeniz sahili boyunca, Marmara Denizi
cevresinde ve Karadeniz Bolgesi’nin I¢ Anadolu ve Dogu Anadolu Bélgesi ile kesistigi
alanlarda genis yayilim gostermektedir. Bunun yani sira Kuzey Anadolu Caprazi’nin
Akdeniz’e yakin bdlgesinde, I¢c Bat1 Anadolu, Dogu Anadolu ve Akdeniz Bolgeleri’nin
bazi kesimlerinde dar alanlarda da bulunmaktadir (Sekil 2.6) (Turan 1984).
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Sekil 2.6 Karacanin Tiirkiye’deki dagilimi (Turan 1984)

. -

2.1.2 Karaca’nin diinyadaki dagilimi

Palearktik bdlgede bulunan karacalar iber Yarim Adasi’ndan Iskandinavya’ya kadar
Avrupa’nin biiylik boliimiinde ve Rusya’nin bir kisminda yayilim gostermektedir
(Mitchell-Jones vd. 1999) (Sekil 2.7). Avrupa bélgesinde yasayan karaca Akdeniz
Bolgesi’nde ungulat faunasini en iyi temsil eden tiirlerden biridir (Gentile vd. 2009).
Randi ve digerleri (2004) yilinda Italya ve Ispanya’da karacanm iki alt tiirii daha
oldugunu sirastyla C.c italicus alttiiriinii Festa (1925)’nin ve C.c. garganta alttiiriinii ise

Meunier (1983)’1n tanimladigini sdylemistir.

Bunlara ek olarak son birkag yiizyilda artan avcilik, habitat par¢alanmasi gibi durumlar
yiizlinden karacalarin dagilimi azalmis ve birey sayilarinda azalmalar olmustur. Fakat
son yillarda yapilan yeniden yerlestirmeler sayesinde yogunluklularinda ve cografik

yayilimlarinda bir artis gézlenmektedir (Wang ve Schreiber 2001, Ward 2005).



Sekil 2.7 Karacanin diinyadaki dagilimi (http://www.iucnredlist.org/)

2.1.3 Tiirkiye’de karaca ile yapilmis calismalar

Lorenzini ve Lovari (2006) Avrupa’daki karaca popiilasyonlarindan 6rnekler toplayarak
filocografik teorileri gbzden gecirmisler, analizlerden bazilarinda smirhida olsa
Tirkiye’den verilerde kullanmislardir. Soyumert (2010) doktora calismasinda Bati
Karadeniz Bolgesi’nde yaptig1 fotokapan caligmasinda karacalarin ekolojisine dair
bilgiler elde etmistir. Agict vd. (2012) calismasinda Samsun ilinde yasayan avcilar
tarafindan vurulmus 17 karaca iizerindeki dis parazitleri incelemislerdir. Evcin (2013)
Kastamonu ilindeki karacalarin gozlem ve envanter ¢alismalarini temel alarak 6nemli
yayilis alanlar1 tizerine yiiksek lisans tezi yapmistir. Calismada habitat parcalanmasinin

karacalarin yayilisini olumsuz etkiledigini gézlemlemistir.
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2.2 Mitokondriyal DNA

2.2.1 Mitokondriyal DNA’nin 6zellikleri

Mitokondriler kiigiik bir bakteri biiyiikliigiindedir ve bakteriler gibi halkasal DNA
molekiiliinden olusan kendi ribozomlar1 ve kendi transfer RNA’lar1 vardir. Mitokondri
DNA'’s1 (mtDNA) insan organizmasinda 16.550 niikleotit ¢iftinden olusur. Bu DNA 13
eletron tagima sistemi igin protein, 2 ribozomal RNA bileseni ve 22 tastyict RNA’y1 da
translasyon mekanizmasi icin kodlar. Insan genomunu baz alarak 3 milyar baz ¢ifti
niikleer genomu olustururken, mtDNA genomu sadece 16000 baz ciftinden olusur. Bu

da tiim genomun % 0,00055’ini olusturmaktadir (Ballard ve Whitlock 2004).

2.2.2 Molekiiler isaret olarak mtDNA

Koruma biyolojisi bilimin multi-disipliner bir alanidir. Diinyadaki biyolojik ¢esitliligin
korumast ve anlasilmasi i¢in kullaniligli araglar {iretmeyi hedefler. Bu multi-
disiplinlerden birisi olan popiilasyon genetigi caligmalar1 ise gecmisteki ve
giinlimiizdeki olaylarin popiilasyonlara nasil etki ettigini anlamamiza katki saglar.
mtDNA kullanilarak yapilan ¢aligmalar antropojenik etkilerin ve kiiresel 1sinma benzeri
olaylarin ge¢miste popiilasyonlar nasil etkilendigini ve gelecekte nasil hareket etmemiz

gerektigine dair ¢ikarimlar yapmamizi saglar (Hoelzel 2010).

mtDNA evrimcilere soya dair esasli ¢ikarimlar yapilabilmesi i¢in kapsamli ve
kolaylikla kullanabilen veri saglar. Ayni zamanda mtDNA niikleotid igerigi
rekombinasyon olmadigindan dolay:1 anasal kalitim yoluyla iletildigi icin filogenetik
analizlere diger niikleer gen sistemi ile karsilastirilamaz bir sekilde mikro-evrimsel
boyutta avantaj saglar (Sekil 2.8). mtDNA verilerinin bu 06zellikleri tiir i¢i evrimsel
siire¢ caligmalarina filogenetik perspektifin eklenmesini mecbur etmistir. Ayrica
sistematigin disiplinleri ve popiilasyon genetigi arasinda deneysel ve kavramsal bir

koprii saglamistir (Avise vd. 1987). Kocher vd. (1989) PZR yontemi kullanarak uzun
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dizi elde etmesi mtDNA’nin molekiiler isaret olarak yayginlasmasinda doniim noktasi

olmustur.

Mitokondri genlerinin evrim hizi goreceli olarak yiiksek oldugundan, yakin evrimsel
olaylarin tarihlerinin tahmin edilmesinde mtDNA dizilerinin karsilastirilmasi 6zellikle

yararli olmaktadir (Ballard ve Whitlock 2004).
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Sekil 2.8 mtDNAnin anasal kalitim1 (http://www.hihg.med.miami.edu)

mtDNA tiirlerin ve popiilasyonlarin evrimsel ve demografik ge¢cmisini agiklamak i¢in
molekiiler ekoloji ve filocografik ¢aligmalarda sik¢a kullanilan bir ara¢ durumundadir.
mtDNA yakin tiirlerin veya popiilasyonlarin ne zaman ayrildiklarini, bir araya
gelislerini, hangi donem izole olduklarini ya da disparselini anlamamizda yardimci olur.
mtDNA sayesinde soylarin ilerleyisini ve hibritlesme anlasabilmektedir. Ayn1 zamanda
mutasyon orani niikleer DNA’dan daha yiiksektir. Efektif popiilasyon biiyilikligi
niikleer DNA’nin yarisidir. Bunun sebebi ise az veya yok denecek kadar rekombinasyon
olmas1 olmasidir (Ballard ve Whitlock 2004).
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Tiim bu 6zelliklerin aksine mtDNA tek bir lokusu agiklar, dolayisiyla evrimsel siirece
tek bir pencereden bakilmasini saglar. Cogunlukla anasal kalitmdan gergeklestigi icin
tim popiilasyon hakkinda tiim bilgi elde edilmesini engeller. Efektif popiilasyon
bliytikliigliniin niikleer DNA’ya gore ortalama 4 kat daha az olmasi, mtDNA soylarinin
daha hizli olusmasini ve kaybolan allel oranin daha ¢ok olmasini saglar. Dolayisiyla
mtDNA basitlesmis bir evrimsel iligki ortaya koyar. Ek olarak genetik ¢esitlilik daha az
hesaplanir ve popiilasyonlarin hikayelerinde eksikler gozlemlenemeyecektir (Zhang ve

Hewitt 2003).

Bu yonlerinden dolayi iyi bir molekiiler isaret olmasa da mtDNA karakterize edilmemis
tiirleri anlamamizda ilk fikrin olusmasinda en kolay yontemlerden biridir (Galtier vd.

2009).

2.2.3 mtDNA sitokrom-b gen bélgesi

cyt-b bolgesi 1140 baz uzunlugunda mtDNA’nin bir pargasidir. Johns ve Avise (1998)
omurgali hayvan taksonlar1 arasindaki genetik uzakliklari Genbank’tan elde ettigi cyt-b
dizileri karsilastirmislar, genetik uzakliklar1 hesaplamada, diger coklu lokuslu allozim
gibi yontemlerle paralellik gosterdigini ve bu sonuglart destekledigi gozlenmistir.
(Johns ve Avise 1998). cyt-b gen bolgesi tiirleri ayirt etmekte kullanilabilmektedir.
Parson vd. (2000) yaptiklari ¢alismada, karacanin da dahil oldugu 5 omurgali grubunda
bulunan 44 farkli tiirlin cyt-b bolgelerini karsilagtirarak tiirleri ayirt etmeye
caligmiglardir. Calisma sonucunda cyt-b bolgesinin tiirleri ayirt etmede giivenilirligini

ve kullanilabilirligini ortaya koymuslar.
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2.3 Cervidae Familyasi ve Karaca Tiirii ile Tlgili Yapilmis Genetik Cahsmalar

2.3.1 Cervidae familyasi filogenisi

Fosil kayitlar1 Capreolinae ve Cervinae altfamilyalarinin Orta Asya’da ge¢ miyosende
5-6 milyon yil 6nce ¢esitlendigini daha sonra Amerika’ya yayildigin1 gostermektedir

(Di Stefano ve Petronio 2002)

Geyikgiller familyas1 icerisindeki tiirlerin belirlenmesinde ¢ogunlukla boynuz varlig
veya yokluguna dayanan morfolojik verilerle taksonomik siiflandirilmalar
incelenmistir. Ek olarak molekiiler yontemlerin gelismesiyle farkli gen bdlgeleri
kullanilarak tiirler aras1 filogenetik c¢alismalar yapilmis ve Onceki yontemlerle
karsilagtirilmistir. Bunlardan Douzery ve Randi (1997) mtDNA kontrol bolgesini ve
Randi vd. (1998) cyt-b bolgesini kullanarak c¢alismalar yapmislar benzer sonuglar
bulmuglardir. Gilbert vd. (2006) yaptiklar1 ¢aligmada ise 4 gen bolgesini, daha fazla
ornek ve diger tiirleri ekleyip cogaltarak yapilan siniflandirmalar1 gézden gecirmistir.
Bu calismayla Cervidae familyasini iki ana dala ayrilmistir. Bunlardan biri Cervinae
diger altfamilya ise karacanin da ic¢inde bulundugu Capreolinae’dir Capreolinae
altfamilyas1 kendi i¢inde 3 klana ayrilir. Bunlardan biri karacanin da i¢inde bulundugu
Capreolus ve Hydropotes cinslerinin bulundugu daldir. Bir diger klan Alces tiirlerinin
bulundugu, digeri ise Amerika kitalarinda bulunan ve Rangifer cinslerinin bulundugu

daldir (Cizelge 2.1).
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Cizelge 2.1 Gilbert’e (2006) gore yeni siniflandirma

Alt familya Cervinae Alt familya Capreolinae

Cervini Muntiacini Alceini Capreolini  |Odocoileini

Cervus Muntiacus Alces Capreolus Blastocerus

AXIis Elaphodus Hydropotes  [Hippocamelus

Rucervus Mazama

Dama Odocoileus
Ozotoceros
Pudu
Rangifer

2.3.2 Karaca ile yapilmus genetik calismalar

2.3.2.1 Genetik cesitlilik

Karaca ile yapilmis ilk genetik calismalar Hartl vd. (1988) ve (1991) yaptiklari
caligmalardi. Avrupa’daki karacalarin genetik ¢esitliligini izoenzimler araciligiyla
ortaya koymuslardir. Bu ¢aligmalarda geyikgiller icerisinde en yiiksek cesitlilige sahip
tiir oldugunu belirtmislerdir.

Wiehler ve Tiedeman (1998) calismalarinda haplotip g¢esitliligin (0,94) yiiksek,
niikletoid ¢esitililigin (%0,88) ise diger memeli tiirlerine goére normal oldugunu
belirtmislerdir. Haplotip cesitliligin yiiksek olmasi, daha dnce yapilan Hartl vd. (1991)
allozim ¢aligsmalarin1 destekler nitelikte oldugunu ortaya koymustur. Niikleotit
cesitliligin normal olmasim1 ge¢ pleistosende karacalarin darbogaz etkisinden

gectiklerini gosterdigini belirtmislerdir.
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Randi vd. (2004) mtDNA ve STR kullanarak Avrupa kitasindan 773 karaca 6rneginin
mMtDNA d-loop bolgesi ile ¢alismalarinda mtDNA niikleotit ve haplotip ¢esitliliginini en

¢ok Dogu dalinda yani Sirbistan, Kosova gibi iilkelerde gozlemislerdir.

Lorenzini ve Lovari (2006), mtDNA haplotip ¢esitliligini en diisiik Yunanistan (0.33) en
yiiksek haplotip ¢esitliligini ise (0,82) Romanya popiilasyonunda gézlemlemislerdir.
Lorenzini ve Lovari (2006), ayn1 zamanda Avrupa’nin ¢esitli bolgelerden toplanan
karaca Orneklerini kullanilarak 10 mikrosatelit lokusunun genetik ¢esitliligini
hesaplanmistir. Tiirkiye’den yeteri kadar 6rnek olmak olmadigi ig¢in bu g¢alismanin
disinda birakilmigtir. En yiiksek allel zenginligi Polanya’da en diisiik ise Isveg
bolgesindeki karacalarda hesaplanmistir. Ayrica en yiiksek genetik c¢esitlilik Fransa’da

mevcut iken en diisiik genetik cesitlilik yine Isveg’te gdzlenmistir.

2.3.2.2 Karaca filocografyasi

Karacalar 600000 yildir Avrupa’da bulunmaktadir. Bu tiir ayn1 zamanda ge¢ kuartener
doneminde 3000 fosil ile en yiiksek siklikla bulunan memelidir. Karacalar son
donemlerde bircok kez calisilmistir ve buzul donemi sonrasi tekrar kolonize olmalari

acisindan en kompleks canlilardandir (Sommers vd. 2009).

Wiehler ve Tiedeman (1998) Avrupa’da bulunan karaca popiilasyonlarinin mtDNA d-
loop (kontrol bdlgesi) bolgesi ile ilk c¢aligmalart yapmiglardir. Ayni zamanda bu
caligmada karacalar i¢cin dogu ve bati olmak iizere iki ana dala ayrildigim
belirtmislerdir. Bu iki ayr1 dalin sebebini iki farkli senaryo ile agiklamislardir.
Bunlardan birincisi, ge¢ pleistosen buzul doneminde iki ayri sigmagin oldugudur. Bu
siginaklar Akdeniz bdlgesindedir. Dogu ve bati dallarinin orijini sirasiyla Balkan ve
Iber Yarim Adasi siginaklaridir. Buzullar eriyince bu iki sigmaktaki popiilasyonlar
tekrar kolonize olmus ve Orta Avrupa’da bulusmustur. Bir diger senaryo ise tek bir
siginak vardir ve bu siginak Avrupa’nin batisinda, Akdeniz’e yakin olan bir bolgededir.
Popiilasyonlar kurucu etkisinden sonra bu bdlgeden Avrupa’nin dogusuna dogru

yayllmis olabilir. Bir adet sigmak senaryosu Vernessi vd. (2002) c¢alismasinda bu
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durumun miimkiin olmayabilecegini, daha ¢ok sigmagin olduguna dair tespitler

yapmuglardir.

Randi vd. (2004) filogenetik ¢alismalarinda ise Wiehler ve Tideman’mn (1998) ulastig
gibi iki ana dala ayrildigini, bunlardan Bati Ana Dali’nin iki ayr1 dala daha ayrildig:
sonucuna ulagsmislardir. Batt Ana Dali’nin kollarindan biri Merkez Dal’in tiim
Avrupa’yi, diger kismi ise Avrupa’nin uzak batisin1 yani Portekiz, ispanya bolgesini
kapsamakta oldugunu belirtmislerdir (Cizelge 2.2). Tiim bu dallardan en yaygin olan
Merkez Dal’dir ve bu dal Yunanistan hari¢ tiim bolgelerde bulunmaktadir. Fransa’daki
popiilasyonlar sadece Merkez dalindadir. Italya popiilasyonlar1 &rneklenirken {i¢
cografik bolgeye ayrilmistir. Bunlar italya’nin giineyi, Alpler ve Apenin Daglar1’dr.
Alpler ve Apenin’deki popiilasyonlar {i¢ dalda da haplotiplere sahiptir. Giiney bolgedeki

alt tiir olan C.c italicus sadece merkez dala ait haplotipleri barindirmaktadir.

Cizelge 2.2 Avrupa kitasinda karaca popiilasyonlarin haplotiplere gore dagilimi (Randi

vd. 2004)
Dogu Ana Dali Bat1 Ana Dali
Perifer Dogu Merkez Dogu Merkez Dal Perifer Bat1 Dal
Dogu Avrupa Polonya Kuzey Avrupa ve Portekiz
(Polonya, Litvanya) Dogu Avrupa’nin bir
kismi
Yunanistan Almanya Merkez Avrupa Ispanya
Sirbistan Kuzey Italya Kuzey Italya Merkez italya

Wiehler ve Tiedeman’in Onerdigi senaryolardan biri olan tek bir sigmagin oldugu
Vernessi ve digerleri (2002) sdyledigi gibi muhtemel degildir. Ciinkii Randi ve digerleri
sadece Dogu dalinda olan hapolotiplerin batiya dogru yayilmadigini ortaya koymuslar,
Merkez ~ Avrupa  dalindaki  haplotiplerin yayildiklarini

Dogu  Avrupa’ya

gozlemlemislerdir. Sonug olarak birka¢ si§inagin buzul dénemlerinde var olabilecegini
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ortaya koymuslardir. Bu bilgileri STR (Kisa Bitisik Tekrarlar) analizlerini (izolasyon,
dagilma, insan baskist vs) degerlendirildiginde genetik c¢esitliligi diisik ¢ikan
Yunanistan, Kuzey Portekiz popiilasyonlarinin buzul c¢agindan kalan, diger

popiilasyonlarla karismamuis relik popiilasyonlar oldugu sonucuna varmisglardir.

Lorenzini ve Lovari’de (2006) Randi vd. (2004) calismalarina benzer bir yontemle
yakin sonuglar bulmuslardir. Ek olarak Tiirkiye’den sinirli sayidaki 6rnegi katmislardir.
Mikrosatelit degerlerinden olusturduklar1 Neigbour Joining agacinda Avrupa’yi iki ana
dal olarak ayirmislardir. Bati dalinda Fransa, Isveg, Portekiz gibi bati, kuzey bat1 ve
kuzey Iber Yarim Adas: iilkeleri vardir. Dogu dalinda ise Yunanistan, Litvanya,
Avusturya ve Tirkiye gibi Avrupa’nin Balkan ve merkez-dogusundaki iilkeler vardir.
Tiirkiye bu Dogu dalinda diger dogu Avrupa 6rneklerinden ayr1 bir dal olusturmustur
(Sekil 2.9). Kuzey Avrupa’daki popiilasyonlar gecmiste dagilim gosterirken
Akdeniz’deki sigiaklardan ziyade merkez ve doguda bulunan siginaklardan yayildigini
tahmin etmektedirler. Bunun sebebinin ise Balkan bolgesinde daglarin kuzey-giliney
dogrultusunda olmasina baglamislardir. Ayni sekilde bu daglar iber Yarim Adasi ve
Balkan siginaklarindaki karacalarin birbirleri arasindaki gen akisini engellemistir. Bu
bolgedeki popiilasyonlarda genetik farklilagsma buzul donemindeki sigmaklardayken

oldugunu tahmin etmektedirler.
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Sekil 2.9 Lorenzini ve Lovari’inin mikrosatelit lokuslarindaki ikili degerlerine gore
Neigbour Joining agaci

Sommers vd. (2009) yukarida bahsedilen teorileri ve genetik verileri fosil kayitlar ile
bir arada degerlendirip yeni bir hipotez ortaya sunmuslardir. Iber Yarim Adasi, giiney
Fransa, Italya ve Balkan’larda bulunan siginaklara, Karpatlar1 ve/veya daha dogu
Avrupa’yr eklemislerdir. Bu hipoteze gore Merkez-Kuzey dalinmn (Fransa, Isvec,
Danimarka) kokeni Avrupa’nin Balkan bolgesinden degil daha dogusundan ya da
Karpatlar’dan veya daha dogusundan gelmektedir (Sekil 2.10). Buzul donemlerinde
dogu bolgesindeki siginak ya da siginaklarda bulunan popiilasyonlar Avrupa’nin
merkezine ve kuzeyine buradan go¢ etmislerdir. Fakat Avrupa’nin bu bdlgesinden
yeterli sayida genetik ve paleontolojik calisma yoktur. Bu bdlgelerden daha fazla

caligma karacanin karmasik filocografik dagilimini daha da iyi anlatacaktir.

19



= il
A
'{c‘:- \) ;‘ Tt ‘\
&‘. -’ F - %
- ' y
¥ o p—
- S
9: N Karpatlar ve/veya
™, Qe rpa
\ A {2} Dogu Avrupa
3 o 2 Siginad Z \
\ 2 e . ginag . 1
- (S 5 B! v\‘igmak
e ignak -
\ Y. 7 A{SERER ™ '
‘_ Siginak 3 VA : ‘ \
) Ve { \ - \ Sy
Siginak .~ ) X o o7
\ }J. e —
" . ’ 5#‘ Q}\'*‘f 300 km
' .;..:" ‘?."‘”\ - ,l

Sekil 2.10 Karacalarin dogudaki sigimaklardan dagilimi (Sommers vd. 2009)

Matosiuk vd. (2014) son olarak Polonya’da yaptiklar1 ¢alismalar Sommers vd. (2009)
hipotezini destekler niteliktedir, Karpat daglarindaki veya daha dogudaki sigmnaklar,
yaptiklar tiir dagilimi modellerine uygunluk géstermektedir. Bu modellere gore Karpat
daglarindaki ve daha dogusundaki habitatlarin sigiak goérevi gérmeye uygun oldugunu
belirtmislerdir. Giineydeki siginaktaki popiilasyonlara ait haplotiplerin ise Polonya’da

sikliginin az olmasimi gézlemlemislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Proje

Bu tez icerisinde yer alan calismalar TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi, Orman ve
Su Isleri Bakanhigi Doga Koruma Milli Parklar Genel Miidiirliigii ve Selguk
Universitesi Veteriner Fakiiltesinin ortaklasa yiiriittiigii “Ulusal Biyogesitliligin ve Gen
Kaynaklarinin Korunmas1 Hedefleri Dogrultusunda Biiyik Memeli Tiirlerinin
Aragstirilmasi, Korunmast ve Yonetimi” projesi dahilinde gergeklesmistir. Bu proje,
Tiirkiye’de yasayan karaca (Capreolus capreolus), ceylan (Gazella gazella), kizil geyik
(Cervus elaphus), alageyik (Dama dama), yaban koyunu (Ovis gmelini), yaban kegisi
(Capra aegagrus) cengel boynuzlu dag kegisi (Rupicapra rupicapra), ¢izgili sirtlan
(Hyeana hyeana), karakulak (Caracal caracal), vasak (Lynx lynx), kurt (Canis lupus) ve

bozay1 (Ursus arctos) tiirlerini kapsamistir.

Bu tiirlerin genetik ve hiicre bankalarini olusturmak asil hedeftir. Bunlarin yaninda
genetik isaretler kullanarak tiir ve/veya alt tiir tanimlamalarin1 yapabilmek i¢in bilgi
saglamak, koruma  stratejileri  ve  siirdiiriilebilir = yOnetim  mevzuatinin
olusturulmasi/giincellenmesi icin tiir i¢i genetik ¢esitliligi belirlemek, envanter
caligmalarina bilimsel delil saglamaya yoneliktir. Proje esnasinda yukarida sayilan tiim
tiirlerden hiicre, kan, kas, kil veya kemik ornekleri alinmistir. Bu 6rneklerle DNA ve

hiicre bankas1 olusturulmustur.

3.2 Orneklerin Elde Edilmesi

Proje kapsaminda cesitli yerlerden karacalarin kan ve doku 6rnekleri toplanmistir. Bazi

ornekler av turizmi kapsaminda vurulun hayvanlardan, bazilar1 sakatlanmis veya yavru

haldeki karacalardan baz1 6rnekler ise 6lii olarak ele gecen hayvanlardan elde edilmistir

(Sekil 3.1-3.2, Cizelge 3.1). Ornekler s6z konusu projede gen bankasina konmak iizere

TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi (MAM) Genetik ve Biyoteknoloji Enstitiisii

(GMBE)’ne gonderilmistir. Laboratuvar ¢alismalari TUBITAK MAM GMBE ve Konya
21



Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali ortaklasa
gerceklestirilmistir.

Sekil 3.1 Yavru bir karacadan kan 6rnegi alinirken
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Cizelge 3.1 Karaca 6rneklemesi yapilan iller

Ornek No
Cap01
Cap02
Cap03
Cap04
Cap05
Cap06
Cap07
Cap08
Cap09
Cap10
Capll
Cap12
Cap13
Capl4
Cap15
Capl6
Capl7
Cap18
Capl9

Cap20

Orneklenen Il

Kastamonu
Kastamonu
Bolu

Bolu
Kastamonu
Sinop
[zmit
Sinop
Karabiik
Kirklareli
Istanbul
Karabiik
Kastamonu
Kastamonu
Giresun
Bolu
Giresun
Karabiik
Sinop

Karabiik

Cinsiyet
Erkek
Disi
Erkek
Erkek
Erkek
Disi
Erkek
Erkek
Erkek
Disi

?
Erkek
Erkek
Erkek
Erkek
Erkek
Erkek
Erkek
Erkek

Erkek
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Sekil 3.2 Karaca bireylerinin 6rneklendigi iller ve 6rnekleme sayilar

3.3 DNA Izolasyonu

Kan 6rnegi alinan bireylerle kas 6rnegi alinan bireylerle DNA izolasyonu farkli metotlar

ile yapilmistir.

3.3.1 Kan orneklerinden DNA izolasyonu

Kan 6rneklerinden DNA izolasyonu asagida belirtilen yontemle yapilmistir.

1. 9-10 ml kan 0,5 ml EDTA (0,5 M, pH 8,0) igeren falkon tiipe konur ve 2X parg¢alama
tamponu ile 50ml’ye tamamlanir.

2. 10 dakika boyunca tiipler yavasga alt iist edilerek iyice karistirilir ve 30 dakika buzun
icinde bekletilir.

3. Daha sonra tiipler 10 dakika santrifiij edilir (3000 rpm, +,4 °C)
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4. Siipernatant fazi atilir ve pelete 3 ml tuz/EDTA (75 mM NaCl, 25 Mm EDTA)
eklenerek vortekslenir.

5. 0,3 ml % 10 SDS soliisyonu ve 150 p ml proteinaz K (10 mg/ml) eklenerek 6rnekler
55 °C £ 2°C’de 1-3 saat su banyosunda veya etiivde bekletilir.

6. Bekleme siiresi bittiginde 3 ml fenol (pH 8,0) eklenir. Tiipler 20 saniye oldukga sert
bir sekilde ¢alkalanir. Sonra yumusak bir sekilde 5 dakika boyunca ters yiiz edilir.

7. Daha sonra tiipler 10 dakika boyunca santrifiij edilir (3000 rpm, +4 °C).

8. Siipernatant fazi1 temiz ve uygun sekilde etiketlenmis yeni steril falkon tlipe transfer
edilir. Bu islem sirasinda ara ve alt fazlart bozmamak i¢in ucu kesilmis steril 1ml’lik
pipet uglar1 kullanilir.

9. Yeni tiipe aktarilan siipernatant fazinin {lizerine 3 ml fenol:kloroform:izoamil alkol
(25:24:1) eklenir. Tiipler 20 saniye oldukca sert bir sekilde ¢alkalanir, sonra yumusak
bir sekilde 5 dakika boyunca ters yiiz edilir.

10. Daha sonra tiipler 10 dakika santrifiij edilir (3000 rpm, +4 °C).

11. Siipernatant fazi, steril ve uygun sekilde etiketlenmis cam tiipe veya falkon tiipe
aktarilir. Bu islem sirasinda yine ara ve alt fazlar1 bozmamak icin ucu kesilmis steril 1
ml’lik pipet uclar1 kullanilir.

12. Cam/falkon tiipe aktarilan bu fazin iizerine 2 kat1 kadar -20 °C £3 °C’de sogutulmus
saf etanol eklenir. Cam/falkon tiipler sert bir sekilde sallanir ve yogunlasarak ¢coken
DNA cam cubuk ile (ya da mikropipet yardimi ile) alinarak steril ve uygun sekilde
etiketlenmis 1,5 ml eppendorf tiipe aktarilir.

13. DNA aktarilan tiipler 2 dakika 12.000 rpm’de santrifiij edilir, igindeki etanol
mikropipet yardimiyla tiipten uzaklastirilir. Oda sicakliginda tiipler ters ¢evrilerek ya da
vakum kurutucuda 37 °C’de 15 dakika ¢evrilerek kurutulur.

14. Kuruduktan sonra iizerine 0,3 ml — 0,5 ml 10 mM Tris-HCL (pH 8,0) tamponu
eklenerek ¢ozdiirtiliir.

15. Eger saf etanol eklendiginde DNA yeterince yogunlasip ¢okmedi ise gece boyu 20
°C +£3°C’de bekletildikten sonra santrifiij islemi ile ¢oktiiriilebilir.

16. DNA hemen kullanilacaksa buzdolabinda + 4-8 °C’de, saklanacak ise -20 £3 °C’de
muhafaza edilir.

17. DNA kalite ve miktar tayini 6ncesi DNA o6rnekleri 37 °C +2 °C’de gece boyunca ya
da 55 °C £2°C’de 20 dakika bekletilir.
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3.3.2 Kas orneklerinden DNA izalasyonu

Kan o6rneklerinden DNA izolasyonu asagida belirtilen yontemle yapilmustir.

1. Kas 6rneginden 1g veya ladet karaciger 6rneginde 300 mg tartilir.

2. Ornekler s1v1 nitrojen ile havanda parcalanir ve 50 ml steril falkonlara aktarilir.

3. 5 ml 55 °C’de bekletilmis CTAB soliisyonu (%2 w/v CTAB, 1,4 M NaCl, 20 mM
EDTA, 100 mM Tris-HCI pH: 8,0), 75 ul proteinaz (10mg/ml), 200 ul 0,5 M EDTA
eklenir.

4. Araliklarla vortekslenerek 55 °C’de gece boyu inkubasyona birakilir.

5. 3 ml kloroform-isoamilalkol (24:1) eklenir ve 20 saniye sert bir bicimde ¢alkalanir. 6.
Daha sonra 30 dakika karistirmaya birakilir.

7. 5000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilerek, {ist faz steril bir falkona aktarilir.

8. Tekrar 3 ml kloroform-isoamilalkol (24:1) eklenir ve 20 saniye sert bir bi¢cimde
calkalanir, daha sonra 10 dakika karistirmaya birakilir.

9. 5000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilerek, {ist faz steril bir falkona aktarilir.

10. Uzerlerine 3 kat: hacminde %99 soguk etanol eklenir.

11. 5-6 kere yavasga calkalanarak, DNA’nin ¢okmesi beklenir.

12. Coken DNA’lar mikropipet yardimiyla steril bir eppendorfa aktarilir.

13. Uzerlerine %70 soguk etanol eklenerek, 12000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilir.

14. Alkol uzaklastirilarak, pelet vakum kurutucu yardimiyla kurutulur.

15. Orneklerin iizerlerine 300-500 pl TE tamponu (10 mM Tris, 1 mM EDTa, pH 8,0)
eklenerek c¢oziilmeleri igin 2-3 saat 55 °C’de inkiibasyona birakilir.

16. Daha sonra, orneklere 1,5 pl RNAse eklenerek 37 °C’de gece boyu inkubasyona
birakilir.

17. DNA hemen kullanilacaksa buzdolabinda (+4-8 °C), saklanacak ise (-20 °C £3

°C)’de muhafaza edilir.
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3.4 cyt-b-Bolgesinin PZR Yontemi ile Cogaltilmasi

Elde edilen DNA’lardan mitokondriyal cyt-b lokusuna 6zgiin primerler (Rodriguez vd.
2009) kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) islemi ile asagida belirtilen
karisim ve kosullarda ¢ogaltilmistir (Cizelge 3.2-3.3).

Primerler;
CRa F 5'-AGGAGAACAACTAACCTCCC-3'
CR R 5’-GGTTTCACGCGGCATGG'-3'

Cizelge 3.2 PZR Karigimi

Karisim Miktar
dH20 14,9 ul
10X Buffer 4,0 ul
25 mM MgCl, 1,5 ul
10 mM dNTP 1,5 ul
10 uM fileri Primer 1,0 pl
10 uM Geri Primer 1,0 ul
DNA 0rnegi 2,0 ul
Taq Polimeraz Enzimi 0,1 pul
Toplam 25,0 ul
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Cizelge 3.3 PZR Kosullar1

Basamak Sicaklik Siire Dongii Sayist
On Denatiirasyon 95° 3dk 1
Denatiirasyon 94 ° 20 sn 35
Baglanma 56° 45 sn 35
Uzama 72 ° 1 dk 35
Son Uzama 72° 10 dk 1

PZR islemi ile ¢ogalan DNA pargalart % 1’lik agaroz jel elektroforezi yontemi ile
goriintliilenmistir. Cogalan PZR f{irlinleri nanodrop ile 6l¢iilmiistiir. Her biri yaklagik 50
ng/pl olacak sekilde steril dH,O ile sulandirilir. Sulandirma isleminden sonra dizileme
reaksiyonu i¢in asagidaki karisim ve kosullar uygulanarak tekrar PZR islemine sokulur
(Cizelge 3.4-3.5).

Cizelge 3.4 Dizileme Karigimi

Karigim Miktar
dH,0 4,5 ul
dITP 2,0 ul
PZR iiriinii 2l
AuM primer 1,5 ul
Toplam 10,0 pl
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Cizelge 3.5 PZR Kosullar1

Basamak Sicaklik Siire Dongii Sayist
On Denatiirasyon 96 ° 1dk 1
Denatiirasyon 96 ° 20 sn 30
Baglanma 50° 20 sn 30
Uzama 60 ° 4 dk 30

Elde PZR iiriinleri daha sonra asagidaki protokol uygulanarak ¢oktiiriilmiistiir.

1. 0,5 ml tiipleri etiketlenir.

2. Tiip basina 2 pl Na Asetat, 2 ul 100 mM EDTA ve 1 pl glycogen olacak sekilde taze
karistirilip Ser pl her bir eppendorf tiipe paylastirilir.

3. PZR iirtinlerini etiketine uygun olarak tiiplere aktarilir ve 2-5 sn vortekslenir.

4. Tiiplere %95lik buzlukta saklanan etanolden 60 pl eklenir ve hizlica karigtirilip 15
dakika 14.000 rpm hizinda (4 °C) santrifiij ile ¢oktiirtiliir.

5. Beyaz bir ¢okelti olusur.

6. Pipet yardimiyla, ¢okeltiye dokunmadan etanolii uzaklastirip her bir tiipe 200 pl
%70lik etanol (buzlukta saklanmis) eklenir.

7.2 dakika 14.000 rpm hizinda (4 °C) santrifiij ile ¢oktiirtiliir.

8.. Pipet yardimiyla, ¢okeltiye dokunmadan etanolii uzaklastirip her bir tiipe yine 200 pul
%70lik etanol (buzlukta saklanmis) eklenir.

9. 2 dakika 14.000 rpm hizinda (4 °C) santrifiij ile ¢oktiiriiliir.

10. Pipet yardimiyla, ¢okeltiye dokunmadan etanol uzaklastirilir ve tiipler kurumaya
birakilir. Tiiplerin kapag1 acik olarak oda sicakliginda tezgah tizerinde kuruyabilir.

11. 30 pl SLS buffer’da ¢ozdiiriiliir.

Temiz PZR iiriinii elde edildikten sonra tiim 6rnekler Beckman Coulter’in DTSC Quick
Start kiti kullanilarak dizileme isi yapilmistir. Dizileme Beckman Coulter CEQ 8800
Genetic Analysis sistemi ile goriintiilenmis ve orneklerin ham mtDNA dizileri elde

edilmistir.
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Daha sonra ham haldeki ileri-geri  diziler =~ Chromas-Pro ver. 1.7.6
(http://www.technelysium.com) programinin araciligiyla birbirleriyle Ortiistiiriilerek her

bir karaca i¢in konsensus dizileri olusturulmustur (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3 Chromas programinda ham dizilerin goriintiilenmesi ve temizlenmesi

Birlestirilen diziler BIOEDIT ver. 7.2.5 (Hall 1999) programi igerisindeki CLUSTALW
(Thompson vd. 1994) uygulamasi ile alt alta dizilenmis ve niikleotit dizilerinin siralari

esitlenmistir.
3.5 Filogenetik Analizler

Elde edilen 20 karaca bireyinin DNA dizileri DNASP ver. 5.1 (Librado ve Rozas, 2009)
programi ile haplotipleri belirmek i¢in analize sokulmustur. Daha sonra diinyada
yapilan diger karaca sitokrom b gen bolgesinin haplotipleri GenBank araciligiyla elde

edilmistir. Kullanilan haplotipler asagidaki ¢izelgede verilmistir (Cizelge 3.6, Sekil 3.4).

30



Cizelge 3.6 Gen bankasindan alinan haplotipler ve haplotiplere dair bilgiler

Haplotip
Pol_H1

Pol_H12
Pol_H13
Pol_H16
Pol_H20
Pol H3

Pol_H31
Pol_H33
Pol_H34
Pol_H39
Pol_H41
Pol_H44
Pol_H45
Pol_H46
Ita_H1

Fra H1

Hydropotes

Erisim No
KJ558288
KJ558299
KJ558300
KJ558303
KJ558307
KJ558290
KJ558318
KJ558320
KJ558321
KJ558326
KJ558328
KJ558331
KJ558332
KJ558333
AJ000024

NC_020684

EU315254

Lokasyon

Polonya
Polonya
Polonya
Polonya
Polonya
Polonya
Polonya
Polonya
Polonya
Polonya
Polonya
Polonya
Polonya
Polonya
Italya
Fransa

Cin

lgili Yayin

Matosiuk vd

Matosiuk vd.

Matosiuk vd.

Matosiuk vd.

Matosiuk vd.

Matosiuk vd.

Matosiuk vd.

Matosiuk vd.

Matosiuk vd.

Matosiuk vd.

Matosiuk vd.

Matosiuk vd.

Matosiuk vd.

Matosiuk vd

. 2014

2014

2014

2014

2014

2014

2014

2014

2014

2014

2014

2014

2014

.2014

Randi vd. 1998

Hassanin vd. 2012

Yayinlanmamig
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Sekil 3.4 Haplotiplerin lokasyonlar1

Tiirkiye’deki haplotipler daha sonra diinyadaki diger karaca sitokrom b bdlgelerinin
haplotipleriyle birlikte BIOEDIT programi araciligi tekrar ile dizilenmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5 BIOEDIT programi aracilt
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benzerli



dis grup olarak Hydropotes inermis bireyinin sitoktrom b bdlgesinin haplotipi
GenBank’tan elde edilmistir. Haplotipler arasindaki filogenetik iliskiyi ortaya koymak
icin MEGA ver. 6.0 (Tamura vd. 2013) programi kullanilmistir. MEGA 6 programi
araciligi ile en uygun model belirlenmis, bu modele gore Neighbour Joining (Komsu

Katilimli) ve Maximum Likelihood (Maksimum Benzerlik) agaclari olusturulmustur.

Bunlarin yaninda filogeni olusturulurken tiir i¢i genetik uzakliklarin az olmasi
karsilagilan zorluklardan biridir. Bu gibi durumlarda haplotipler arasindaki iliskiyi
Median-Joining metodu ile agiklanabilir (Bandelt vd. 1999). GenBank’tan alinan
haplotipler Tiirkiye’deki haplotipler Median-Joining metodu kullanan NETWORK

4.6.1.0 (www.fluxus-engineering.com) programi ile analiz edilmistir.

Popiilasyonlarin birbiri arasinda ve popiilasyon iclerindeki molekiiler varyans
analizlerini, popiilasyonlar arasindaki farkliliklari, uyumsuzluk degerlerini hesaplamak
icin ARLEQUIN 3.5.1.2 (Excoffier ve Lischer, 2010) programi kullanilmistir.
Tirkiye’deki karacalarin poplilasyonun genisledigini ve daraldigimi anlamak i¢in
notralite testleri olan Tajima’nin D (Tajima 1989) ve Fu’nun Fs (Fu 1997) degerleri

DNASP ver. 5.1 ile yapilmustir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 PZR Uriinlerinin Goriintiilenmesi

PZR sonucu olusan DNA’lar agoroz jelde goriintiilenmistir. Bireylerin hepsi jelde

DNA’nin ¢ogaldigini gosteren bantlar olusturmustur (Sekil 4.1).

E------.------------

_NK

Sekil 4.1 Laboratuvar ¢alismalarinda elde edilen dizilerin elekforez yontemi
kullanilarak elde edilen jel goriintiisii

4.2 Haplotiplerin Belirlenmesi

Yapilan analiz sonucunda Tiirkiye’den Orneklenen 20 karaca bireyinin mtDNA
sitokrom b bolgesinin 266 bazlik bolgesi ¢ogaltilmistir. Toplam 3 farkli degisken bolge
bulunmustur. Sonug olarak 20 bireyden toplam 4 haplotip elde edilmistir (Cizelge 4.1-
4.2, Sekil 4.2). Haplotip ¢esitliligi ise 0,6053 tiir.

Matosiuk vd. (2014) yaptig1 ¢alismada bulunan 42 haplotip, 1140 bazin dizilenmesi
sonucu bulunmustur. Tiirkiye’deki karacalarin 266 baz bélgesi cogaltildigr i¢in, bu
bolgeye karsilik gelen baz dizisinin dizilenmesi sonucu baz uzunluklari farkli oldugu
icin yinelenen haplotipler olmus, bu yiizden yukaridaki calismadan 14 haplotip
kullanmilmistir. Yapilacak analizlerde c¢izelgede verilen GenBank erisim numaralar

verilen 14 haplotip kullanilmistir. NC 020684 erisim numarasina sahip Fransa’daki
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karaca popiilasyona sahip haplotipin 266 bazlik boliimii, Tiirkiye’deki haplotiplerden

HAPI ile birebir ortiismektedir.

Cizelge 4.1 Yapilan analizlerde 4 haplotipin bireylere dagilimi

HAPLOTIPLER

ORNEKLENEN
BIREYLER

HAP1

Cap01_Kastamonu,
Cap02_Kastamonu,
Caap03_Bolu,
Cap04_Bolu,
Cap06_Sinop,
Cap07_Izmit,
Capl0_Kurklareli,
Capll_istanbul,
Capl2 Karabiik,
Capl4_Kastamonu
Capl5_Giresun,
Capl6_Bolu

HAP2

Cap05_Kastamonu,
Cap08_Sinop,
Capl3_Kastamonu,

Cap19_Sinop

HAP3

Cap09_Karabiik
Cap18_ Karabiik
Cap20_Karabiik

HAP4

Capl7_Giresun
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Cizelge 4.2 Yapilan analizlerde 20 bireyin haplotiplere illere genel dagilim1

HAP1 | HAP2 | HAP3 | HAP4
Kastamonu 3 2 - -
Bolu

Sinop 2 - -

Izmit
Karabiik
Kirklareli
Istanbul

L = = = ==Y = o0
1
w
1

Giresun
TOPLAM 12 4 3 1

By (HAPI
- % mHAP2

Sekil 4.2 Haplotiplerin 6rnekleme yerlerine gére dagilimi

37



4.3 Istatistikler ve Filogenetik Agaclar

4.3.1 Korunan ve degisken alanlar

Yapilan analizlerde karacaya ait tiim haplotipler dikkate alindiginda 19 baz konumunda

degisiklik oldugu goézlenmis, 247 baz konumunun korundugu ortaya g¢ikmistir. 266

bazlik dizi igerisinde tiim haplotipler igerisinde sadece 8 baz konumunda tek bir

niikleotid baz degisikligi gozlenmistir. Birden fazla niikleotid degisikligi olan yani

parsimoni bilgisi igeren bolgeler ise 11 adettir (Cizelge 4.3). Niikleotid bazlarinin ¢iftli

frekanslari ortalamasi ¢izelge 4.4’te verilmistir. Olusan mutasyonlarin hepsi transisyon

sonucu olugsmustur.

Cizelge 4.3 Korunan ve degisken alanlarin bazlara dagilimi

Korunan Bolge 2471266
Degisken Bolge 19/266
Singleton 8/266
Parsimonik Bilgi 11/266
Toplam 266/266

Cizelge 4.4 Niikleotid ikili frekanslari1 ortalamasi

Domainii  si sv R TT TCTATG CT CC CA CG AT AC AA AG GT GC GA GG Total

Avg 261 5 0 46,11 80
1st 89 0 Onc 38
2nd 84 5 0 4411 17
3rd 88 0 Onc 25

*1i: Ay giftleri

*si: Transisyon olan bazlar
*sv: Transversiyon olan bazlar
*R: si/sv

3 00262 0 0 0 08 0 0 O 0 38 266

0 00018 0 0 O0 017 0 O O 0 16 89
300127 0 00 040 0O O O 1 89
0 00017 0 0 0 025 0 0 0 021 88
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4.3.2 Niikleotit kompozisyonu ve niikleotit ¢esitligi

MEGA programu ile analiz edilen Tiirkiye ve Avrupa popiilasyonlarinin haplotiplerinin

niikleotit kompozisyonu ¢izelge 4.7’te verilmistir.

DNASP programi ile araciligiyla Tiirkiye popiilasyonuna ait 20 bireyin niikleotit
cesitliligi () 0,00265 olarak hesaplanmustir. Ikili Farkliliklarinin ortalama sayis1 (k) ise

0,705 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.5). Tirkiye popiilasyonuna ait haplotip

arasindaki farklilik matriksi .¢izelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.5 Haplotip ve niikleotid ¢esitliligi

N Nh h T
Tiirkiye 20 4 0,605 0,00265
Polonya* 114 42 0,93 0,006

N: o6rneklenen birey sayisi, Ny, : Haplotip sayisi h : Haplotip ¢esitliligi « : Niikleotit ¢esitliligi

*Bu degerler Matosiuk ve digerleri (2014) calismalarindan alinmistir ve sdz konusu ¢aligmada 1140

bazlik sitokrom-b bdlgesi cogaltilmustir.

Cizelge 4.6 Tirkiye haplotipleri arasindaki farklilik matriksi

HAP1 HAP2 HAP3 HAP4
HAP1 0.9981 0.9981 0.9981
HAP2 1.0000 1.4089 1.4089
HAP3 1.0000 2.0000
HAP4 1.0000 2.0000 2.0000
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4.3.3 Filogenetik agaclar

4.3.3.1 Model se¢cimi

Mutasyon modeli se¢iminde Bayesian Information Criteria (BIC) ve Akaike
Information Criterion (AIC) degerlerinin en diisilk olant en uygun model olarak
belirlenmistir. Sonuglara gore analizler i¢in uygun model Tamura-3 parametresi+G
(T92+G) ¢ikmistir. Gamma degeri 0,13337 belirlenmistir. Yapilan analizlerde bu
parametre kullanilacaktir (Cizelge 4.8) (Nei ve Kumar, 2000, Tamura vd, 2013).

Cizelge 4.8 Agac olusturulurken kullanilacak istatistik modelin paramatre degerleri
(AIC ve BIC degerleri en diisiik olan en uygun modeldir (Nei ve Kumar
2000, Tamura vd. 2013)

Model #Parametre BIC AlCc InL Invariant Gamma
T92+G 42 1465 1187 -551,4 n/a 0,13337
T92 41 1471 1200 -558,5 n/a n/a
TO2+I 42 1471 1194 -554,4 0,351 n/a
HKY+G 44 1474 1183 -547,3 n/a 0,13769
T92+G+I 43 1475 1190 -551,8 1E-05 0,13501
HKY 43 1476 1192 -552,5 n/a n/a
K2+G 41 1477 1206 -561,7 n/a 0,08667
HKY+I 44 1478 1187 -549,3 0,456 n/a
TNO3+I 45 1479 1181 -545,1 0,555 n/a
TN93+G 45 1479 1181 -545,3 n/a 0,23026
TNO93 44 1480 1189 -550,4 n/a n/a
K2 40 1481 1216 -567,8 n/a n/a
HKY+G+I 45 1483 1186 -547,5 0 0,13884
K2+l 41 1484 1213 -565,2 0,375 n/a
K2+G+l 42 1486 1208 -561,7 0 0,08655
TNI3+G+| 46 1486 1182 -544,6 0,094 0,27652
GTR+G 48 1500 1183 -542,9 n/a 0,24932
GTR a7 1501 1190 -547,8 n/a n/a
GTR+G+I 49 1509 1185 -543 0,099 0,3071
GTR+I 48 1510 1192 -547,8 1E-05 n/a
JC+G 40 1529 1264 -591,9 n/a 0,11256
JC 39 1529 1271 -596,3 n/a n/a
JC+I 40 1534 1270 -594,7 0,243 n/a
JC+G+I 41 1537 1266 -591,9 0 0,11256
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4.3.3.2 Neighbour joining (NJ) agaci

Tim haplotipler Hydropotes dis grup olarak belirlendikten sonra modeli Tamura3+G

parametresi baz alinarak 10000 bootstrap ile NJ metodu kullanilarak orijinal agag

olusturulmustur (Sekil 4.3)

Pol Hé1
L

HAP1
 HAP2
 HAP3
L HAP4
Fra H1
Pol H1
Pol K39
Pol K20
POl H13
L PoIHI6
|— POl K3
|ro|m2
Pol H33
Lponm
Pol H34
Pol H46
37 Pol H45
77!?0"“4

Hydropotes inermis

Sekil 4.3 Neigbour Joining Agaci

Not : Bu aga¢ neigbour joining methodu kullanilarak MEGA programi ile Tamura3+G parametresiyle
olusturulmustur. Gamma dagilim degeri 0,13337 olarak alinmistir (Saitou ve Nei 1997, Tamura 1992,
Tamura vd. 2013). (Not: 50 degerinin altinda olan bootstrap degerleri gosterilmemistir)
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4.3.3.3 Maximum Likelihood agaci

Tiim haplotipler Hydropotes intermis tiirii dis grup olarak belirlendikten sonra modeli
Tamura3+G parametresi baz alinarak 10000 bootstrap ile Maximum Likelihood metodu

kullanilarak orijinal aga¢ olusturulmustur (Sekil 4.4)

HAP1
— HAP2
—— HAP3
—— HAP4
FraH1
Pol H1
Pol H41
—__ Ita H1
Pol H39
59 Pol H13
Pol H12
Pol H20
Pol H16
Pol H3
Pol H31
Pol H33
Pol H34
Pol H46
= Pol H45
Pol H44

Hydropotes inermis

0.005

Sekil 4.4 Maximum Likelihood agaci

Not: Bu aga¢ maximum likelihood methodu kullanilarak MEGA programi ile Tamura3+G parametresiyle
olusturulmustur. Gamma dagilim degeri 0,13337 olarak alinmistir (Tamura 1992, Tamura vd. 2013).
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4.3.3.4 Median Joining agaci

Tim haplotipler Hydropotes dis grup olarak belirlendikten sonra Median Joining
Network agaci olusturulmustur (Sekil 4.5). Sekil 4.5’deki haplotipler arasindaki kirmizi
ile renklendirilmis sayilar hangi bazda niikleotit degisikligini oldugunu ifade

etmektedir.

Sekil 4.5 Median Joining Agac1

Orta Avrupa

B DisGrup

B Tirkiye
B Polonya
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4.4 Popiilasyonlarin genetik yapisi

Popiilasyonlar arasindaki genetik varyasyon AMOVA ile hesaplanmis, cizelge 4.9°da

gosterilmistir. Bu analizde Orta Avrupa Ornekleri orneklem agisindan az oldugu icin

analiz dis1 birakilmis sadece Tiirkiye ve Polonya 6rnekleri degerlendirilmistir.

Cizelge 4.9 Molekiiler varyans analizleri

S.D Kareler Toplami | Varyans Varyans Orani %
Bilesenleri
Popiilasyonlar 2 20.943 0.95925 Va* 44.45
arasinda
Popiilasyon i¢inde | 33 39.557 1.19870 Vb* 55.55
Total 35 60.500 2,157950

Fiksasyon Indeksi | Fgr 0.44452

*Va= FCT
Vb = FSC
SD = Serbestlik derecesi

Popiilasyonlar arasindaki ikili Fst degerleri matriksi ¢izelge verilmistir. Orta Avrupa

popiilasyonlar1 istatiksel olarak anlamsiz bulunmustur¢ Yapilan analiz sonucu

popiilasyonlar arasinda ¢ok farklilasma olmadig1 gézlenmistir (Cizelge 4.10, Sekil 4.6).

En yiiksek farklilasma degeri Tiirkiye ve Polonya arasinda, en diisiik farklilik ise

Polonya ve Orta Avrupa popiilasyonlar: arasinda gozlenmistir.
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Cizelge 4.10 Karaca popiilasyonlar1 arasindaki ikili farkliliklara gore Fst matriksi

degerleri
TR POL ORTA AVRUPA
Tiirkiye 0.00000
Polonya 0.47889 0.00000
Orta Avrupa 0.31449* 0.19940* 0.00000

*P<0,05 istatiksel olarak anlaml1 degil

IKIiLi FST DEGERLERI
MATRIKSI

TR
04

0.3

FST

02

ORTA_AVRUPA

—= 00

TR
POL

ORTA_AVRUPA

Sekil 4.6 Ikili Fst matriks grafigi

Popiilasyonlar arasindaki gen akisi degerleri (Nm) c¢izelge 4.11°te gosterilmistir. En
yiiksek deger Polonya ve Avrupa popiilasyonlar1 arasindadir. Tiirkiye ve Polonya

popiilasyonlar1 arasindaki deger oldukea diistiktiir.
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Cizelge 4.11 Popiilasyonlar arasi Nm degerleri

TR POL ORTA AVRUPA
TR 0.00000
POL 0.54407 0.00000
ORTA AVRUPA 1.08988 2.00748 0.00000

Tiirkiye popiilasyonlarin segilimi olusturan bilesenlerden etkilenip etkilenmedigi,
popiilasyonlarin  genigleyip genislemedigini anlayabilmek ic¢in noétralite testleri
yapilmistir. Fu’nun Fs degeri ve Tajima’nin D degerleri hesaplanmistir (Cizelge 4.12).
Fu’nun Fs testi Tajima’nin D testine gore daha hassastir (Fu 1997). Analizler sonucunda
popiilasyonlarin negatif deger almasi popiilasyonlarin genisledigine gostermektedir.

Yapilan testler istatiksel olarak anlamli degildir.

Cizelge 4.12 Notralite testleri

Tajima’nin D’si Fu’nun Fs

Tiirkiye Popiilasyonu -0,44328 * -0,44328*

*P>0,1 istatiksel olarak anlamli degil

Ayrica popiilasyonlarin tarihte biliylime gecirmedigini gecirmedigi ikili farklililarin

dagilimi olan “Uyumsuzluk Dagilim1” analizlerine bakilarak da yapilmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7 Tiirkiye popiilasyonun uyumsuzluk dagilimi

48



5. TARTISMA VE SONUC

Yapilan calismada Tirkiye’de ilk kez karaca popiilasyonun, molekiiler yontemler
kullanilarak filogenisine ve genetik c¢esitliligine dair veriler elde edilmistir. Bu
calismada Tirkiye’nin ¢esitli bolgelerinden alinmis 20 karaca bireyinin mtDNA cyt-b
gen bolgesinin 266 bazlik dizisi PZR yontemiyle ¢ogaltilmistir. Bu popiilasyonlara ait 4
tane haplotip belirlenmistir. Bu 4 haplotip hem kendi i¢inde hem diinyadaki diger cyt-b

dizilerine sahip haplotiplerle karsilastirilmistir.

Tiirkiye’deki diger 3 haplotipin HAP1’den sadece bir niikleotit degisimi ile ayrildig
tespit edilmistir. Bu niikleotit degisimlerinin hepsi transisyon ile olusmustur.
Haplotipler arasindan HAP3 sadece Karabiik ilinde (dort bireyin iiglinde), HAP4 ise
sadece Giresun ilinde (iki bireyin birinde) gozlenmistir. Yapilan analizlerde
haplotiplerden ve bireyler arasinda en yaygin olan HAP1, Fransa’daki haplotip ile
(Hassanin vd. 2012) birebir ortlistiigii gdzlenmistir.

Matosiuk vd. (2014) Polonya karacalar1 iizerine yaptigi calismada 154 bireyden
aldiklar1 DNA o6rneklerinden cyt b bolgesi kodlayan 1140 baz dizisinde toplam 42
haplotip bulmuslardir. Haplotip c¢esitliligi 0,93 cikmis, niikleotid ¢esitliligi ise 0,006
olarak hesaplamiglardir. Tiirkiye’deki 20 karaca bireyinden alinan DNA 6rneklerinden
cyt b bolgesini kodlayan i¢in 266 baz dizisinde toplam 4 haplotip bulunmustur. Haplotip
cesitliligi 0,6053, niikleotid gesitliligi ise 0,00265 olarak bulunmustur. Bu deger

Polonya popiilasyonuna gore daha azdur.

cyt-b bolgesi Avrupa’nin Polonya hari¢ diger popiilasyonlarinda d-loop bolgesine
nazaran daha az arastirilmistir. Matosiuk vd. (2014) Avrupa popiilasyonlarinin ana
dallarin1 Randi vd. (2004)’nin d-loop bolgesine gore tanimladigi sekilde baz almistir.
Tiirkiye popiilasyonun bu dallar arasinda yerini belirleyebilmek i¢in bu ¢alismalardaki

siiflandirmalar g6z 6niinde bulundurulmustur.
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NJ, ML ve Median Joining agaclar1 birlikte degerlendirildiginde Pol_H45, Pol_H46,
Pol H44 haplotiplerinin, Tiirkiye’deki haplotiplere en uzak dallarda kiimelendigi
gozlenmistir. Bu ¢ haplotip arasinda Pol H45’in HAP1 ile arasinda toplam 11
niikleotit degisikligi vardir. Ayn1 zamanda bu haplotipler Matosiuk ve digerleri (2014)
yaptig1 calismada bu haplotiplerin d-loop boélgesi icin Dogu dalina ait haplotipler

olduklarini belirtmislerdir.

NJ, ML ve Median Joining agacinda tespit edilen HAP1’e en yakin ii¢ haplotip
belirlenmistir. Bunlar POL_H1, POL H39, POL H41’dir. Bu haplotipler Matosiuk ve
digerleri (2014) yilinda yaptig1 calismada D-loop bdlgesi agisindan sirasiyla su ana
dallar arasinda yer almislardir; Merkez, Bat1 ve Bati’dir. Fakat ayn1 ¢aligmada d-loop ile
cyt b sekanslari ile birlikte degerlendirildiginde ise bu haplotiplerin hepsi Merkez dalda

yer almistir.

Bu calisma da bulunan HAP1, Fransa popiilasyonundan elde edilen Fra H1 haplotipi ile
birebir Ortiismiistir. Randi vd. (2004) ve Lorenzini ve Lovari (2006) yaptiklari
caligmalarda, Fransa popiilasyonunu her zaman Merkez Dal’da yer almistir. Fransa’nin
aksine yapilan yukaridaki calismalarda Polonya ve Italya {i¢c ana dalda da haplotipleri

barindirmaktadir.

Ug analiz birlikte degerlendirildiginde Merkez ve Bati haplotipleri Tiirkiye
popiilasyonuna yakindir. Dogu dalindaki haplotipler ise diger dallara gére nispeten daha

uzaktir.

Bu verilerin aksine Lorenzini ve Lovari’nin (2006) yaptig1 mikrosatelit verilerine gore
olusturdugu agacta iki ana daldan, Tirkiye Avrupa’nin dogu Avrupa ve Balkan
popiilasyonlarinin bulundugu grupta yer almis, orta ve bati Avrupa iilkelerindeki
popiilasyonlarin bulundugu dalda yer almamistir. Tiirkiye bulundugu grupta ise diger
popiilasyonlardan ayr1 bir dalda yer almistir. Bu gruptaki popiilasyonlar Dogu Dalinda
yer alan popiilasyonlardir ve en yakii Yunanistan’dir. Lorenzini ve Lovari (2014)

yilindaki ¢aligmada d-loop verilerine gére Yunanistan’t Dogu Dali’nda belirtmistir.
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Randi vd. (2004), Lorenzini ve Lovari (2006) ve Matosiuk vd. (2014) yaptiklari
calismalarin hepsinde d-loop bolgesi kullanilmistir. Bu ylizden cyt b ile yapilan
analizler — Tirkiye’nin  Avrupa popiilasyonlar1  arasindaki ~ durumunu  ¢ok

aydilatmamistir.

Polonya ve Tiirkiye popiilasyonlar: ikili farkliliklara gore karsilastirildiginda ytiksek
derecede farklilik gézlenmemistir. Gen akis1 degerleri de ayn1 zamanda diisiik ¢ikmustir.
Orta Avrupa’dan cyt-b bolgesi yeterince analiz edilmedigi i¢in 6rnek sayis1 az olmus ve
bu analizlerde istatiksel olarak anlamli bulunmamistir. Gen akis1 mikrosatelit verileri ile

daha gozlemlenmektedir.

Tiirkiye popitilasyonunun niikleotit gesitliligi cyt-b bdlgesi acisindan Matosiuk vd.
(2014) buldugu degerlere gore daha diisiiktiir. Lorenzini ve Lovari (2006) yilinda
Tiirkiye’yi  mikrosatelit  verilerine gore yakin dalda buldugu Yunanistan
popiilasyonunun da d-loop gen bolgesinin niikleotit ¢esitliligini diger popiilasyonlara

gore diisiik bulmustur.

Notralite testleri negatif degerleri yani popiilasyon biiylimesine dair degerlere isaret etse
dahi istatiksel olarak bu degerler anlamli degildir. Ayn1 zamanda popiilasyon
biiylimesini tespit etmek i¢in yapilan uyumsuzluk dagilimi analizlerinde popiilasyon
genislemesi gozlemlenmektir. Bu testler daha fazla bireyle analiz edildiginde daha

dogru sonugclar elde edilebilecektir.

Yapilan ¢aligmalar karaca i¢in Tiirkiye’de ilk kez yapilmistir. Elde edilen veriler daha
fazla bireyin ve daha ¢ok gen bolgesinin arastirilmasinin gerekliligini dogurmaktadir.
Karaca popiilasyonlarin molekiiler verileri goz oniine alinirsa koruma politikalarinin
gozden gecirilebilir. Olasi yeniden yerlestirme veya dogaya birey salma gibi eylemler
genetik bilgiler 1s183inda daha dogru olacaktir. Ayrica kacak avcilik ve av turizmi

kapsaminda yapilan yapay secilimin etkileri gézlenebilecektir.
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