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OZET

NANNOSPALAX NEHRINGI VE NANNOSPALAX EHRENBERI (RODENTIA,
SPALACIDAE) TURLERINDE PCR-RFLP ILE MITOKONDRIYAL DNA D-LOOP VE
SITOKROM B BOLGELERININ HAPLOTIP CESITLILIGI

GURPINAR, Canan
Nigde Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Teoman KANKILIC
Haziran 2012, 61 sayfa

RFLP metodu kullanilarak mt-DNA D-loop ve sitokrom b bolgelerindeki genetik
farkhiliklar Nannospalax xanthodon ve Nannospalax ehrenbergi tiirleri arasinda
belirlendi. Anadolu’da yasayan iki tiir icin Nannospalax xanthodon (62 populasyon) ve
Nannospalax ehrenbergi (2 populasyon) toplam 94 6rnek calisildi.

Mitokondriyal DNA’da genetik farkliliklar1 belirlemek icin, mt-DNA’nimn iki bolgesi
(790 bp uzunlugunda D-loop ve 500 bp uzunlugunda Cyt-b) izole edildi ve BamH-I,
Taqg-I, Alu-I and Msp-I restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesildi. BamH-I D-loop
bolgesini kesmezken, Alu-I, Msp-1 and Tag-I enzimleri bu bolgeyi pek ¢ok Ornekte
sirastyla  100-240-450 bp, 280-510bp, 170-620bp uzunlugunda bolgelerden kesti.
Sitokrom b bolgesinde ise Bamh-I, Msp-I and Tag-I enzimleri bu bdlgeyi pek cok
ornekte swasiyla 110-130-260bp, 200-300bp, 200-230-270-300bp uzunlugunda
bolgelerden kesti. Filogenetik yapt Bati Anadolu’nun kromozomal formlarinin
Anadolu’daki diger kromozomal formlardan farkli oldugunu gosterdi. Bati Anadolu
formlar1 ve diger bolgelerdeki kromozomal formlar arasinda genetik mesafe yiiksek

bulundu.

Anahtar Sozciikler: Nannospalax xanthodon, Nannospalax ehrenbergi, sitotip, RFLP
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SUMMARY

HAPLOTIP DIVERSITY OF THE MITOCHONDRIAL DNA D-LOOP AND
CYTOCHROME B REGIONS IN NANNOSPALAX NEHRINGI AND NANNOSPALAX
EHRENBERGI (RODENTIA, SPALACIDAE) DETECTED BY PCR-RFLP

GURPINAR, Canan
Nigde University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assistant Professor Dr. Teoman KANKILIC

June 2012, 61 pages

Genetic difference between the mt DNA D-loop and Cyt-b region was determined in the
two species Nannospalax xanthodon and Nannospalax ehrenbergi using Pcr-RFLP
method. 94 mole rat samples belonging to two species S. xanthodon (62 populations)

and S. ehrenbergi (2 populations) distributed in Anatolia were studied

In order to detect genetic differences in mtDNA, DNA was isolated two parts of 790 bp
of D-loop and 500 bp of Cyt-b in mt DNA was amplified and cut with BamH-I, Tag-I,
Alu-I and Msp-I restriction enzymes. BamH-I enzyme didn’t cut the D-loop region
while Alu-I, Msp-I and Tag-I enzymes cut a lot of samples in 100-240-450 bp, 280-
510bp, 170-620bp-length bands, respectively. In the amplified region for cyt-b region:
Bamh-I, Msp-I and Tag-I enzymes cut a lot of samples in 110-130-260bp, 200-300bp,
200-230-270-300bp lenght bands, respectively.

In our phylogenetic reconsruction show that the chromosome forms of Western
Anatolia is different from all other chromosome forms of Anatolia. Genetic distance is

found high between western forms and other chromosome forms.

Keywords: Nannospalax xanthodon, Nannospalax ehrenbergi, Cytotype, RFLP

v



TESEKKUR

Bu caligmada bana sonsuz fedakarlik ve emegi ile yardimci olan, bilgi ve
tecriibelerinden yararlandigim, hicbir zaman hakkini ddeyemeyecegim, yaptigim tiim
hatalar1 hosgorii ve anlayisla karsilayan, cok degerli hocam, danismanim Yrd. Dog. Dr
Teoman KANKILIC’a, benimle birlikte yiiksek lisans yapan ve yardimlarini
esirgemeyen sevgili arkadaslarim Didem CELIKBILEK ve Arzu RESADI’ye, esim
Abidin GURPINAR’a ve onlardan c¢aldigim zaman igin ogullarim Kemal ve Cihan’a,
okumamda destek olan canim anneme kuru ve yetersiz oldugunu bildigim ama igten bir

TESEKKUR’ii borg bilirim.



ICINDEKILER

OZET ..ottt ettt 1ii
SUMMARY ..ottt ettt ettt et v
TESEKKUR........cooiiiieieieieeeceeeetete ettt sttt aesne v
ICINDEKILER ..ottt vi
CIZELGELER DIZINI.......oiiiiiiiiiiiiieieieeieee et viii
SEKILLER DIZINT......cocoiiiiiiieiicieeeieieie et ix
BOLUM L GIRIS.....ooiiieiioeeeeeeeeeeeeeeeeee et 1
1.1 Ordo: Rodentia (Mammalia) ..............eevvveiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeaaaeaaaaaans 1
1.2 Familya: Spalacidae Gray, 1821 .........uuiiiiiiiiiiiiiee e 2
1.3 Cins: Spalax (Nannospalax) Guldenstaedt .............cooevviiiiiieeeiiiiciiiieeee e 2
1.4 KAYNAK OZEUIETI......v.vevececececeeeeeeeeeeeeeeeee et en e 4
BOLUM II. MATERYAL VE YONTEM ......c.ccceuiiiiiiiniiniinniniiniinsiseiesisneseeesieseeens 14
2.1 Materyalin Toplanmasi ve Hazirlanmasi............coeeeeveciiiiiireeeinniciiiieeeeeeesiiieeeeennn 14
2.2 Karyotip Preparasyon TeKNIGi ........ccccuvviiiireeeiiiiiiiiiee et e e e 17
2.3 RFLP (Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi) Yonteminin Prensipleri............ 18
2.3.1 Bir restriksiyon sindiriminin gerceklestirilmesi ..........ccoeeeeeerniiieiiniieecennne. 19
2.3.2 Restriksiyon endoniikleaz kesim sonuclarinin degerlendirilmesi.................. 21
2.4 Calisilan Nannospalax Cinsi Orneklerin Mitokondriyal DNA Izolasyonu.............. 22
2.5 Genomik DNA, mt DNA ve Kullanilan Primerler..........cooovvveeeviiiiieeiiiiieeeeiiieeeeen 23
2.6 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) .........cccoiiiiiiiiiiii e 24
2.7 PCR Uriiniiniin Agaroz Jel Elektroforezinde Kontrolii ................ccccoveveveveveeneecnnnn, 25
2.8 PCR Uriiniiniin Restriksiyon Enzimler ile Muamelesi.................cccccvoveveveuerenrecnnne. 26
2.9 RFLP-per Jellerinin YOorumlanmast .........coocueeeeiniiieeiniiieeeniieeeeniieeee e siieee e 26
2.10 RFLP-per Verilerinin Istatistik ANAlZIEri ..............c.cveveeiiieiereiereecieeeeeieveeeaan 27
2.10.1 AILEL SAYIST .ttteieiiiiiiiitee ettt e et e e e e e et e e e e e e e eeneeeeee 27
2.10.2 EtKin @lle] SAYIST....eiieiiiiiieeeiiiee ettt e et e iee e ee e et e e e eeee e e e e e 27
2.10.3 Shannon SaADIt......ccocueiiriiiiiiiiiieeeee e 27
2.10.4 Polimorfik 10KUS OTanI...........coocuieeiiiiniiiiiiiiiiiieeieccceee e 27
2.10.5 Genetik MESALE .....cccuviiiiiiiiiiiiiceie e 28
2.10.6 Kiimeleme analizi ...........ccoceieviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiccicccece e 28
2.10.7 Temel koordinat analizi (PCOA)..........ccccoiiiiiieeeeeee, 28
2.10.8 AMOVA (Molekiiler varyans analizi) ...........cooeeeeveveeeeeeirniiiiiiieeeee e, 29
BOLUM II. ARASTIRMA BULGULAR...........ccooviiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 30



3.1 Calismada Kullanilan Korfare Orneklerinin Mitokondriyal DNA Izolasyonu......... 30
3.2 Calismada Kullanilan Korfare Orneklerinin Mitokondriyal DNA Kontrol (D-loop)

ve Sitokrom b Bolgesinin PCR Yontemiyle Cogaltilmasi..........coeeeeeiiieiiieiennneee.. 30

3.3 Mitokondriyal DNA Kontrol Bolgesi RFLP Analiz Sonuglart............ccccoeeceeennnne. 31
3.3.1 D-loop lokusu Alu-I restriksiyon enzimi kombinasyonu.............ccccccceenneee. 31
3.3.2 D-loop lokusu BamH-I restriksiyon enzimi kombinasyonu.......................... 32
3.3.3 D-loop lokusu Msp-I restriksiyon enzimi kombinasyonu................c.cccuueeeee. 33
3.3.4 D-loop lokusu Tag-I restriksiyon enzimi kombinasyonu.............cccccccceeenneee. 34

3.4 Mitokondriyal DNA Sitokrom b Bolgesi RFLP Analiz Sonuclari .............cccccc....... 35
3.4.1 Sitokrom b lokusu BamH-I restriksiyon enzimi kombinasyonu.................... 35
3.4.2 Sitokrom b lokusu Msp-I restriksiyon enzimi kombinasyonu ...................... 37
3.4.3 Sitokrom b lokusu Tag-I restriksiyon enzimi kombinasyonu ....................... 38

3.5 Mitokondriyal DNA Sitokrom b ve D-loop Bolgesi RFLP Analiz Sonuglarinin .....39
3.5.1 RFLP analizi verilerinde AMOV A (Molekiiler Varyans Analizi) ................ 45
3.5.2 Temel Koordinat Analizi (PCoA: Principal Coordinate Analysis) ............... 45
3.5.3 RFLP verilerinde genetik mesafe analizi ...........cccoocveeiiiniiiiiniiieiiniieccnnne, 46
BOLUM IV. TARTISMA VE SONUC ........cocoeuiiiuiiiieieieieeeeeeeeeee e 49
KAYNAKLAR .ottt ettt s e 54
OZGECMIS ..ot 61

vil



CiZELGELER DIiZINi

Cizelge 2.1 Calismada kullanilan korfare orneklerinin laboratuar kayit numaralar1 ve

orneklerin toplandigt bOIGEIer...........coovvviiiiiiiiiieiiiiiieee e 15
Cizelge 2.2 Calisilan primerlerin baz dizileri ve ¢alisilan gen bolgeleri........................ 24
Cizelge 2.3 Polimeraz zincir reaksiyonu Per Karigimi ...........coovviiiiniiiiiniiniienen, 25

Cizelge 2.4 PCR Uriiniiniin Agaroz Jel Elektroforezinde Kontrolii Icin Kullanilan

Kimyasal Maddeler..........c.oiiiiiiiiiiee e 25
Cizelge 2.5 Calismada kullanilan Restriksiyon endoniikleazlarin kesme pozisyonlari..26
Cizelge 2.6 PCR iiriiniiniin Restriksiyon endoniikleazlar ile muamelesi....................... 26
Cizelge 3.1 RFLP analizi sonucu drneklere ait 1/0 bantlanma paternleri...................... 40
Cizelge 3.2 Populasyonlar i¢in lokuslarda gbzlenen ortalama allel sayisi..................... 43

Cizelge. 3.3 RFLP sonucu elde edilen DNA bantlarmin populasyonlardaki sayilari.....44
Cizelge 3.4 Aksis ve 6rnek vektorlerinden elde edilen Eigen degerleri............cocceeee... 46

Cizelge 3.5 Kromozomal formlar arasindaki Nei [76] genetik mesafe degerleri............ 48

viil



SEKILLER DIZiNi

Sekil 1.1 Manisa-Alasehir’den Prof. Dr. Ahmet KARATAS tarafindan cekilen M.

xanthodon tiirline ait fotoZraf...........ccoeviiiiiiiiiiie e 3

Sekil 1.2 Spalacidae familyasinin (kirmizi alan) ve Microspalax cinsinin (yesil

sinirlar) yayilislarini gésteren harita ...........ccooooiiiiiiiiiiiiie e 5
Sekil 2.1 Korfare 6rneklerinin toplandigi bélgelerin harita izerinde gosterimi............. 17
Sekil 2.2 Laboratuvarda restriksiyon sindiriminin gerceklestirilmesi ..............ccc.ceenne. 21
Sekil 2.3 mt-DNA’da calisilan bolgeleri gosteren DNA haritast..........cccoceveenieeennnnnee.. 24

Sekil 3.1 Calismada kullanilan 6rneklerin izole DNA’larm elektroforez goriintiisii......30

Sekil 3.2 mtDNA kontrol bolgesi ve Sitokrom b bdlgesinin PCR ile ¢cogaltilma sonuglar1

.................................................................................................................... 31
Sekil 3.3 D-loop lokusunda Alu-I restriksiyon enzimi kesim modelleri........................ 32
Sekil 3.4 D-loop lokusunda BamH-I restriksiyon enzimi kesim modelleri ................... 33
Sekil 3.5 D-loop lokusunda Msp-I restriksiyon enzimi kesim modelleri....................... 34
Sekil 3.6 D-loop lokusunda Tag-I restriksiyon enzimi kesim modelleri ....................... 35
Sekil 3.7 Sitokrom b lokusunda BamH-I restriksiyon enzimi kesim modelleri............. 36
Sekil 3.8 Sitokrom b lokusunda Msp-I restriksiyon enzimi kesim modelleri ................ 37
Sekil 3.9 Sitokrom b lokusunda Taqg-I restriksiyon enzimi kesim modelleri ................. 38

Sekil. 3.10 RFLP sonucu elde edilen DNA bantlarinin populasyonlardaki dagilisi....... 44
Sekil 3.11 Molekiiler varyans analizi (AMOV A) sonuglart............ccccoeeevviiiiiiiiieannn. 45

Sekil 3.12 RFLP verilerinin 16 kromozomal formda Temel Koordinat Analiz
sonuglarinin grafik tizerinde gOSETIMI ....cccvvuvveiiiniieriiniiiieiniiec e, 46

Sekil 3.13 Nei [76] tarafsiz genetik mesafe degerlerine gore olusturulan UPGMA agaci

Sekil 3.14 Nei [76] tarafsiz genetik mesafe degerlerine gore olusturulan N.J agaci ......48

X



BOLUM I
GIRIS
1.1 Ordo: Rodentia (Mammalia)

Rodentia ordosu 29 familya, 400°den fazla cins ve 2800’{in iizerinde tiiriiyle memeli
siifinin en bilyiikk takimidir. Antarktika, Yeni Zelanda ve birka¢ okyanus takimadasi
hari¢ biitiin karalara yayilmislardir. Bu hayvanlar kara, agac, toprak alti1 ve yar1 sucul
olmak iizere ¢ok farkli habitatlarda yayilis gosterirler. Diger takimlardan kolayca
ayrilabilen kemiricilerin kendi iclerinde filogenetik durumlar1 bircok yonden kesin
degildir. Cigneme kaslar1 ve kafatas1 yapilar1 kemiricileri siniflandirmak icin 6nemli
morfolojik 6zelliklerdir. Her bir grup kafatasi yapisi, ¢cenenin kafatasi ile yapmis oldugu
baglantiyla birbirinden ayrilir. Rodentia ordosu, cigneme kaslarinin konumuna goére bazi

kaynaklarda 4, bazilarindaysa 5 alttakima ayrilmaktadir [1].

Rodentia takimimi digerlerinden ayiran en 6nemli ayiric1 karakterler, kdpek disleri ve 6n
az1 dislerinin kaybolmasi ile olusan diastema boslugudur. Diastema boslugu iist kesici
diglerle birinci az1 (molar) dis arasinda bulunan ve besinleri toplamak i¢in kullanilan bir
bosluktur. Her iki ¢cenenin oniinde bulunan ikiser adet kesici dis tiim kemiricilerin ortak
ozelligi olup bu disler kdksiizdiir ve devamli biiyiirler. Kesici dislerin kirilmasi halinde
yerine yeni dig ¢cikmayacagindan dolay1 kirilan disin karsisindaki dis devamli biiyiiyerek
hayvanin 6limiine neden olabilir [1]. Azt molar dislerin en 6nemli 6zelligi ¢igneme
yiizeylerinde mine katlanmalarinin bulunmasidir. Bu disler kemirmede kullanilmaz ve
biiytimezler. Kemiricilerin genel dis formiilii 1/1 0/0 0/0 3/3 = 16’dir. Baz1 kemirici
tiirlerinde 6n az1 (premolar) dislerde bulunur. Bunlarin sayis1 hi¢gbir zaman iki ciftten

fazla olmaz. Kemiriciler en fazla 22 dise sahiptirler [2].

Bazi tiirlerde besinin toplanmasma yarayan yanak keseleri vardir. Mideleri basit,
korbagirsaklar1 uzundur. Kuyruklar1 ¢ogunlukla uzun, bazi tiirlerde pullarla ortiiliidiir.
Toprak altinda tiineller kazarak yasayanlarda tirnaklar gelismistir. Gozler yasam
bicimine bagl olarak farkli biiyiikliikte olabilir. Toprak altinda yasayanlarda gozler
kiiciilmiis hatta bazi tiirlerde korelerek deri altinda kalmistir. Gececi olanlarda ise
oldukca biiyiiktiir. Gozler basm yan taraflarinda yer aldiklarindan hem ©onii hem de
arkayr ayn1 anda gorebilirler. Suda yasayanlarda gézler basin iist kismindadir. Kulaklar

da yasam bicimine gore degisik sekiller gosterir. Ornegin, toprak altinda ve suda



yasayanlarda olduk¢a kiiciilmiigtiir. Kemiriciler genellikle herbivor ya da
omnivordurlar. Ureme kapasiteleri ¢cok yiiksektir. Gebelik siireleri 14-170 giin arasinda
degisir. Cogunlukla yilda birka¢ defa dogururlar ve her dogumda 1-18 yavru yaparlar.
Bazi tiirleri insanlar i¢in hastalik tagimalar1 nedeniyle ya da ekonomik yonden zararhdir
[3].

1.2 Familya: Spalacidae Gray, 1821

Korfareler yiiksek derecede toprak alt1 hayata uyum gostermis hayvanlardir. Neredeyse
tamamen toprak altinda yasarlar ve kokler, rizomlar ve soganlarla beslenirler. Bir dig
acikligi bulunmayan gozler kiigiilmiis ve gorevini yitirmistir. Dig kulak gerilemistir ve
kuyruk bulunmaz. Ayaklar kazmak i¢in adapte olmamustir, bu fonksiyon basin buldozer
etkisi ile dislerle yerine getirilmektedir. Pencgeler ozellikle genislememistir. Kafatasi
fossorial (kazic1) hayat i¢in oldukca farkhilagmistir ve yetiskinlerde kuvvetli sekilde
egimli bir yapr1 kazanmistir. Supraoccipital bdlge posterior zygomatik koklerin
seviyesine ulasarak one dogru meyillesmistir. Bdylece kafatasinin toplam uzunlugunun
1/3 veya daha fazlasimi kapsar. Zygomatik plate’ler nispeten dardir; infraorbital
foramina genistir. Foramina incisiva ¢ok kiiciiktiir ve dar bir yarik seklindedir.
Pterygoid fossa dorsal olarak kapanmamistir ve bdylece genis bir foramen gibi goriiliir.
Kesici disler oldukca genistir, alt kesiciler mandibul {izerinde kondillerin gerisinde
giicli cikintilar (process) olusturur. Cigneme disleri kokliidiir; genc hayvanlarin
dislerinin i¢ ve dis girintili kivrimlar kisa siirede tag yiizeyinde izole olmus adaciklar
haline gelir [2]. Bas ve viicut uzunlugu 130-310 mm arasinda siralanmaktadir. Ortalama
viicut agirhgi 100-570 gr arasinda degismektedir. Viicut biiyiikligii iklim, toprak tipi ve
habitat verimliligine bagl olarak cografik olarak degismektedir. Kiirk rengi koyu
kahverenginden sarimsi gri rengine kismen toprak yapisina bagh olarak degismektedir.

Kiirk olduk¢a yumusak, yogun ve esnektir [4].
1.3 Cins: Spalax (Nannospalax) Giildenstaedt
Tip Tiirii: Spalax microphthalmus Guldenstaedt, 1770.

Sinonimler: Anotis Rafinesque, 1815; Aspalax Desmarest, 1804; Glis Erxleben, 1777;
Macrospalax Mehély, 1909; Mesospalax, Mehély, 1909; Microspalax Mehély, 1909;
Myospalax Hermann, 1783; Nannospalax Palmer, 1903; Ommatostergus Nordmann,

1840; Talpoides Lacepede, 1799; Ujhelylana Strand, 1922.



Sekil 1.1 Manisa-Alasehir’den Prof. Dr. Ahmet KARATAS tarafindan ¢ekilen V.

xanthodon tiiriine ait fotograf

Spalax cinsi bireyleri hayatlarmin neredeyse tamamim toprak altinda disleriyle kazdigi
galerilerde gecirmekte ve bu galerileri acarken rastladiklar1 bitkilerin toprak alti
organlar1 ve bitkiyi kokiinden tutup toprak altina tamamen ¢ekerek yaprak kisimlari ile
beslenmektedir. Kis uykusuna yatmazlar. Soguk kis ve cok sicak yaz donemlerinde
aktivitesini azaltarak uygun mevsimlerde depoladigi besinleri yiyerek yasamaktadir.
Korfareler tarim alanlarinda da yaygimn bir sekilde bulunmaktadir ve ozellikle sogan,
havug, patates gibi yumrulu bitkileri yuvasina tasiyarak depolar ve bu yiizden {iriin
kaybina sebep olurlar. Bir Spalax yuvasinda 20 kg kadar patates bulundugu
belirlenmistir [2]. Viicut renkleri mevsimsel farkliliklar gostermekle birlikte, genel
viicut rengi gdvdenin st tarafi ile yanlarda sarimsi olup ¢ok sik ve yumusak killarla
kaphdir. Kulak bolgesi ile govdenin alt kismi koyu, basin 6n tarafi ise acik gri renktedir.
Alt ¢eneden karina dogru uzanan kisim seyrek tiiylerle kaplidir [5]. Govde silindir
seklinde olup, bas govde kalinligina yakindir. Boyun kisa ve gévde kalinlig1 kadardir.
Agiz kiit, gozler korelmis olup, biiyiik¢e olan ve orta kulaga agilan kulak aciklig: tiiyler
arasinda goriilebilmektedir. Kuyruk mevcut olmayip, bu kisimda ¢ok kiigiik, ciplak bir
cikinti vardir [5].

Dis formiilii: i 1/1, ¢ 0/0, pm 0/0, m 3/3 = 16.
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1.4 Kaynak Ozetleri

Kemiriciler icinde toprak alt1 ekolojik nisini kullanan ekstrem orneklerden olan
Spalacidae familyasinin temsilcileri Anadolu’da bir bolgeden koken almustir.
Glinlimiizde Giineydogu Avrupa, Anadolu, Kafkasya, Transkafkasya, Ukrayna,
Ermenistan, Suriye, Filistin, Israil, Irak, Urdin ve Kuzey Afrika’da yayilis
gostermektedir (Sekill.2) [6, 7].

Yakin gecmiste Spalax Giildenstaedt, 1770 cinsi tammmlanmis ve daha sonra Spalacidae
Gray, 1821 familyasi olusturulmustur. Familyanin kurulusundan bu yana Spalacidae,
familya, cins ve tiirlerinin sistematigi ve filogenisi problemlidir ve arastirmacilar
arasinda heniiz fikir birligi saglanamamistir [6]. Bu sistematik belirsizlik Spalacidae
temsilcilerinin anavatani olan Anadolu’da daha karmasik bir boyut almistir. Bu giine
kadar Anadolu korfareleri iizerine yapilmis sistematik c¢alismalarin cogu, farkh
arastiricilar tarafindan farkli zaman ve bolgelerden alinan, az sayidaki orneklere dayali
tipolojik caligmalar olmus, populasyonlara dayali birka¢ calismada ise, sadece bazi
ozelliklerin istatistiksel analizlerin yapilmasi ile yetinilmistir. Ornegin, Anadolu’dan
Mehély [8] tarafindan kayitlar1 verilen Spalax monticola turcicus sadece 6, S. m.
armeniacus ve S. m. anatolicus sadece 3 ve S. m. cilicicus sadece 1 kafatasina bakilarak
tanimlanmustir. Pek cok arastirici alttiir veya tiir tanimlarin1 yaparken her bir hayvandan
inceledikleri morfolojik karakterlerin varyasyon sinirlarini aragtirmamis, tanimlamalar
sadece birka¢ hayvanda gordiikleri farkhliklar {iizerine yapilmistir. Bu nedenle
gecmisten bu zamana kadar tanimlanan pek ¢ok tiir ve alttiir ya sinonim olmus (S.
labaumei Metschie 1919, S. m. corybantium Hinton 1920, S. m. captorum Hinton 1920)
ya da nomenklatiirden ¢ikarilma durumuna gelmistir (Nannospalax kirgisorum Nehring

1898).
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Sekil 1.2 Spalacidae familyasinin (kirmizi alan) ve Microspalax cinsinin (yesil

sinirlar) yayilislarim gosteren harita [6,7]

Anadolu, Miyosen’den giiniimiize kadar hem jeolojik olaylar bakimindan hem de
klimatolojik acidan diinyanin en hareketli bolgelerinden biridir. Pleistosen’de meydana
gelen soguk donemlerde canlilarin Anadolu’daki daha uygun ortamlar olan vadilere
cekilmesi, bunlarin digindaki cevrelerde hemen hemen tam bir tundra ikliminin hiikiim
siirmesi; bu vadilerde bulunan canlilarin uzun bir siire yalitilmis olarak kalmalari;
Anadolu’yu, zoocografik acidan ¢ok sayida kompartimana bolmiistiir. Ayrica kitalar
arasinda bir gecis bolgesi olmasindan dolayi, jeolojik devirler boyunca farkli kokene
sahip olan canlilarin gecis bolgesi ve sigimmma yeri olmus ve bu nedenle biyogesitlilik
bakimdan oldukc¢a zenginlesmistir [9]. Jeolojik devirler boyunca meydana gelen tiim bu
etkin olaylar, ozellikle korfareler gibi pasif olarak hareket eden canlilar iizerine etkisi

biiylik olmus ve bu canlilarin tiir veya alttiir diizeyinde farklilasmasini saglamistir.

Bu giine kadar Anadolu’dan ilk korfare kayd: Nordmann [10] tarafindan izmir’den S.
typhlus xanthodon adi ile verilmistir. Bunu takiben, Nehring [11] Bosna’dan S.
monticola, Cengenkoy: (Antakya: Iskenderun)’den S. intermedius, Yafa: (Israil)’dan S.

ehrenbergi, Misir’dan S. aegyptiacus, Suriye’nin kuzeyinden S. kirgisorum adi ile yeni



tiirler tantmlamustir. Satunin [12] Kazkoparan: (Kars: Gaziler)’dan S. nehringi adiyla
bagka bir tir tanimlamistir. Mehély [8] Kura: (Ardahan: Gole) nehrinin kaynagi
dolaylarindan S. m. armeniacus, Madenkoy: (Nigde: Ciftehan)’den S. m. cilicicus,
Bornova: (izmir)’dan S. m. anatolicus, Bakirkoy: (istanbul)’den S. m. turcicus adlar1 ile
yeni alttiirler tanimlamistir. Metschie [13] Porsuk: (Eskisehir) nehri civarindan S.
labaumei tiiriinii tanimlamistir. Hinton [14] Murat dag: (Kiitahya: Gediz)’dan S. m.
corybantium ve Cankirr’dan S. m. captorum alttiirlerini tanimlamistir. Misonne [15]
Urfa’dan almis oldugu ornekleri S. ehrenbergi Nehring olarak teshis etmistir. Son
olarak, Coskun [16] GOmemis: (Tunceli)’ten Nannospalax tuncelicus; Coskun [17]
Sarigiillik: (Gaziantep)’ten N. nehringi nevoi, Coskun [18] Saritosun: (Tunceli:

Ovacik)’dan N. munzuri tiirlinii tanimlamistir.

Mehély [8] Spalax cinsi iizerine yaptig1 “species generis Spalax” isimli monografinda,
Spalax cinsini li¢ altcinse (Microspalax, Mesospalax, Macrospalax) bodlerek
incelemistir. Ayrica, Nehring [11] tarafindan tanimlanan S.kirgisorum, S.ehrenbergi, S.
intermedius, S. aegyptiacus tiirlerini S. ehrenbergi tirii altinda toplamis ve bu tiirlerle
birlikte Nehring [19] tarafindan Liibnan’in Holosen ¢okeltilerinden tanimlanan S.fritschi
Nehring tiirleri i¢in Microspalax altcinsini olusturmustur. Mehély [8] S. nehringi
Satunin, 1898 tiiriinii, S. leucodon tiirliniin bir alttiirii olarak degerlendirmis ve bu tiiriin

yayilis sinirlar1 igerisine Tiirkiye-Trakya’y1 da katmustir.

Ognev [1], Mehély [8] tarafindan Spalax cinsi izerine yapilan monografi incelemis ve
Microspalax ile Mesospalax altcinslerinin sinonim olduklarini, bu nedenle Spalax
cinsinin Spalax (Macrospalax) Mehély [8] ve Microspalax Mehély [8] olmak iizere iki
altcinsten olusabilecegini ileri slirmiistiir. Ognev [1] yapmis oldugu caligmasinda bu
altcinsleri, 6zellikle subracondyloid foramina’nin bulunmasi (Spalax) ve bulunmamasi
(Microspalax) durumuna gore aywrmistir. Ognev [1], Nehring [11] tarafindan verilen
Spalax m. i¢in verilen ayirict 6zelliklerin Nordmann [10] tarafindan yeni form olarak
verilen S. t. leucodon icin verilen Ozelliklerle tamamen ayni oldugunu belirterek,
monticola adinin Oncelik kuralina uygun olarak leucodon ile yer degistirilmesi
gerektigini ve S. leucodon isminin gecerli oldugunu sdylemistir. Ayrica Ognev [1] S. L
nehringi Satunin, 1898 ve S. [ armeniacus Mehély [8] 1909 alttiirlerinin benzer

olduklarmi sdylemistir.



Ellerman ve Morrison-Scott [20], Mehély [8] tarafindan Spalax cinsi i¢in tanimlanan ti¢
altcinse ait tip Ornekleri arasinda fark bulunmadigir ve bu cinsi altcinslere ayirmanin
hatali oldugunu ileri siirmiistiir. Hatta bu cins i¢inde sadece ii¢ tiiriin bulundugunu (S.
microphthalmus Giildenstaedt, S. ehrenbergi Nehring, S. leucodon Nordmann) ve bu

tiirlerden sadece S. leucodon’un Tiirkiye’de yayihis gosterdigini belirtmistir.

Topachevskii [7] yasayan korfareleri Spalacinae subfamilyasi altinda incelemistir. Bu
familyay1 ilk once iki cinse (Microspalax Nehring, 1897 ve Spalax Giildenstaedt, 1770)
bolmiistiir. Daha sonra Microspalax cinsini ise iki altcinse (Microspalax Nehring, 1897
ve Mesospalax Mehely, 1909) ayirmistir. Anadolu’da yayilis gosteren S. ehrenbergi
Nehring 1898 tiiriinii Microspalax altcinsi altinda, S. nehringi Satunin, 1898 ve S.
leucodon tiirlerini ise Mesospalax altcinsi altinda incelemistir. Topachevskii [7]
calismasinda Nehring [11] tarafindan Anadolu’dan tanimlanan dort tiirii Mehély [8]
simiflandirmasma uygun olarak (S. ehrenbergi, S. kirgisorum, S. intermedius, S.
aegyptiacus) S. ehrenbergi tiirii altinda birlestirmistir. Boylece S. ehrenbergi tiiriiniin
Misir, Suriye, Liibnan, Urdiin, Tiirkiye nin Giiney Dogusunda yayilisa sahip oldugunu
belirtmistir. Ayrica S. e. ehrenbergi Nehring 1898’in Tiirkiye’ nin giineyinde bir alanda
yayilisa sahip oldugunu soylemis fakat bu alttiiriin kesin yayilis sinirlar1 hakkinda tam
bir bilgi verememistir. Tam bir yayilis sinirlar1 vermese de S. nehringi Satunin, 1898
tiirliniin Anadolu’da yayilisa sahip oldugunu soyleyerek bu tiirii iki alttiire bolmiistiir.
Mehély [8] tarafindan suan ki Kura: (Ardahan: Gole) nehri dolaylarindan verilen diger
bir alttiir olan S. n. armeniacus tiiriinii, S. n. nehringi Satunin, 1898 icinde siiflandirmig
ve Tiirkiye’nin Dogusundaki Agr1 Dagi’nin batisindaki havzada yayilis gosterdigini
belirtmistir. Mehely [8] ve Hinton [14] tarafindan verilen diger alttiirleri ise (S. n.
cilicicus Mehély [8]; S. n. anatolicus Mehély [8]; S. n. turcicus, Mehély [8]; S. n.
corybantium Hinton; S. n. captorum Hinton) S. n. cilicicus Mehély [8] alttiirii altina
toplamigtir. Topachevskii [7] ilk 6nce Nehring [11] ve ondan sonra Mehely [8]
tarafindan Balkan iilkeleri, Romanya, Macaristan ve Trakya’da bulundugu kabul edilen
S. leucodon Nordman, 1840 tiirlinii iki alttiire bolmiistiir (S. [ leucodon Nordmann,
1840 ve S. I. monticola Nehring, 1898). Bu tiirlerden S. [. monticola Nehring alttiiriiniin
Yugoslavya, Yunanistan’in Kuzeyi, Bulgaristan, Macaristan ile birlikte Trakya-

Tiirkiye’de bulundugunu belirtmistir.



Corbet [21], Topachevskii [7] ve Mehély [8] tarafindan korfareler icin yapilan
siniflandirmanin ¢ok karmasik oldugunu belirterek, korfareleri iic congenerik (hemcins)
species (S. microphthalmus Gilildenstaedt, S. giganteus Nehring, S. leucodon
Nordmann) altinda toplamistir. Corbet [21], Harrison [22] ¢aligmasina paralel olarak, S.
leucodon ve S. ehrenbergi tiirlerininin conspesific oldugunu belirtmistir. Corbet [21] bu
tiirlerden sadece S. leucodon’un Anadolu’da yayilis gosterdigini soylemistir. Fakat
Corbet ve Hill [23] calismasinda Spalacidae familyasini iki cins (Spalax ve
Nannospalax) ve sekiz tiire bolmiistiir. Bu cinslerden Nannospalax (Spalax,
Microspalax, Mesospalax) ii¢ tiir ile temsil edilmektedir (N. ehrenbergi, N. leucodon, N.

nehringi) ve sadece N. nehringi tirii Anadolu’da yayilisa sahiptir.

Mursaloglu [24], Ognev [1]’in calismasina dayanarak Tiirkiye korfare orneklerini
subracondyloid foramina’nimn bulunmasi bakimindan Microspalax altcinsi icinde
incelemistir. Yaptig1 calismada Tiirkiye’de sadece iki tiiriin S. leucodon, Nordmann
(Anadolu ve Trakya) ve S. ehrenbergi Nehring (Glineydogu Anadolu) bulundugunu

belirtmistir.

Gromov ve Baranova [25] yaptig1 calismada yasayan korfareleri Spalacidae Gray, 1821
familyas1 altinda iki cins altinda simiflandirmistir (Nannospalax Palmer, 1903 ve Spalax
Giildenstaedt, 1770). Gromov ve Baranova [25], Microspalax Nehring, 1898 cins
isminin daha 6nce Megnin ve Trouessart (1884) tarafindan Acarina i¢in kullanildigini,
oncelik kuralina gore Microspalax Nehring cins isminin Nannospalax Palmer, 1903 ile
yer degistirilmesi gerektigini soylemistir. Gromov ve Baranova [25] iki cins i¢inde on
yasayan tiir tamimlamis ve tiirlerden sadece Nannospalax nehringi Satunin,

Nannospalax leucodon Nordmann tiirlerinin Tiirkiye’de bulundugunu belirtmistir.

Kivang [26], Mursaloglu [24]’nun Ornekleri iizerine yaptigi doktora tez calismasinda,
Tiirkiye’den 1100 korfare ornegini inceleyerek, Spalax cinsine ait S. leucodon ve S.
ehrenbergi tiirleri ile bu tiirlere ait S. L nehringi, S. I. armeniacus, S. L. cilicicus, S. L.
anatolicus, S. L. turcicus, S. e. intermedius ve S. e. kirgisorum alttiirlerinin Tirkiye’de
yayilis gosterdigini bildirmistir. Bu tiirlerden S. leucodon’un Tiirkiye’nin Dogu
Anadolu, I¢ Anadolu, Karadeniz, Marmara, Ege ve Akdeniz bolgelerinde yayilis
gosterdigini belirtmistir. Bu tiirlin alt tiirlerinden S. . nehringi’nin Dogu Karadeniz’de,
Dogu Anadolu’da, Munzur ve devami olan daglar boyunca Anamur’a dogru; S. L
armeniacus’un Artvin, Ardahan yorelerinde; S. I cilicicus’un 19 Anadolu’da ve Orta

Karadeniz’de; S. [. anatolicus’un Ege ve Akdeniz bolgelerinde; S. . turcicus’un Trakya
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ve Bolu, izmit yorelerinde yayilis gosterdigini belirtmistir. Ayrica S. ehrenbergi tiiriiniin
ise Dogu Anadolu bolgesinin giineyinde ve Giineydogu Anadolu bdlgesinde yayilis
gosterdigini, bu tiiriin alttiirlerinden S. e. kirgisorum’un Urfa bolgesinde, S. e.
intermedius’un Urfa civar1 haric Dogu Anadolu bélgesinin giineyinde ve Giineydogu

Anadolu bolgesinde yayilis gosterdigini belirtmistir.

Harrison and Bates [2] Arabistan Memelileri iizerine yapmis oldugu c¢alismada Libya,
Arap Yarimadasi, Anadolu, Trans Kafkasya ve Avrupa’nin Giiney Dogusunda Spalax

leucodon Nordmann tiiriiniin bulundugunu belirtmistir.

Wilson ve Reeder [27] korfareleri Spalacidae Gray, 1821 familyas: ve tek bir cins
(Spalax Giildenstaedt, 1770) altinda incelemistir. Spalax cinsini altcins’e ayirmamustir.
Bu cins altinda 13 tiir tanimlamistir. Bu tiirlerden Spalax ehrenbergi (Nehring, 1898)
(Turkiye’nin Giiney Dogusu), Spalax leucodon Nordmann, 1840 (Tirkiye’nin Kuzey
Batisi, Trakya ve Marmara bolgesinde) ve Spalax nehringi (Satunin, 1898) (Gokc¢eada,
Bozcaada, Trakya, Giiney Dogu Anadolu haricinde tiim Turkiye’de) tiirlerinin

Tiirkiye’de yayilisa sahip oldugunu belirtmistir.

Krystufek and Vohralik [28] Tiirkiye ve Kibris memelileri tizerine yaptig1 calismada
Tirkiye korfarelerini biitiin ayrintilariyla incelemistir. Bu ¢alismasinda Tiirkiye’de
tic korfare tiirtiniin bulundugunu, bu tiirlerden S. ehrenbergi tiiriiniin Tirkiye nin
Giineydogu Anadolu boélgesinde, S. leucodon’un Trakya’da ve S. xanthodon
tirliniin ise her iki tiirtin yayilis alanlarinin haricinde kalan biitiin Anadolu’da

yayilisa sahip oldugunu belirtmistir.

Yukarida verilen ¢aligmalar genellikle yayilis kayitlar: ile birlikte morfolojik 6zelliklere
dayali ¢calismalardir. Bu ¢alismalar sonucunda bazi arastiricilar korfareleri tek bir cins
altinda [1, 2, 20, 21, 27, 28, 29], bazilari ise iki cins altinda [7, 25], baz1 arastiricilar ise
cinsleri altcinslere aywrarak smiflandirmiglardir [7, 8, 30,]. Diinya literatiirii gézden
gecirildiginde, genellikle morfolojik calismalarda Topachevskii [7] nin ortaya koydugu
siniflandirmanin benimsendigi ve takip edildigi goriilmektedir. Tiirkiye’de Spalacidae
ile ilgili caligsmalar dikkate alindiginda, cins ve altcinslerin taksonomik durumunun
heniiz tam olarak agikliga kavugsmadigi goriiliir. Zira baz1 calismalarda Ognev [1]’in
ortaya koydugu ve Mursaloglu [24] nun da teyit ettigi cins ve altcinsler kullanilmakta,
bazi calismalarda ise Tiirkiye’de Topachevskii [7]’nin cins ve altcinsleri

kullanilmaktadwr. Tiirkiye Spalacidae familyasindaki cins ve altcins problemlerinin



¢Oziimil iizerine kapsamli bir calisma yapilmadigi icin, bu calismada Tiirkiye’de
yayilisa sahip olan korfareler Topachevskii [7]’a uygun olarak Microspalax Nehring,
1898 cinsi i¢inde smiflandirilmistir. Fakat Microspalax Nehring, 1898 cinsi daha 6nce
Microspalax Megnin and Trouessart, 1884 seklinde bir Acarina i¢in kullanildig: icin [1,
25], oncelik kuralina uygun olarak biz bu calismada korfarelerde Microspalax yerine

Nannospalax Palmer, 1903 cins ismini kullanmay1 uygun bulduk.

Tiirkiye sinirlar1 i¢inden korfareler icin bu giine kadar cesitli arastiricilar tarafindan 6
tiir ve 8 alttiir tanim1 yapilmistir. Bu zamana kadar tanimlanmis tiir ve alttiirler tizerine
yapilan morfoloji temelli caligmalar, Tiirkiye’de sadece {ii¢ tiiriin (Nannospalax
ehrenbergi, N.xanthodon (sinonim N. nehringi), N. leucodon) bulundugunu isaret
etmektedir [27, 28]. Fakat son 30 yil i¢inde bu familya mensuplar1 iizerinde yapilan

karyolojik ¢alismalar, korfarelere taksonomisini daha karmasik bir hale sokmustur.

Tiirkiye’deki Nannospalax (=cins Topachevskii’ye gore Microspalax, altcins Mehely’e
gore Microspalax = Microspalax + Mesospalax) tiirleriyle ilgili karyolojik ¢alismalar,
Tiirkiye’deki her ¢ tiirlinde, diploid kromozom sayilar1 farklt ¢ok sayida
populasyondan (Sitotip) olustugunu gostermektedir. Bu tiirlerden Balkan iilkelerinde ve
Trakya’da genis yayilisa sahip olan Nannospalax leucodon iizerine yapilan karyolojik
caligmalar, bu tiiriin diploid kromozom sayisinin 2n= 46 — 58, Temel Kromozom Kol
Sayis1 (NFa) = 72 — 94 arasinda degisen yaklasik 30 sitotipten olustugunu
gostermektedir [6, 31]. Fakat Trakya’da yalnizca 2n = 56 NFa = 72 (Gelibolu-Eceabat;
[31]) ve 2n= 56 NFa = 74 (Trakya’nin geri kalan kismi, [32]) olmak tizere iki sitotip
bulunmaktadir.

Anadolu’da genis bir yayilisa sahip tiir olan Nannospalax xanthodon (N. nehringi’ nin
sinonimi) tizerine yapilan karyolojik ¢alismalar, bu tiir i¢cinde diploid kromozom sayis1
2n= 36 - 62 arasinda, Temel Kromozom Kol Sayis1 (NFa)= 64 - 84 arasinda degisen 28
farkl: sitotipin bulundugunu géstermektedir [31- 44].

Urdiin, Israil, Misir ve Tiirkiye (Giineydogu Anadolu)’de bulunan bir diger tiir olan
Nannospalax ehrenbergi iizerine yapilan karyolojik calismalar, bu tiirtin diploid
kromozom sayisinin 2n= 48 — 62 arasinda, Temel Kromozom Kol Sayisinin (NFa)= 62 -
86 arasinda degistigini gostermektedir. Tiirkiye ornekleri iizerine yapilan ¢alismalarda
ise diploid kromozom sayisi 2n= 48, 52, 54, 56, 58 olan ve Temel Kromozom Kol
Sayis1 (NFa)= 62, 64, 68, 70, 72, 76, 78, 82 olan yaklasik 12 sitotip tanimlanmustir [35,
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37, 38, 45, 47]. Sonug olarak, Tiirkiye’deki mevcut ii¢ tiirde tanimlanmis sitotip sayisi
42’ye ulasmistir. Her ne kadar morfoloji temelli calismalarla bu cinsin Tiirkiye’deki
taksonomik durumu hakkinda bazi sonuglara varmislarsa da son yillarda hiz kazanan
karyolojik caligmalar sonucu, belirlenen sitotiplerin nasil smiflandirilacagr arastiricilar
arasinda tartisma konusu olmustur. Zira Israil’de yayilis gosteren Nannospalax
ehrenbergi’ye ait dort sitotip (2n = 52, 54, 58, 60), ayr1 birer tiir olarak tanimlanmistir
(N. galili, N. golani, N. carmeli, N. judaei) [48]. Israil’deki bu durum, evrimsel olarak
birbirinden daha 6nce ayrilmig atasal formlarm bulundugu Tiirkiye ornekleri iizerinde
arastirilmis ve Anadolu’da 20°den fazla tiiriin bulundugu ileri siiriilmiistiir [37, 49, 50,
51]. Tiirkiye korfare tiirleri i¢in belirlenen sitotiplerin fazlaligi ve herbir tiir i¢indeki
sitotiplerin morfolojik olarak c¢ok benzer 6zellikler gostermeleri bu sitotiplerin
arastirmacilar tarafindan ayr1 bir takson olarak tanimlanmasini zorlastirmistir. Bundan
dolay1 pek cok arastrict mevcut sitotipleri tiir iistii bir kategoride gruplama ihtiyact
duymus ve mevcut tiirleri taksonomik bir kategori olmayan “Superspecies=tisttiir”

olarak kabul etmislerdir [6, 37, 52].

Populasyon genetigi ve filogeni calismalarinda kullanilan ¢ogu belirtecler, Israil
korfarelerinde arastirilmis ve Israil sitotipleri icin tamimlanan (S. galili, 2n=52; S.
golani, 2n=54; S. carmeli, 2n=58; S. judaei, 2n=60) tiirlerin filogenetik yapilar1 ve
evrimsel a¢ilimlar1 detayli olarak calisiimustir [48]. Ilk calisma Israil’de 1989 yilinda, N.
ehrenbergi tiirliniin kromozomal formlar1 arasinda DNA-DNA hibridizasyon ¢alismalari
ile baglamistir [53]. Bunu takiben yine Israil’de Haptoglobin [54] ve Aldolase [55]
DNA polimorfizm c¢alismalari ile devam etmistir. Son iki ¢alismada elde edilen DNA
farkl restriksiyon enzimleri ile kesilerek (RFLP) varyasyon arastirmasi yapilmis ve bu
tirde cok fazla varyasyonun oldugu tespit edilmistir. Sonraki calismalar, RAPD
(Rastgele ¢ogaltilan polimorfik DNA) ve daha sonra ise bircok mtDNA bolgesinin PCR
ile ¢cogaltilip ya RFLP ya da DNA dizi analizleri ile yapilan arastirmalardir [56, 57, 58,
59].

Bu zamana kadar Tirkiye korfare ornekleri iizerine sinirli sayida genetik calisma
yapilmigtir. Yapilan ¢aligmalar genellikle sinirh 6rnek serisi tizerine, birkag sitotip
izerine yapilan caligsmalardir. Her ne kadar bu calismalarda birkag sitotip ¢alisilmis olsa
da, elde edilen sonuglar, Tiirkiye korfarelerinin taksonomik durumu hakkindaki genel
manzaranin tahmini icin ¢ok degerli bilgiler saglamistir. Ornegin Nevo et al. [37],

Tiirkiye’den N. xanthodon’a ait 20 lokaliteden elde ettigi 55 6rnek ve N. ehrenbergi’ye
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ait 4 lokaliteden 14 Ornek, her iki tiir icin toplam 9 sitotip lizerine yaptigi allozim
caligmasinda, ortaya c¢ikan heterozigotluk (H) ve karyolojik calismalar sonucundaki
diploid kromozom degerlerinin (2n), Anadolu ve Israil’de ekolojik olarak sert ve kurak
bolgelere gidildik¢e bir artis egiliminde oldugunu vurgulamaktadir. Bu calismada
degerlendirilen 37 loci’nin 5’inin her iki siiper tiirde farkl allellere (Adh, Me-1, Pt-1,
Mpi, Np) fikse oldugu belirlenmistir. Buna ek olarak siiper tiirler i¢inde, baz1 sitotipler
arasinda da dikkate deger genetik farkliliklar belirlenmistir. Bu nedenle Nevo [37],
mevcut sitotiplerin ayr1 biyolojik tiirler olarak degerlendirilmesi gerektigini ileri

surmiistiir.

Tiirkiye korfare populasyonlar1 iizerine yapilan diger bir onemli ¢calismada, Suzuki et al.
[50] Tiirkiye’den N. xanthodon 6rneklerine ait 10 lokaliteden {i¢ sitotip (2n=38, 54, 62),
Tiirkiye’den N. ehrenbergi igin iki lokaliteden iki sitotip (2n=52 ve 58), Israil’den bir
sitotip (2n=54) ve Misir’dan bir sitotip (2n=60) olmak iizere toplam 14 farkl
lokaliteden alinan 6rneklerin genom DNA 6ziitiiniin 10 restriksiyon enzimi ile kesimi
yapilarak ribozomal DNA (rDNA) ve mitokondriyal DNA (mtDMA) farkliliklarini,
kromozomal formlarin populasyon yapilarimi ve evrimsel iliskilerini ortaya ¢ikarmaya
calismiglardir. Calisilan N. xanthodon ve N. ehrenbergi tiirleri arasinda rDNA
bakimindan ortalama % 8, her bir tiir icinde ortalama % 4 farklilik bulunmustur. Tiir
icerisindeki farkliliklarin  6zellikle diploit kromozom sayisiyla iliskili oldugu
belirtilmistir. Bununla birlikte ayn1 diploid kromozom sayisina sahip drnekler arasinda
yaklasik olarak % 1,5 farklilik belirlenmistir. N. ehrenbergi 6rnekleri arasinda mtDNA
bakimindan % 10 ve N. xanthodon ornekleri arasinda % 12 gibi daha yiiksek bir

farklilik degeri bulunmustur.

Arslan et al. [51] ise Tiirkiye’den 13 6rnekte Mitokondrial DNA’nin sitokrom b geninin
630 baz ciftlik bolgesinin sekans analizini caligmistir. Bu ¢aligmada sadece ii¢ sitotip
(2n= 40, 54, 60) calsilmis ve bu sitotiplerin sitokrom b haplotipleri filogenetik
analizlere tabi tutulmustur. Bu calisma sonucunda ii¢ sitotip arasinda yiiksek seviyede
genetik farklilik belirlenmis ve ii¢ sitotipin birbirinden farkli ti¢ ayr1 allopatrik tiir

oldugu ileri siiriilmiistiir.

Tiirkiye bu cinsin gen merkezi [49] olmasina ragmen korfareler iizerine bugiine kadar
caligmalar kromozom ve morfoloji iizerinde yogunlasmis, populasyon genetigi,
taksonomisi ve filogenileri tizerine molekiiler temelli ¢calismalar ise az 6rnege dayal

birkac sitotip iizerine yapilan ¢alismalar ile smirli kalmistir. Populasyonlarin sahip
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oldugu tiir ve alttiir diizeyleri, kromozomal formlarin belirli belirteclere gore gosterdigi
farkliliklar, cevresel etmenlerle iliskileri ve evrimsel gelisimleri hakkindaki ¢calismalarin
yapilmasi1 gerekmektedir. Evrimsel olaylar1 agiklamada model bir organizma olmasina

karsin, Tiirkiye Spalax populasyonlar1 bu a¢idan simdiye kadar cok az ¢alisilmstir.

Yukarida belirtildigi gibi sadece geleneksel morfolojik caligmalar ile elde edilen
sonuglar ve karyoloji temelli ¢alismalarla elde edilen sonuglar1 kullanilarak belirli
kararlara varmak hatali sonuclar dogurmaktadwr. Biitiin bu bilgilere dayanarak
Tiirkiye’den bu zamana kadar tanimlanan korfare tiirlerinin, alttiirlerinin ve sitotiplerin
taksonomik durumlarinin kesinlik kazanmadigi, mevcut sitotiplerin ise tiir seviyesinde
genetik farkliliklar gostermesi nedeniyle, bu zamana kadar tanimlanmig olan tiir,
alttiirlerin taksonomik durumlarmin suan ki bilgilerimiz 1s181inda gecerliliklerinin
aragtirilmasi ve saglam bir zemine oturtulmasi gereklidir. Ozellikle Nevo et al. [37],
Tiirkiye’deki korfareleri karyolojik ve elektroforetik olarak inceleyerek Tiirkiye’de
morfolojik calismalara gore yapilan taksonomik durumun bu cinsin taksonomisini
gercek¢i bir sekilde yansitmadigini ve bu yiizden Tiirkiye’deki Spalacidae
taksonomisinin morfolojinin yan1 swra karyolojik ve genetik olarak yeniden

degerlendirilmesi gerektigini vurgulamistir.

Bu calisma ile Tiirkiye’deki Nannospalax genusu temsilcileri izerine bu zamana kadar
yapilan morfolojik, karyolojik ve genetik c¢aligmalarmm sonuclar1 ile bizim
caligmalarimizin sonuclar1 birlestirilerek mevcut korfare tiirleri arasinda ve igindeki
genetik farkliliklar ve benzerliklerin arastirilmast amaclanmistir. Bu amagcla,
Tiirkiye’den tanimlanan tiir, alttiirler ve sitotiplerin taksonomik durumlari, Tiirkiye’ nin
hemen her yerinde yaptigimiz arazi caligmalari sonucunda elde ettigimiz genis caph

ornek serisi ile analiz edilmistir.
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BOLUM II
MATERYAL VE YONTEM
2.1 Materyalin Toplanmasi ve Hazirlanmasi

Bu ¢alisma hem arazi hem de laboratuvar olmak iizere iki agsamali yiiriitiilmiistiir. Arazi
caligmalarinin yapildig1 ve orneklerin alindig1 lokaliteler Cizelge 2.1 ve Sekil 2.1°de
harita tizerinde gosterilmistir. Toplam 94 korfare 6rnegi 62 lokaliteden toplanmustir. N.
ehrenbergi tiiriinde tek sitotipe ait (2n=56) 12 6rnek, N. xanthodon tiirtinde 9 sitotipe ait
(2n=36, 38, 40, 50, 52, 54, 56, 58, 60) 82 ornek iizerine caligilmistir. Araziden toplanan
ornekler kapanlar ile canli olarak laboratuara getirilmis, hayvan bakim odasinda bir siire
bekletildikten sonra Hayvan Deneyleri Etik Kurulu yonetmeligine uygun olarak
deneylere tabi tutulan 6rneklerin standart dig olciileri (tiim boy, ardayak) ve agirliklar1
(gr) almmistir. Hayvanlar iizerine yapilan deneyler Nigde Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun 12.12.2011 tarihli 8. Toplantisinda alinan 1. Karar1
dogrultusunda gerceklesmistir. Hayvanlarin araziden canli olarak yakalanmasi Orman
ve Su Isleri Bakanlig1 Doga Koruma ve Milli Parklar Genel Miidiirliigii’niin 14.10.2011
tarihli  ve  B.23.0.DMP.0.15.01-510.02-15759  sayili  arastrma  izni ile
gerceklestirilmistir. Araziden yakalanan hayvanlarin Ford ve Hamerton [60]’a gore
“Colchicinehypotonic citrate” teknigi kullamlarak karyotip analizleri yapilmustir. Ayrica
araziden toplanan canli 6rneklerden RFLP-Pcr calismalarinda daha sonra kullanmak

tizere kan ve doku 6rnekleri alinmis ve -86 °C derin dondurucuda muhafaza edilmistir.
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Cizelge 2.1 Calismada kullanilan korfare orneklerinin laboratuar kayit numaralar1 ve

orneklerin toplandig1 bolgeler. H.N: Haritadaki numarast

N | HN Kayit Lokalite 2n, NF Rakim Enlem Boylam
Numarasi

1 1 62569 | Yaghanh Koyii: (Aydin: Kogarli)) | 2n=36 NF=68 35m 37°44N 27°34E
2 1 62502 | Yaghanh Koyii: (Aydin: Kogarl)) | 2n=36 NF=68 35m 37°44N 27°34E
3 2 62079 Haydarli Kyii: (Aydin: Kocarl) 2n=36 NF=68 26 m 37°44N 27°33E
4 2 62093 | Haydarli Koyii: (Aydin: Kogarlr) 2n=36 NF=68 26 m 37°44N 27°33E
5 3 61979 | Biyikli Kdyii: (Aydin: Kogarl) 2n=36 NF=68 41m 37°45N 27°34E
6 4 61619 | Comlekei: (Balikesir: Bigadic) 2n=38 NF=74 417 m 39°29N 28°02E
7 5 61602 | Kepsut: (Balikesir) 2n=38 NF=74 80 m 39°41N 28°10E
8 6 61329 | Foca-Bagarasi: (Izmir) 2n=38 NF=74 100 m 38°40N 26°45E
9 6 61653 | Foca-Bagarasi: (Izmir) 2n=38 NF=74 100 m 38°%40N 26°45E
10 7 61314 | Akhisar: (Manisa) 2n=38 NF=74 132m 38°55N 27°51E
11 7 61532 | Akhisar: (Manisa) 2n=38 NF=74 132m 38°55N 27°51E
12 8 62679 Yesildag: (Konya: Beysehir) 2n=40 NF=72 1130 m 37°32N 31°28E
13 8 62639 | Yesildag: (Konya: Beysehir) 2n=40 NF=72 1130 m 37°32N 31°28E
14 8 626892 | Yesildag: (Konya: Beysehir) 2n=40 NF=72 1130 m 37°32N 31°28E
15 9 62259 Yenisarbademli: (Isparta) 2n=40 NF=72 1210 m 37°42N 31°23E
16 9 62543 Yenisarbademli: (Isparta) 2n=40 NF=72 1210 m 37°42N 31°23E
17 9 62629 | Yenisarbademli: (Isparta) 2n=40 NF=72 1210 m 37°42N 31°23E
18 10 48879 | Susuz: (Kars) 2n=50NF =70 1930 m 40°46N 43°20E
19 11 48804 | Selim: (Kars) 2n=50NF =70 1955 m 40°27N 42°47E
20 12 53069 Gole: (Ardahan) 2n=50 NF=70 2196 m 40°47N 42°36E
21 12 52869 Gole: (Ardahan) 2n =50 NF =70 2196 m 40°47N 42°36E
22 13 33699 | Merkez: (Ardahan) 2n=50NF =70 1881 m 41°06N 42°42E
23 13 33222 | Merkez: (Ardahan) 2n=50NF =70 1881 m 41°06N 42°42E
24 14 46423 | Egribel Gegidi: (Giresun) 2n=50 NF=72 2174 m 4026 N 38°24E
25 14 46457 Egribel Gegidi: (Giresun) 2n=50NF =72 2174 m 4026 N 3824E
26 15 46719 | Demirézii: (Bayburt) 2n=50NF =72 1744 m 40°09N 39°53E
27 15 46613 | Demirézii: (Bayburt) 2n=50 NF=72 1744 m 40°09N 39°53E
28 16 46699 | Ovid Dag: (Rize) 2n=50 NF=72 1012 m 40°47N 40°32E
29 16 46483 | Ovid Dag: (Rize) 2n=50NF =72 1012 m 40°47N 40°32E
30 | 17 33244 | Erzurum 20 km Dogu 2n=50NF =72 2376 m 40°01N 41°27E
31 18 21699 | Sebil Yaylast: (Mersin) 2n=52 NF=72 G 1080 m 37°07N 34°33E
32 18 21653 | Sebil Yaylast: (Mersin) 2n=52 NF=72 G 1080 m 37°07N 34°33E
33 18 21669 | Sebil Yaylast: (Mersin) 2n=52 NF=72 G 1080 m 37°07N 34°33E
34 19 38512 | Camliyayla: (Mersin) 2n=52 NF=72 G 2024 m 37°16N 34°33E
35 19 26583 | Camliyayla: (Mersin) 2n=52 NF=72 G 2024 m 37°16N 34°33E
36 20 40097 Yenicaga: (Bolu) 2n=52 NF=70 K 1000 m 40°46N 32°01E
37 21 39857 Demirciler: (Bolu: Mengen) 2n=52 NF=70 K 690 m 40°57N 32°05E
38 [ 22 48499 | Seben: (Bolu) 2n=52 NF=70 K 761 m 40°24N 31°34E
39 | 23 48303 | Gerede: (Bolu) 2n=52 NF=70 K 1326 m 40°47N 32°11E
40 | 24 42013 | Abant: (Bolu) 2n=52 NF=70 K 868 m 40°43N 31°32E
41 25 42039 | Mudurnu: (Bolu) 2n=52 NF=70 K 880 m 40°27N 31°12E
42 | 26 45729 | Seyfe Gélii: (Kirsehir) 2n=54 NF=74 1135 m 39°I1N 34°20E
43 | 26 45719 | Seyfe Gélii: (Kursehir) 2n=54 NF=74 1135 m 39°11'N 34°20E
44 1 27 5170Q | Kirikkale 5 km dogu 2n=54 NF=74 744 m 39°50N 33°33E
45 | 27 51724 | Karikkale 5 km dogu 2n=54 NF=74 744 m 39°50N 33°33E
46 | 28 54524 | Karikkale 10 km dogu 2n=54 NF=74 773 m 39°51N 33°35E
47 | 29 34997 | Elmali: (Mersin: Giilek) 2n=56 NF=72 G 1835 m 37°22N 38°%5E
48 29 34974 Elmali: (Mersin: Giilek) 2n=56 NF=72 G 1140 m 37°15N 34°46E
49 30 35009 Karbogazi: (Mersin: Giilek) 2n=56 NF=72 G 1305 m 37°18N 34°43E
50 | 31 47939 | Yilanh Kéyii: (Isparta: Aksu) 2n=56 NF=72 B 1227 m 37°47N 30°59E
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Cizelge 2.1 Calismada kullanilan korfare orneklerinin laboratuar kayit numaralar1 ve

orneklerin toplandigi bolgeler. H.N: Haritadaki numarasi (Devam)

N HN Kayit Lokalite 2n, NF Rakim Enlem Boylam
Numarasi
51 31 62709 | Yilanh Koyii: (Isparta: Aksu) 2n=56NF=72 B 1227 m 37°47N 30°59E
52 | 32 61419 | Kula: (Manisa) 2n=56NF=72 B 661 m 38°32N 28°38E
53 | 32 61354 | Kula: (Manisa) 2n=56NF=72 B 661 m 38°32N 28°38E
54 33 62249 Gediz Sapagi: (Usak) 2n=56NF=72 B 691 m 38°40N 29°14E
55 34 22203 | Madenkoy: (Nigde: Ulukisla) 2n=58NF=72 1717 m 37°26N 34°37E
56 | 34 24339 | Madenkdy: (Nigde: Ulukisla) 2n=58NF=72 1717 m 37°26N 34°37E
57 | 35 23374 | Karagol: (Nigde: Ulukisla) 2n=58NF=72 2588 m 37°24N 34°33E
58 35 23333 Karagol: (Nigde: Ulukisla) 2n=58NF=72 2588 m 37°24N 34°33°E
59 36 26564 | Alpu: (Adana: Pozantr) 2n=58NF=72 1060 m 37°28N 34°52E
60 | 37 61483 | Boziiyiik: (Bilecik) 2n=60NF=76 754 m 39°54N 30°02E
61 38 61453 | Kiipliice: (Kiitahya: Simav) 2n=60NF=76 1132 m 38°59N 29°03E
62 39 58484 | Emet: (Kiitahya) 2n=60NF=76 904 m 39°20N 29°15E
63 40 59443 Giinyiizii: (Eskisehir: Sivrihisar) 2n=60NF=76 888 m 39°23N 31%48E
64 | 41 43104 | Kireli: (Konya: Beysehir: Hiiyiik) | 2n=60NF=76 1150 m 37°55N 31°32E
65 42 33962 Salamut yay.: (Antalya: Akseki) 2n=60NF=78 1252 m 37°02N 31°%46E
66 43 3619¢ | Goksun: (Kahramanmaras) 2n=60NF=78 1341 m 38°01N 3629E
67 | 44 50499 | Kavak: (Samsun) 2n=60NF=78 610 m 41°04N 36°02E
68 | 45 48353 | Celtikli: (Ankara) 2n=60NF=78 688 m 40°07N 32°03E
69 46 47908 Madenli koy: (Isparta: Gelendost) | 2n=60NF=78 1032m 38°11N 31°06E
70 | 47 62319 | Atabey: (Isparta) 2n=60NF=78 1037m 37°57N 30°38E
71 48 46573 | imranl: (Sivas) 2n=60NF=80 1611m 39°52N 38°06E
72 | 49 46449 | Yildizeli: (Sivas) 2n=60NF=80 1401m 39°51'N 36°35E
73 | 50 5280Q | Saraykent: (Yozgat) 2n=60NF=80 1316m 39°39N 35°52E
74 | 51 45413 | Cihanbeyli: (Konya) 2n=60NF=80 973m 38°39N 32°55E
75 52 45343 | Bala: (Ankara) 2n=60NF=80 1324m 39°33N 33°07E
76 | 53 25043 | Afyon-10 km Kuzeydogu 2n=60NF=82 1009m 38°48N 30°32E
77 | 53 62143 | Afyon-10 km Kuzeydogu 2n=60NF=82 1009m 38°48N 30°32E
78 | 54 55639 | Eber Gdlii: (Afyon) 2n=60NF=82 1009m 38°35N 31°07E
79 | 55 25169 | Burdur 5 km giiney 2n=60NF=84 985m 37°42N 30°16E
80 | 56 62349 | Bicakh koyii: (Denizli: Cameli) 2n=60NF=84 1300m 37°04N 2920E
81 57 61987 | Acipayam: (Denizli) 2n=60NF=84 926m 37°25N 2921E
82 58 625373 Harmanl k.: (Burdur: Yesilova) 2n=60NF=84 1085m 37°35N 29°54E
83 59 38509 Ozbek koyii: (Mersin: Tarsus) 2n=56NF=72 Ehr 46m 36°58N 34°56E
84 | 59 38499 | Ozbek koyii: (Mersin: Tarsus) 2n=56NF=72 Ehr 46m 36°58 N 34°56E
85 59 20819 Ozbek koyii: (Mersin: Tarsus) 2n=56NF=72 Ehr 46m 36°58 N 34°56E
86 59 209083 | Ozbek kayii: (Mersin: Tarsus) 2n=56NF=72 Ehr 46m 36°58 N 34°56E
87 59 29353 | Ozbek kdyii: (Mersin: Tarsus) 2n=56NF=72 Ehr 46m 36°58 N 34°56E
88 | 59 29369 | Ozbek koyii: (Mersin: Tarsus) 2n=56NF=72 Ehr 46m 36°58 N 34°56E
89 59 21069 Ozbek koyii: (Mersin: Tarsus) 2n=56NF=72 Ehr 46m 36°58N 34°56E
90 60 20893 | Tarsus 5 km Kuzeydogu 2n=56NF=72 Ehr 15m 36°55N 34°54E
91 60 21043 | Tarsus 5 km Kuzeydogu 2n=56NF=72 Ehr 15m 36°55N 34°54E
92 | 6l 20854 | Seyhmurat k.: (Adana: Yiiregir) 2n=56NF=72 Ehr 11m 36°51N 3525E
93 61 20912 Seyhmurat k.: (Adana: Yiiregir) 2n=56NF=72 Ehr 11m 36°51N 3525E
94 62 21673 | Kilis 10 km Dogu 2n=56NF=72 Ehr 664m 36°43N 37°08E
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AKDENizZ Q%

Sekil 2.1 Korfare drneklerinin toplandigi bdlgelerin harita iizerinde gosterimi

2.2 Karyotip Preparasyon Teknigi

1. Ornekler eterle bayiltilarak karm peritonunun hem sag, hem de sol bolgesine hayvanin
her gram agirlig i¢in 0,01 ml olacak sekilde kolgisin (1/1000’lik) enjekte edildi.

2. Hayvan 3-4 saat bekletildi.

3. Hayvan bayiltilarak oldiiriildii. Femur kemigi cikarilarak kemik iligi % 1’lik sodyum
sitrat (C¢HsNa3;O7.5H,O’dan 1,4 gr alinarak 100 ml saf suya tamamlanir) ile yikanarak
tiipe alind1.

4. Na-sitrat ile yikanan kemik iligi solusyonu 30 °C’lik etiivde 15 dakika bekletildi.

5. Solusyon 500-700 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve siipernatant atild1.

6. Cokmiis hiicreler 15 dakika fikse edildi (fiksatif = metanol 3 / asetik asit 1 oraninda taze
olarak hazirlandi).

7. Fiksasyondan sonra 500-700 rpm’de 5 dakika santrifiij yapild1 ve siipernatant atildi.
Tekrar fiksatif ilave edilerek ayni sekilde santrifiij yapildi, bu islem 3-4 kez tekrarlandi ve
ortamdaki Na-sitrat tamamen uzaklastirilmis oldu. Son santrifiijden sonra siipernatantin
atilmasiyla arta kalan 1 ml kadar hiicresel tortudan preparasyon yapildi.

8. Elde edilen bu hiicreli kisimdan pastor pipetiyle alinarak hafif egimli sekilde
yerlestirilmis lam iizerine 5-10 cm yiikseklikten damlatilarak 5-10 adet yayma preparat
yapildi.

9. Preparat alev almamasma dikkat edilerek ispirto alevinde kurutuldu.
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10. Stoktan seyreltilerek taze hazirlanmis 1/10°luk Giemsa boyasi ile 12 dakika boyama
yapildi

11. Kanada balsamu ile kapatilarak daimi preparat yapildi
2.3 RFLP (Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi) Yonteminin Prensipleri

Son 40 yil igerisinde, biyolojik organizmalarin genetik yapilar1 ve bunlarmn evrimi ve
sistematigi hakkinda destekleyici bilgiler elde etmek amaciyla, arastiricilar genetik
varyasyonun biyokimyasal dzellikler temelinde belirlenmesi iizerine molekiiler seviyede
calismalar iizerine yogunlasmistir [61]. Ik kez 1966 yilinda protein elektroforezi
caligmalar1 ile biyokimyasal diizeyde organizmalarin genotipik yapilarinin
belirlenmesine  baslanmistir.  Proteinler ve niikleik asitler gibi  biyolojik
makromolekiillerin kimyasal dogasi, bu molekiillerin ¢alisilmasini kolaylagtirmistir. Bu
makromolekiiller iyonize olabilen gruplara sahip olan biyolojik molekiillerdir.
Makromolekiillerin iyonize gruplari solusyonlarda katyon (+) veya anyon (-) olarak
yiiklii molekiiller halinde bulunurlar. Benzer yiiklii molekiiller ise farkli molekiil
agirhigina sahip olacaklarindan yani yiik/kiitle oranlar1 da farkli olacagindan, elektrik
akimi ve molekiil agirlhiklar1 etkisinde farkli bant modelleri gostereceklerdir.
Elektroforez adi verilen islem bdyle iyonik gruplar iceren makromolekiillerin elektrik
alani etkisinde yiiklerine, biiyiikliiklerine ve ii¢ boyutlu konformasyonlarina bagli olarak
ayrilmalar1 olayidir [62]. Populasyon genetigi lizerine calisan arastiricilar 1990’11 yillara
kadar biyokimyasal markirlar1 (protein ve enzim) populasyonlar arasindaki ve i¢indeki
genetik farklilik ve benzerliklerin tespit edilmesi amaciyla yaygm bir sekilde
kullanmiglardir. Bu tarihten sonra biyokimyasal genetik calismalarin dogasindan
kaynaklanan kimi zorluklar1 gidermek amaciyla DNA molekiilii seviyesinde yeni
yontemlerin gelistirilmesine baglanmistir. Bu amacla gelistirilen ve yaygin olarak
kullanilan yontemler arasinda en Onemlilerinden birisi Restriksiyon Par¢a Uzunluk

Polimorfizmi (RFLP) yontemidir.

Arber Werner [63] tarafindan ikili sarmal DNA molekiiliinii belirli niikleotit
siralarindan  kesen bakteriyel kokenli restriksiyon enzimlerinin kesfedilmesi ile
molekiiler biyoloji alaninda 6nemli gelismeler yasanmustir. RFLP teknigi DNA
diizeyinde polimorfizm elde etmek amaciyla giiniimiizde yaygin olarak kullanilan bir
yontemdir. Bazi bakteri soylar1 bakteriyofaj enfeksiyonuna karsi bagisiklik
gostermektedir. Bakteriler, bakteriyofajlara (bakteri enfekte ederek cogalan viriisler)

karst savunma mekanizmasi olarak, Bakteriyofajin DNA’sin1 cogaltmadan ve yeni
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bakteriyofaj partikiillerini sentezlemeye baslamadan once bakteriyofaj DNA’sin1 yikan
bir enzim {iretir. Bu sindirim enzimlerine restriksiyon endoniikleazlar adi verilir ve
bircok belki de tiim bakterilerce sentezlenmektedir. Bir bakteri bakteriyofajlar
tarafindan enfekte edildigi zaman, konakg¢1 bakterilerin endoniikleaz enzimleri fajlarin
DNA’smi1 cesitli noktalardan keserek o fajin konak¢i bakteride cogalmasini Onlemis

olmaktadir [64].

Bu giine kadar, 1200’iin iizerinde restriksiyon endoniikleaz tanimlanmigtir. Restriksiyon
enzimleri DNA molekiiliinii 4-8 bp DNA siralarindan taniyarak bu bolgelerden kesen
enzimlerdir. Bu enzimlerin en 6nemli 6zellikleri her bir enzimin DNA molekiiliinii
kesen spesifik bir tanima dizisine sahip olmasidir. Yani belli bir restriksiyon enzimi
tamima dizisinde DNA’y1 kesecektir ve onun disindaki bolgeleri kesmeyecektir. Ornegin
Pvu I (Proteus vulgaris’ten izole edilen) restriksiyon endoniikleaz DNA’y1 sadece
CGATCG hekzaniikleotitte kesmektedir. Aksine Pvu II denilen ayn1 bakteriden izole
edilen diger bir restriksiyon enzimi DNA’y1 CAGCTG olan farkl bir hekzaniikleotitten
kesmektedir [65].

Bircok restriksiyon endoniikleazlar tanima dizisini ortadan kesip kiit ya da diiz uglarla
sonuclanan basit bir ikili iplikcik yapar. Bununla birlikte diger bazi restriksiyon
enzimleri iki DNA iplikcigini ayn1 pozisyonda (hizada) kesmezler. Bu restriksiyon
enzimleri tarafindan ¢ift iplikli DNA’nin kesiminde her iki sarmalda kesim bolgelerinde
iki ya da t¢ niikleotit kars1 karsiya gelmez. Bundan dolayi, meydana gelen DNA
parcalarmin her iki ucunda cok kisa tek iplikli bir sarkma olur. Bunlara, DNA
molekiillerinin baz ciftleri yeniden bir araya gelip yapisabildikleri i¢in yapiskan ya da
kohesif uclar adi verilir [65].

2.3.1 Bir restriksiyon sindiriminin gerceklestirilmesi

Pcr temelli RFLP analizleri (PCR-RFLP) ya da lokusa 6zgii RFLP teknigi 6zgiin bir
lokusta polimorfizm tespit etmek i¢in gelistirilmistir. Bu yontemde standart PCR islemi
ile lizerinde durulan lokus ¢ogaltilmakta ve cesitli kesim enzimleri ile elde edilen PCR
parcacigi kesilmektedir. Kesim sonucu olusan kesim parcacik modellerine gore kesim
noktasmin varhigi veya yokluguna gore bireyler arasindaki farkliliklar tespit
edilmektedir. Bu yontemde bireyler arasinda tespit edilen polimorfizm, enzim tanima

bolgesinde meydana gelen bir niikleotidin eklenmesi, bir niikleotidin eksilmesi veya bir
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niikleotidin ~ degismesi  seklinde  ortaya cikan  nokta  mutasyonlarindan

kaynaklanmaktadir.

PCR-RFLP yontemi kodominant kalitim modeline uygun markerler vermektedir. Bu
yontemde rutin PCR reaksiyonunda oldugu gibi uzun oligoniikleotit primerler
kullanildig1 i¢in oldukga giivenilir bir cogaltim yapmaktadir. Cogaltilan lokus ya da gen
hakkinda onceden bilgi sahibi olunmasinin gerekliligi teknigin bir eksigi olarak ifade
edilmektedir. Ayrica calisilacak lokuslar i¢in 6zgiin primerlerin hazirlanmasi zaman ve
maliyet gerektiren bir siirectir. Calismanin igerigine bagh olarak kullanilacak olan

kesim enzimleri de maliyeti arttiran diger unsurlar olarak ele alinmalidir [66, 67, 68].

Bu teknikte ilk Once gerekli olan DNA miktar1 bir pipetle test tiipiine aktarilir.
Kesilecek olan DNA miktar1 yapilacak olan deneye baghdir. Restriksiyon enzimi olarak
bilinen konsantrasyonlardaki saf ¢6zelti olarak ticari firmalardan saglanan enzimler
kullanilir. Fakat izole edilen ve belirli bolgelere ait dizileri PCR’da cogaltilan DNA
Oziitii iizerine enzim ilave edilmeden Once, enzimin maksimum aktivitesini ve dogru
sartlar1 saglamak 6nemlidir. Pek ¢ok restriksiyon endoniikleazlar, pH 7.4 de maksimum
aktivite gosterecektir, fakat farkli enzimler iyonik giic (genellikle NaCl tarafindan
saglanir) ve Mg+2 konsantrasyonu (tiim tip II restriksiyon endoniikleazlar1 iglev gérmek
icin magnezyuma ihtiyac duyar) i¢in gereksinimleri farklidir. Enzim i¢in dogru sartlar
onemlidir, yanlis NaCl ve Mng2 konsantrasyonlari, restriksiyon endoniikleazin
aktivitesini diistirmekle kalmaz, enzimin 6zgiilligiinde de degisimlere yol acgabilir ve
bundan dolayr enzimin standart tanima yerlerine ilave DNA kesimleri olur. Ticari
olarak aldigimiz restriksiyon endoniikleazlara ait tampon on kez konsantre edilmis
halidir ve reaksiyon karisimina ilave edilerek seyreltilir. Bu yiizden calisma esnasinda
toplam reaksiyon karisiminin onda biri olacak sekilde restriksiyon endoniikleaz
karisimindan eklenir. Eger kullanacagimiz per reaksiyon karistmimiz 20 pl ise 2 ul
restriksiyon endoniikleaz tamponundan eklenir. Tampon izole edilen ve pcr ile
cogaltilan karisima eklendikten sonra, karigima restriksiyon endoniikleazlar eklenebilir.
Kolaylik olsun diye bir iinite enzim bir saatte 1 ug DNA y1 kesmek i¢in gerekli olan
miktar1 ifade eder, dyle ise 2 ug izole DNA y1 kesmek i¢in iki {inite restriksiyon
endoniikleaz enzimi yeterlidir. Restriksiyon endoniikleazlar genellikle 2 iinite/ul
konsantrasyonda hazirlanmistir, 6yle ise 0.5 ul DNA y1 kesmek icin yeterli olacaktir.
Bunun i¢in, reaksiyon karisimindaki son bilesenlerin hacmi 20 pl ye tamamlayan 0.5 ul

restriksiyon endoniikleaz enzimi ve 1.5 ul saf sudur.
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Uzerinde durulacak bir diger 6nemli husus ise inkiibasyon sicakligidir. Pekgok
restriksiyon endoniikleazlar 37 °C de en iyi ¢alisir, fakat bu durum bazilar1 i¢in farklidir.
Ornegin Tag I normal olarak sicak kaphcalar gibi ortamlarda cok yiiksek sicakliklarda
yasayan Thermus aquaticus bakterisinden izole edilmistir. Bu nedenle Tagq I restriksiyon
sindirimi maksimum enzim aktivitesini elde etmek i¢in 65 °C de inkiibe edilmelidir

[65].

0.5 pg Restriksiyon Kesimi durdurmak istersek

2 pIR. endontikleaz  enzim+1.5 pl B,0 Fenol ya da EDTA veya 15
enzim tamponu ckle ekle ’ dakika 72 °C de wsitilir
Kesilen l/

J / DNA ]
= — s e
37°Cde
inkiibe edilir

2 ug [zole DNA
(16 ul)

Sekil 2.2 Laboratuvarda restriksiyon sindiriminin gerceklestirilmesi [65]

2.3.2 Restriksiyon endoniikleaz kesim sonuclarinin degerlendirilmesi

Restriksiyon sindirimi, orijinal molekiildeki endoniikleaz i¢in tanima dizilerinin kesin
pozisyonlarina bagh olarak cesitli sayida DNA parcalart meydana getirir. DNA
molekiiliiniin kesilip kesilmediginin anlasilmasinin bir yolu, basitce vizkositesini
saptamaktir. Daha biiyitk DNA molekiilleri kiiciik olanlardan daha vizkoz bir ¢ozelti

meydana getirirler ve bundan dolay1 kesilme vizkozitenin diisiisii ile iliskilidir.

Proteinler ve pek cok diger bilesikler gibi, DNA molekiilleri de bir elektrik yiikii tagirlar
ve DNA nin elektrik yilikii fosfat gruplarindan dolayr negatiftir. Sonu¢ olarak, DNA
molekiilleri bir elektrik alanina koyulduklar1 zaman, pozitif kutba dogru hareket
edeceklerdir. Molekiiliin hareket hizi molekiiliin sekli ve elektrik yiikiine baglidir.
Genellikle agaroz, poliakrilamit ya da ikisinin karisimmdan yapilan jel, DNA
molekiillerinin pozitif elektrotlara varmak i¢in i¢inden ge¢mek zorunda olduklar1
kompleks bir gozenek agindan olusur. Daha kiiciik DNA molekiilleri bu gozeneklerde
daha hizli hareket edebilirler. Bundan dolay1 jel elektroforezi biiyiikliiklerine gore DNA

molekiillerini ayirabilirler [65].
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Jel elektroforezi pozitif elektrota dogru, en kiiciik molekiillerin en uzak mesafeye
hareketi ile farkli biiyiikliikte DNA molekiillerini ayracaktir. Sayet farkl biiyiikliikte
cesitli DNA parcalar1t mevcutsa (mesela, iyi bir restriksiyon sindiriminin sonucu), sonra
bir seri bant jelde ortaya ¢ikacaktir. Bir jel elektroforezinin sonucunu gormenin en kolay
yolu, DNA y1 goriiniir yapacak olan bir boya ile jeli boyamaktir. Etidium bromit rutin
olarak agaroz jeldeki DNA y1 boyamak i¢in kullanilmaktadir. Farkli biiyiiklikkte DNA
larin yerlerini gosteren bantlar EtBr boyanmasindan sonra ultraviole 15181 altinda yeterli

miktarda DNA mevcut oldukca, acik bir sekilde goriilebilir.
2.4 Cahsilan Nannospalax Cinsi Orneklerin Mitokondriyal DNA izolasyonu

Nannospalax xanthodon tiirl i¢in 9, Nannospalax ehrenbergi tiirii icin 1 kromozomal
forma ait orneklerin bobrek ve karaciger dokularindan DNA izole edildi. Bu islemde
Doyle ve Doyle [69] metodu modifiye edilerek CTAB DNA izolasyon yontemi

kullanildi. Yontem asagida belirtildigi gibi sirasiyla uygulanmistir:

A. Kiiciik parcalara ayrilan doku 6rnekleri ependorf tiipe konulduktan sonra iizerine
300 pl CTAB (Kloroform, Tris-HCI, EDTA, NaCl) tamponu eklenerek miimkiin
oldugu kadar homojen bir sivi elde edinceye kadar tek kullanimlik havaneli ile

ezildi.

B. Homojenata sirasiyla 300 ul CTAB ve 50 ul BME (B-Merkapto etanol) katilarak
eklenip ependorf tiip hafifce karistirildi.

C. Karigim 65 °C’lik su banyosunda 1 saat inkiibe edildi.

D. 500 pl C : TAA (Kloroform izoamil alkol) (24 : 1) ilave edildi ve karigim siite

benzer bir kivama gelinceye kadar hafifce karigtirildi.
E. 13.000 rpm’de +4 °C’de 15 dakika santrifiij yapildi.

F. Santrifiij edilen dokularin i¢inde oldugu ependorf tiipler, ayn1 egik acida olacak
sekilde buza yerlestirildi. DNA iistteki sivi tabakada olacagindan iist faz pipetle
cekilerek ayr1 bir ependorf tiipe konuldu.

G. 500 pl -20 °C’de sogutulmus izopropanol tiiplere eklenen tiipler yavasca
karistirildi.

H. -20 °C’de bir gece bekletildikten sonra 13.000 rpm’de +4 °C’de 10 dakika

santrifiij edildi.
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I. Siipernatant dokiildii ve pellet 2 kere % 70’lik ve 1 kere de % 100’liik etil alkol
ile yikand1.

J. Pellet ependorf tiip icinde laminar flow kabinde 1 gece kurumaya birakildi.

K. Kuruyan DNA’nin iizerine 25-100 pl TE (Tris-EDTA) tampon ve DNA

¢cOzdiiriilir ve +4 de 1 gece bekletilir.
L. Coziinen DNA ya 2 pul RNAse eklendi, 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi.

M. DNA nin saflik ve miktar tayini Nanodrop ND1000 spectrofotometer ve agaroz

jel araciligt ile kontrol edilir.
N. Elde edilen DNA 6rnekleri -20 °C’de saklanda.
DNA izolasyonunda kullamlan ¢ozeltiler:

CTAB Buffer:

CTAB 2 gr

1 M Tris-HCI pH 8,0 10 ml
0,5 M EDTA pH 8,0 4 ml
5 M Na(Cl 28 ml
dH,O 58 ml
TE Buffer pH 8,0:

IM Tris-HCI ¢ozeltisi 1 ml
0,5 M EDTA 2 ml
dH,O 97 ml

Karisim hazirlandiktan sonra 1 saat otoklavda tutulur.
2.5 Genomik DNA, mt DNA ve Kullanilan Primerler

Gen materyali olarak PCR i¢in mt-DNA’nin D-loop ve Sitokrom b bolgesi
kullanilmistir (Sekil 2.3). Primer olarak PCR i¢cin mt-DNA’nin D-loop bdlgesi i¢in 1FR
ve 4RV evrensel primerleri, Sitokrom b bolgesi icinse L14724 ve H15154 evrensel
primerleri kullanilmistir (Cizelge 2.2). Korfarelerde 16.408 bp uzunlugundaki halkasal
mt-DNA genomunun 790 bp lineer kismi D-loop bolgesi, 500 bp lineer kismi ise

sitokrom b bolgesini olusturur.
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Cizelge 2.2 Calisilan primerlerin baz dizileri ve ¢alisilan gen bolgeleri

Primerler (5°-3)
L14724 Forward (Sitokrom b) | 5’-CGAAGCTTGATATGAAAAACCATCGTTG-3’ 28 bp
H15154 Reverse (Sitokrom b) | 5’-GCAGCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTC-3’ 28 bp

1FR Forward (D-loop) 5’-TAATTACCCTGGTCTTGTAA -3’ 20 bp
4FR Reverse (D-loop) 5-CTAATAATAAGGCCAGGACC -3’ 20 bp
Domains
I ETAS I Central | CSB |
1ike I CSBL-like 1 I 3 Cene .
[ i
Ei- IFR IFR
- z -
IRV ARV ARV

Sekil 2.3 mt-DNA’da calisilan bolgeleri gosteren DNA haritas1 [59]

2.6 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Bu béliimde ¢alisilan drneklerin mt-DNA’sinin D-loop ve Sitokrom b bolgesinin PCR
ile amplifiye edilmesi amag¢lanmistir. Bu islemde kullanilan PCR karigimi Cizelge 2.3’
de verilmistir. PCR amplifikasyonu i¢in Kaya and Neale [70] tarafindan uygulanan PCR

dongii programi, bazi degisikliklerle laboratuar kosullarina uyarlanmis ve kullanilmistir.
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Hazirlanan eppendorf tiipleri thermocycler cihazina yerlestirilip 95 °C’de 1 dakika 6n
denaturasyon, 94 °C’de 1 dakika denaturasyon, 36 °C’de 2 dakika baglanma, 72 °C’de
toplam 45 siklusta 2 dakika uzama ve 72 °C’de toplam 15 dakika son uzama agamalarini

iceren PCR dongii programina maruz birakildi.

Cizelge 2.3 Polimeraz zincir reaksiyonu Pcr karisimi

Kimyasal Maddeler Hacim
10XPCR buffer (Fermentas) 2,5 ul
4x10 pmol deoksiniikleotidtrifosfat set (ANTP-Fermentas) 4 ul
25 mM MgCl, (Fermentas) 2 ul
Forward Primer (20-25 pmol) 1ml
Reverse Primer (20-25 pmol) 1 ml
Sunit/ul Tag DNA polimeraz (Sigma) 0,3 ul
per-H,O (Sigma) 13,2 ul
DNA (Genomik+mtDNA) 1 ul
Toplam 25 ul

2.7 PCR Uriiniiniin Agaroz Jel Elektroforezinde Kontrolii

PCR iiriiniiniin kontrolii i¢in % 1’lik agaroz jel hazirlanmistir. Cizelge 2.4’de hacimleri
belirtilmis olan agaroz 1XTAE tamponu mikrodalga firinda 30 sn kadar kaynatilip
hafifce soguduktan sonra EtBr konulmus ve elle hafifce sallanarak karistirilmistir. Daha
sonra elektroforez kiiveti icine dokiilmiistiir. Yaklasik 10-15 dk’da donan agaroz jelinde
ornek yiiklenecek kuyucuklar olusturulmustur. Ik kuyuya DNA isaretleyiciden 5,5 pl,
sonraki kuyulara da 2 pl BFB (Brom Fenol Blue) ile boyanmis her bir 6rnege ait 10 pl
PCR fiiriinii yiiklenmistir. Daha sonra 113 Volt’da 20 dk yuriitilmistiir. UV 15181 altinda
(KODAK Jel Goriintiileme Sistemi) goriintiilenmis ve fotografi ¢ekilmistir.

Cizelge 2.4 PCR Uriiniiniin Agaroz Jel Elektroforezinde Kontrolii Icin Kullanilan

Kimyasal Maddeler

Kimyasal Maddeler Hacim
Agaroz 0.3 gr
1XTAE Tamponu 30 ul
EtBr (10 mg/ml) 5.5ul
BFB (Brom Fenol Blue) 2 ml
DNA Isaretleyici 5.5ul
PCR Uriinii 10 pl
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2.8 PCR Uriiniiniin Restriksiyon Enzimler ile Muamelesi

RFLP uygulamasinda mt-DNA’nin D-loop bdlgesi 4 Restriksiyon endoniikleaz enzimi
ile, sitokrom b bolgesi ise 4 enzim ile kesilmistir. Her iki gen bolgesi icin toplam 4
farkli Restriksiyon endoniikleaz kullanilmisti. RFLP uygulamasinda kullanilan
Restriksiyon endoniikleazlar ve kesme pozisyonlar1 Cizelge 2.5’ de verilmistir. PCR
Uriintiniin Restriksiyon enzimleri ile muamelesinde kullanilan karisim miktarlar1 ise
Cizelge 2.6° da verilmistir. Restriksiyon Endoniikleazlar ile muamele edilerek
olusturulan toplam karisim vorteksle karistirildiktan sonra su banyosunda 37 °C’de bir

gece (12 saat) inkiibasyona birakilmistir.

Cizelge 2.5 Calismada kullanilan Restriksiyon endoniikleazlarin kesme pozisyonlari

Restriksiyon Endoniikleazlar Kesme Reaksiyon Genomik Kaynak
Pozisyonlar: 1SI1S1

Alu-I (yalnizca D-loop’da kullanildr) 5'-AGCT | -3' 37°C Arthrobacter luteus
3'- 1 TCGA -5'

Bam HI (D-loop ve Sitokrom b’de kullamld1) | 5'-G|GATCC-3' 37°C Curtobacterium albidum
3-CCTAG1G-5

Msp-I (D-loop ve Sitokrom b’de kullanildr) 5'-C|CGG -3 37°C Moraxella species
3'- GGC 1C -5’

Tagl (D-loop ve Sitokrom b’de kullanildi) 5'-T|CGA-3' 65 °C Thermus aquaticus
3'-AGC1T-5'

Cizelge 2.6 PCR iiriiniiniin Restriksiyon endoniikleazlar ile muamelesi

Enzimin Ad1 Alu-I | Bam HI | Msp-1 | Taql
dH,O Sul Sul Sul Sul
PCR Uriinii 5ul 5ul 5ul | 5ul
Enzim Miktar (U/ ul) 1l 1ul 1ul 1ul
Enzim Tamponu 3.5ul 35ul | 3.5ul | 3.5ul
BSA (Bovin Serum Albumin) | 0.5 ul 05ul [ 05ul| 0.5l
Toplam Hacim 15 pl 15 pul 1Sul | 15l

2.9 RFLP-pcr Jellerinin Yorumlanmasi

Amplifikasyon iiriinleri gorsel olarak degerlendirilmistir. Tiim bantlar degerlendirmeye
almmistir. RFLP bantlarmin biiyiikliigiinii belirlemek amaciyla 100-3000 baz cifti
arasindaki bantlar1 iceren DNA standarti (Generuler TM 100 base pair Plus DNA
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Ladder, Fermentas) kullanilmistir. Calisilan 6rneklerde bantlar var olma ve olmama
durumuna gore yorumlanmistir. Var olan her bir haploit bant icin “1” rakami, olmayan

bant i¢in ise “0” rakami kullanilmistir.
2.10 RFLP-pcr Verilerinin Istatistik Analizleri

Populasyon i¢indeki ve arasindaki genetik varyasyonu ortaya c¢ikarmak i¢in RFLP
analizi sonucunda her iki mt-DNA gen bolgesi (D-loop ve Sitokrom b) i¢in elde edilen
veriler i¢in; populasyonlarin allel frekanslari, Hardy-Weinberg dengesinde olup
olmadiklari, polimorfik lokuslarin yiizdeleri, populasyonlar icinde ve arasinda genetik

genetik c¢esitlilik miktar1 (Shannon cesitlilik indeksi, I), genetik mesafe (D) hesaplandi.
2.10.1 Allel sayis1

Genetik varyasyonun bir diger gostergesi olan lokus basina diisen allel sayist (Na),
RFLP-Pcr verilerinde POPGENE 1.32 [71] paket programi kullanilarak asagidaki

formiille [72] hesaplandi. Formiilde Na;: i lokusundaki allel sayisi, r: lokus sayisidir.

z n‘l[

Ortalama(n,) = d (2.1)
r

2.10.2 Etkin allel sayisi

Etkin allel sayisi RFLP-Pcr verilerinde POPGENE 1.32 [71] paket programi
kullanilarak Kimura and Crow [73] tarafindan gelistirilen asagidaki formiil ile

hesaplanmustir. Formiilde N.: etkin allel sayis1, X;: i allellerinin frekansidir.
N, =1/) x; (2.2)
2.10.3 Shannon sabiti

Shannon sabiti her bir populasyondaki genetik cesitlilik diizeyini ifade etmektedir.
RFLP-Pcr analizlerinde bu sabit POPGENE 1.32 [71] paket programi kullanilarak
hesaplandi. Allel frekansina dayanilarak Lewontin [74] tarafindan gelistirilen asagidaki

formiil kullanildi. Formiilde Ho: Shannon sabiti, p;: allel frekansidir.
H,=p,Inp, (2.3)
2.10.4 Polimorfik lokus oram

Bu ¢alismada en yaygin allelin (Xi) frekans1 0,95°e esit veya az ise o lokus polimorfik

kabul edilmektedir. RFLP-Pcr analizlerinde GenAlEx 6.2 [75] paket programi
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kullanildi. Bu programda polimorfik lokuslarin oranit Nei [72] tarafindan gelistirilen

asagidaki formiille hesaplandi. Formiilde Np: polimorfik lokus sayisi, r: lokus sayisidir.

plr (2.4)
r

RFLP-Pcr verilerinde populasyonlara gore farkli bant sayisi, yaygin bantlarin dagilimi

ve 6zel bantlar GenAIEx 6.2 [75] paket programinda hesaplandi.
2.10.5 Genetik mesafe

Genetik mesafe populasyon (ya da tiir) ciftleri arasindaki gen farkliliklarinin
biytikliigiidiir. Bu degerler genellikle geometrik uzakliklarla estir, yani mesafe
degerinin “0” olmasi farklilik olmadigina isarettir. Benzerlik (I) ve mesafe (D) degerleri
birbirlerine komplementerdir. En fazla kullanilan genetik mesafe degeri Nei [72] bu
calismada RFLP-Pcr verilerinde tercih edilmistir. RFLP-Pcr verilerinde POPGENE 1.
32 [71] paket programlar1 kullaniimistir.

I,

[= 2

(JXJV )l -

Joo3ixy,  Jix

']J' = 2.}”1' (2.5)

Yukaridaki formiilde I: x ve y populasyonlarinin genetik benzerligidir. Calisilan tiim
lokuslar i¢in J,,, J. ve J, degerleri toplanip lokus sayisina boliinerek tiim alleller i¢in
ortalamasi alinmaktadir. Elde edilen ortalama degerler (J',,, J'x ve J'y) genetik mesafe

(D’) ve benzerligin tahmininde kullanilmaktadir.

J o

2 D=l
(o, ) !

I =
(2.6)
2.10.6 Kiimeleme analizi

Kiimeleme analizi RFLP-Pcr verilerinde Nei [76]’e gore olusturulan genetik mesafe

matrisi kullanilarak kuruldu.
2.10.7 Temel koordinat analizi (PCoA)

Calisilan populasyonlarda genetik varyasyonu gormek icin ¢ok degiskenli istatistik

analizlerinden Temel Koordinat Analizi (PCoA) RFLP-pcr analizlerinden elde edilen
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allel frekans verileri temel alinarak GenAlEx 6.2 [75] paket programi kullanilarak

hesaplandu.
2.10.8 AMOVA (Molekiiler varyans analizi)

AMOVA molekiiler verileri temel alarak populasyonlarin ortalama degerleri arasinda
fark olup olmadigini belirleyen cok degiskenli bir analizdir. Bu analiz molekiiler
verilerde o6rnegin RFLP, AFLP, RAPD, Allozim analizlerinde allel frekanslarini
kullanarak populasyonlar arasindaki genetik yap1 hakkinda bilgi vermektedir. Bu
calismada bu analiz GenAlEx [75] paket programi kullanilarak yapilmistir.
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BOLUM III
ARASTIRMA BULGULAR
3.1 Cahsmada Kullamlan Kérfare Orneklerinin Mitokondriyal DNA izolasyonu

Araziden yakalanarak tahnit edilen 6rneklerden alinan doku (kas, karaciger ve bobrek)
orneklerinden CTAP yontemiyle total DNA ve mtDNA’lar izole edildi. Tiim Ornekler
izolasyon sonrasinda % 1’lik agaroz jel kullanilarak elektroforezle analiz edildi. DNA
izolasyonlar1 yapilan bazi1 Orneklere ait elektroforez sonuglar1 Sekil 3.1°de
verilmektedir. Sekilden de anlasilacagi gibi izole edilen total DNA miktar1 150-200 ng/

ul arasinda degismektedir.

Sekil 3.1 Calismada kullanilan 6rneklerin izole DNA’larin elektroforez goriintiisii

3.2 Cahsmada Kullamilan Kérfare Orneklerinin Mitokondriyal DNA Kontrol (D-
loop) ve Sitokrom b Bolgesinin PCR Yontemiyle Cogaltilmasi

Mitokondriyal DNA kontrol bolgesi ve Sitokrom b bdélgesinin PZR yontemiyle
cogaltilmas1 isleminde bu bolgelere 6zgii tasarlanmis primer setleri kullanilmistir. PZR
sonucunda elde edilen DNA’lar analiz icin % 2’lik agaroz jellere aktarilmis. Boylece
primerler ile ¢ogaltilan DNA’nin uzunlugu (bp) elektroforez ile belirlenmistir.
Elektroforez sonucunda Etbr ile boyanan DNA orneklerinin jel goriintiileme sistemiyle
elde edilen goriintiisii ve calisilan mtDNA bolgelerinin biiyiikliikleri Sekil 3.2°de
goriilmektedir. Elektroforez sonucunda c¢alisitlan mtDNA’nin  kontrol bdlgesinin
yaklasik 790bp uzunlugunda, Sitokrom b bdlgesinin ise yaklagik 500bp uzunlugunda

oldugu belirlenmistir.
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Sekil 3.2 mtDNA kontrol bolgesi ve Sitokrom b bolgesinin PCR ile ¢ogaltilma sonuglari

3.3 Mitokondriyal DNA Kontrol Bolgesi RFLP Analiz Sonuclar

D-loop lokusu 12S rRNA ve Sitokrom b lokuslar1 arasinda yer alan yaklasik (979-
983bp) uzunlugunda birlokustur. Bu lokusun yaklasik 790bp uzunlugundaki bir boliimii
Pcr ile ¢cogaltilmis ve Alu-I, Bamh-I, Msp-I ve Taq-I restriksiyon endoniikleaz enzimleri

ile kesilerek polimorfizm analizleri yapilmigtir.
3.3.1 D-loop lokusu Alu-I restriksiyon enzimi kombinasyonu

D-loop bolgesi Alu-I restriksiyon endoniikleaz enzimi ile 2 bdlgeden kesilmistir. Alu-I
enzimi ile kesim sonucunda tiim orneklerde yaklasik 100bp, 240bp, 450bp ve 790bp
uzunlugunda 4 DNA band1 gozlenmistir (Sekil 3.3). Alu-I enzimi sadece 2n=40 ve
2n=52 sitotiplerindeki bireylere ait DNA’lar1 kesmemis ve 790bp uzunlugunda DNA
bandlar1 gézlenmistir. Bu sitotiplerin haricinde diger tiim sitotipler 2 bolgeden kesilmis
ve 100bp, 240bp ve 450bp uzunlugunda 4 DNA bandi gézlenmistir. Bu nedenle ALU-I

enzimi 2n=40 ve 2n=>52 sitotiplerini diger sitotiplerden ayirmaistir.
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D-loop ALU-I(A)

2n=56 B 2n=56 G 2n=>54 2n=52 Kuzey 2n=>52 Giiney 2n=50
S0 40 48 47 46 45 44 43 42 41 40 30 38 37 36 35 34 33 32 31
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o — e D v - - D D e G

D-loop ALU-I (B)

2n=60 NF=80 2n=60 NF=78 2n=60 NF=76 2n=58 2n=56 Bati
75 74 73 72 71 70 69 68 67 66 65 64 63 62 61 60 S9 S8 57 56 S5 54 53 52 51 M

s ~‘HMJ~M i -
- R ) —— o an
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D-loop ALU-I (C)

In=56  Nannospalax ehrenbergi 2n=60 NF=84  2n=60 NF=82
94 93 92 91 90 89 88 87 86 85 84 83 82 81 80 79 78 77 76 M

gttt

.,’., - - - -

D-loop ALU-1 (D)

Sekil 3.3 D-loop lokusunda Alu-I restriksiyon enzimi kesim modelleri

3.3.2 D-loop lokusu BamH-I restriksiyon enzimi kombinasyonu

D-loop bolgesi BamH-I restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesilmemistir. BamH-I
enzimi tiim Orneklere ait DNA’lar1 kesmemis ve 790bp uzunlugunda tek bir DNA bandi
gozlenmistir (Sekil 3.4). Bu nedenle BamH-I restriksiyon endoniikleaz enzimi sitotipler

arasinda ayirici bir 6zellik tasimamaktadir.
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2n=50 2n-40 2n-38 2n=36
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D-loop BAMH-I (A)

2n=56 B 2n=56 G 2n=54 2n=52 Kuzey 2n=52 Giiney 2n=50
50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 237 36 3% 34 33 32 31 30 29 28 27 26 M
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D loop BAMH I (B)

2n=60 NF=80 2n=60 NF=78 2n=60 NF=76 2n=58 2n=56 Bati
71 70 69 68 67 66 65 64 63 62 61 60 59 S8 57 SGJM 51

e G S— T G— . G S G G w—

D-loop BAMH I (C)

2n=56 Nannospalax ehrenbergi 20n=60 NF=84 2n=60 NF=82

D-loop BAMH.I (D)

Sekil 3.4 D-loop lokusunda BamH-I restriksiyon enzimi kesim modelleri

3.3.3 D-loop lokusu Msp-I restriksiyon enzimi kombinasyonu

D-loop bolgesi Msp-I restriksiyon endoniikleaz enzimi ile 1 bolgeden kesilmistir. Msp-I
enzimi ile kesim sonucunda tiim Orneklerde yaklagsik 280bp, 510bp ve 790bp
uzunlugunda 3 DNA band1 gozlenmistir (Sekil 3.5). Msp-I enzimi 2n=36 sitotipinde
sadece 2 Ornek olmak iizere 2n=52 Giiney, 2n=56 Bati, 2n=58 ve 2n=60 sitotiplerine ait
bireylerin tamaminda DNA’lar1 kesmemis ve 790bp uzunlugunda DNA bandlari

gozlenmistir. Bu sitotiplerin haricinde diger tiim sitotipler (2n=36, 2n=38, 2n=40,
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2n=50, 2n=52 Kuzey, 2n=54, 2n=56 Giiney) 1 bolgeden kesilmis ve 280bp, 510bp
uzunlugunda 2 DNA band1 gozlenmistir (Sekil 3.5).

2n=50 2n=40 2n=38 2n=36
25 24 23 22 21 18 17 16 45 34, 13 12 11 140 9 8§

" - — ==
- ._—‘m—--—-——--—-—-
[ — - — — — . — — G - —

D-loop MSP-I (A)

2n=56 B 2n=56G 2n=54 2n=52 Kuzey 2n=52 Giiney 2n=50
50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26 M
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D-loop MSP-1 (B)

2n=60 NF=80 2n=60 NF=78 2n=60 NF=76 2n=58 2n=56 Bati
75 74 73 72 71 70 69 68 67 66 65 64 63 62 61 60 59 58 57 56 S5 54 53 S2
et e o T Yy —_——r
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D-loop MSPI (C)

2n=56 Nannospalax ehrenbergi 20=60 NF=84  2n=60 NF=82

s o AR Eeme (M) e CTED GSED NS G Sm GmEb
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D-loop MSP-I (D)

Sekil 3.5 D-loop lokusunda Msp-I restriksiyon enzimi kesim modelleri

3.3.4 D-loop lokusu Tagq-I restriksiyon enzimi kombinasyonu

D-loop bolgesi Tag-I restriksiyon endoniikleaz enzimi ile 1 bdlgeden kesilmistir. Taq-I
enzimi ile kesim sonucunda tiim orneklerde yaklasik 170bp ve 620bp uzunlugunda 2
DNA band1 gozlenmistir (Sekil 3.6). Tag-I enzimi tiim Orneklere ait DNA’lar1 ayni

noktadan kesmis ve tiim 0rneklerde ayni uzunlukta iki DNA band profili gdstermistir.
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2n=50 2n=40 2n=38 2n=36

2n=56 B 2n=56 G 2n=54 2n=52 Kuzey 2n=52 Giiney 2n=50
50 49 48 47 46 45 44 43 39 38 37 36 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26

e e _—
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D-loop TAQ-1(B)

2n=60 NF=80 2n=60 NF=78 2n=60 NF=76 2n=58 2n=56 Bati

74 73 9% gi_30 68 67 65 64 63 62 60 59 58 57 56 4 53 52 51
G e e = e e e

D-loop TAQ-1(C)

2n=56 Nannospalax ehrenbergi 2n=60 NF=84 2n=60 NF=82
94 93 92 91 90 89 88 87 8 85 84 83 82 81 80 79 78 77 76 M
= s e —_— e T

=5 = ms R e

D-loop TAQ-I (D)

Sekil 3.6 D-loop lokusunda Tag-I restriksiyon enzimi kesim modelleri

3.4 Mitokondriyal DNA Sitokrom b Bolgesi RFLP Analiz Sonuclari

Sitokrom b lokusu ND6 ve D-loop lokuslar1 arasinda yer alan yaklasik (1140 bp)
uzunlugunda bir lokustur. Bu lokusun yaklasik 500 bp uzunlugundaki bir boliimii Pcr ile
cogaltilmig ve Bamh-I, Msp-I ve Tag-I restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesilerek

polimorfizm analizleri yapilmustir.
3.4.1 Sitokrom b lokusu BamH-I restriksiyon enzimi kombinasyonu

Sitokrom b bolgesi BamH-I restriksiyon endoniikleaz enzimi ile N. xanthodon sitotipleri

1 bolgeden, N. ehrenbergi sitotipleri ise 2 bolgeden kesilmistir. N. xanthodon

35



sitotiplerinde Sitokrom b bdlgesi sadece 2n=56 Giiney, 2n=60 NF=76 (sadece 1 ornek)
ve 2n=60 NF=80 (Sadece 2 6rnek) bir noktadan kesilmis ve kesim sonucunda yaklasik
110bp ve 390bp uzunlugunda 2 DNA bandi gozlenmistir (Sekil 3.7). Bu sitotiplerin
haricinde diger biitiin N. xanthodon sitotiplerine ait sitokrom b bolgesi BamH-I
restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesilmemis ve 500bp uzunlugunda tek bir DNA
band: goriilmiistiir. N. ehrenbergi drneklerinde ise biitiin drneklerin sitokrom b bolgesi
yaklasik 110bp, 130bp ve 260bp uzunlugunda 3 DNA band1 verecek sekilde 2 bolgeden
kesilmistir. BamH-I enziminde goriilen farkli kesim kombinasyonu ile N. xanthodon

tiirli N. ehrenbergi tiiriinden ayrilmistir.

2n=50 2n=40 2n=38 2n=36
14 13 12 11 10 9

e e e e e s e o— —" —— D G G G (EED M GEED GEND G GE G e

Sitokrom b BAMH-I (A)

2n=56 B 2n=56 G 2n=54 2n=52 Kuzey 2n=52 Giiney 2n=50
S0 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26
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Sitokrom b BAMH-I (B

2n=60 NF=80 2n=60 NF=78 2n=60 NF=76 2n=58 2n=56 Bati
75 .74 73 72 71 70 69 68 67 66 65 64 63 6 gl .60 59 58 57 _S6_55 54 I3 853 =l

BB oo
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3 o

2n=36 Nannospalax ehrenbergi 20=60 NF=84 2n=60 NF=82
4 92 91 _90 89 88 87 86 85 84 83 82 81 80 79 T8

R

Sitokrom b BAMHLI (D)

Sekil 3.7 Sitokrom b lokusunda BamH-I restriksiyon enzimi kesim modelleri
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3.4.2 Sitokrom b lokusu Msp-I restriksiyon enzimi kombinasyonu

Sitokrom b bolgesi Msp-I restriksiyon endoniikleaz enzimi ile N. xanthodon
sitotiplerinin bazilar1 (2n=36, 2n=38-4 6rnek, 2n=40-4 ornek, 2n=50, 2n=52-3 Ornek,
2n=54) 1 bolgeden kesilmis ve yaklasik 200bp ve 300bp uzunlugunda 2 DNA band1

gozlenmistir. N. xanthodon tiirtine ait diger sitotiplere (2n=52 Giiney, 2n=56, 2n=58,

2n=60) ait DNA 06rnekleri Msp-I enzimi ile kesilmemis ve 500bp uzunlugunda bir DNA

band1 goriilmiistiir. N. ehrenbergi sitotipleri ise 1 bolgeden kesilmis ve N. xanthodon

sitotiplerinde oldugu gibi 200bp ve 300bp uzunlugunda 2 DNA bandi1 gdstermistir

(Sekil 3.8).

2n=50 2n=40 2n=38 2n=36
3 22 21 20 19 18 17 16 1S 14 13 12 11 10 9 8

— o -

Sitokrom b MSP-I (A)

2n=56 B 2n=56 G 2n=54 2n=52 Kuzey 2p=52 Giiney 2n=50
50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 37 _ 35 34 33 32 31 30 29 28 7 26 M

2n=60 NF=80 2n=60 NF=78 2n=60 NF=76 2n=58 2n=56 Bat
75 74 73 F2. 7). T 60 68 67 66 65 64 63 62 61 60 59 58 57 56 55 54 53 52 51
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Sitokrom b MSP-1(C)

2n=56 Nannospalax ehrenbergi 2n=60 NF=84 2n=60 NF=82

M 94 93 92 91 90 89 8887 86 85 84 83 82 81 80 79 78 77 76 M

Sitokrom b MSP-1 (D)

Sekil 3.8 Sitokrom b lokusunda Msp-I restriksiyon enzimi kesim modelleri
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3.4.3 Sitokrom b lokusu Taq-I restriksiyon enzimi kombinasyonu

Sitokrom b bolgesi Taq-I restriksiyon endoniikleaz enzimi ile 2n=50-2 6rnek, 2n=52
Giiney, 2n=56 Bati, 2n=58, 2n=60 sitotipleri hari¢ tiim sitotiplerde 1 bolgeden
kesilmistir. Kesim olmayan yukaridaki sitotiplerde yaklasik 500 bp DNA band1
gozlenmistir. N. xanthodon tiriine ait 2n=56 Giiney, 2n=54, 2n=50-11 Ornek
sitotiplerinde ve N. ehrenbergi tiriinde DNA Ornekleri Tag-I enzimi ile kesilmis ve
yaklasik 200bp ve 300bp uzunlugunda 2 DNA bandi goriilmiistiir. Bu sitotiplerden
farkli olarak N. xanthodon tiiriniin 2n=36, 2n=38, 2n=40, 2n=52 Kuzey sitotiplerinde
ise yine 1 bolgeden kesilmis ve 230bp ve 270bp uzunlugunda 2 DNA band1 gdstermistir
(Sekil 3.9).

2n=50 2n=40 2n=38 2n=36
25 24 23 22 21 200 19 18 17 16 15 14 13 12 11 10 9 8

—eescstSEsessseeeme -

Sitokrom b TAQ-I (A)

2n=36B _2n=56 G 2n=>54 2n=32 Kuzey 2n=352 Giiney 2n=50

. L kL VR —_——
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Sitokrom b TAQ-I (B)

2n=60 NF=80 2n=60 NF=78 21=60 NF=76 2n=58 2n=
75 74 73 72 71 70 69 68 67 66 65 64 63 62 61 60 59 58 57 56 55 54 53 52 51
e = S e - . :

—

- - -?3‘--"-”-

Sitokrom b TAQ-I (C)

2n=56 N\ spalax elirenbergi 2n=60 NF=84 2n=60 NF=82

TR T TR e

Sitokrom b TAQ-I (D)

Sekil 3.9 Sitokrom b lokusunda Tag-I restriksiyon enzimi kesim modelleri
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3.5 Mitokondriyal DNA Sitokrom b ve D-loop Bolgesi RFLP Analiz Sonuclarimin
Istatistik Analizleri

Amplifikasyon iriinleri gorsel olarak degerlendirilmigtir. RFLP  bantlarmin
buytikliigiinii belirlemek amaciyla 100-3000 baz cifti arasindaki bantlar1 iceren DNA
standart1 (Generuler TM 100 base pair Plus DNA Ladder, Fermentas) kullanilmistir.
Diploit kromozom sayisinin (2n), kromozom kol sayisi (NF) ve lokalitelere gore
olusturulan 16 populasyonun, 4 Restriksiyon endoniikleaz enzimi kullanilarak RFLP
analizi yapildi. PCR ile ¢ogaltilmis iiriinlerin bant bicimleri agaroz jel elektroforezi ile
kosturulduktan sonra yorumlandi. Jel lizerinde DNA fragmentlerinin varligi ya da
yoklugu (1 ya da 0) belirlenerek veri seti olusturuldu. Var olan her bir haploit bant i¢in
“1” rakami, olmayan bant i¢in ise “0” rakamm kullanilmistir. Elektroforez sonucunda

gozlenen bantlanma paternleri sonucu elde edilen 1/0 data Cizelge 3.1°de verilmistir.

Elde edilen 1/0 data matrisi kullanilarak populasyonlar i¢in lokuslarda gdzlenen
ortalama allel sayisi, etkin allellerin ortalama sayisi, polimorfik lokus yiizdesi (% P),
beklenen heterozigotluk (He), unbiased beklenen heterozigotluk (UHe), Shannon

indeksi (I) degerleri ile standart sapmalar1 hesaplandi (Cizelge 4.18).
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Cizelge 3.1 RFLP analizi sonucu drneklere ait 1/0 bantlanma paternleri
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Cizelge 3.1 RFLP analizi sonucu drneklere ait 1/0 bantlanma paternleri (Devam)
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Cizelge 3.1 RFLP analizi sonucu drneklere ait 1/0 bantlanma paternleri (Devam)
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Yapilan istatistik analizleri sonucunda gozlenen ortalama allel sayist 0,435 ile 0,913

arasinda degismesine karsin, etkin allellerin ortalama sayis1 1 ile 1,182 arasinda degisen

daha yiiksek degerler gosterdi. Gozlenen ortalama allel sayisi, etkin allellerin ortalama

sayis1 ve polimorfik lokus yiizdesinin en yiiksek degeri 2n=36 (Aydin) populasyonunda

gozlendi. En diisiik degerler ise 2n=56 Bat1 ve 2n=58 (Nigde) populasyonunda gizlendi.

Diger populasyonlarda her ii¢ degerin de birbirleriyle orantili bir sekilde dagilima sahip
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oldugu bulundu. Benzer sekilde Shannon’un cesitlilik indeksi (I) populasyonlarda en
yitkksek 2n=36 (Aydin) (0,153+0,056) kromozom formlarinda gozlendi. Diger tiim
populasyonlarin ortalama Shannon indeksi asagi yukari yakin degerlerde bulundu

(Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2 Populasyonlar icin lokuslarda gozlenen ortalama allel sayis1 (Na), efektif
allellerin ortalama sayis1 (Ne), polimorfik lokus yiizdesi (% P), Shannon

indeksi (I) degerleri ile standart sapmalar (SS)

Pop N Na Ne | % P
2n=36 Mean | 5000 | 0,913 | 1,182 | 0,153 | 26,09
SE ; 0,165 | 0,070 | 0,056 ;
2n=38 Mean | 6,000 | 0,739 | 1,104 | 0,083 | 13,04
SE } 0,144 | 0,057 | 0,046 ;
2n=40 Mean | 6,000 | 0,652 | 1,104 | 0,083 | 13,04
SE } 0,149 | 0,057 | 0,046 }
2n=50 Mean | 13,000 | 0,739 | 1,046 | 0,056 | 13,04
SE ; 0,144 | 0,025 | 0,031 -
2n=52G Mean | 5000 | 0,435 | 1,000 | 0,000 | 0,00
SE } 0,106 | 0,000 | 0,000 }
2n=52K Mean | 6,000 | 0,652 | 1,130 | 0,090 | 13,04
SE } 0,149 | 0,072 | 0,050 }
2n=54 Mean | 5,000 | 0,565 | 1,000 | 0,000 | 0,00
SE ; 0,106 | 0,000 | 0,000 -
2n=56G Mean | 3,000 | 0,565 | 1,000 | 0,000 | 0,00
SE ; 0,106 | 0,000 | 0,000 ;
2n=568B Mean | 5000 | 0,435 | 1,000 | 0,000 | 0,00
SE } 0,106 | 0,000 | 0,000 }
2n=58 Mean | 5,000 | 0,435 | 1,000 | 0,000 | 0,00
SE : 0,106 | 0,000 | 0,000 -
2n=6076 Mean | 5000 | 0,652 | 1,061 | 0,065 | 13,04
SE } 0,149 | 0,034 | 0,036 -
2n=6078 Mean | 6,000 | 0,435 | 1,000 | 0,000 | 0,00
SE ; 0,106 | 0,000 | 0,000 }
2n=60 80 Mean | 5000 | 0,435 | 1,000 | 0,000 | 0,00
SE ; 0,106 | 0,000 | 0,000 -
2n=60 82 Mean | 3,000 | 0,652 | 1,104 | 0,083 | 1304
SE } 0,149 | 0,057 | 0,046 -
2n=60 84 Mean | 4,000 | 0,435 | 1,000 | 0,000 | 0,00
SE } 0,106 | 0,000 | 0,000 :
N.ehrenbergi Mean 12,000 0,826 1,024 | 0,037 13,04
SE } 0,136 | 0,013 | 0,021 }
Total Mean 5,875 0,598 1,047 | 0,041 7,34
SE 0,139 | 0,032 | 0,010 | 0,008 | 2,05

Calisilan 4 Restriksiyon endoniikleaz enziminin kesimi sonucu elde edilen 16 fark: bant
profilinin populasyonlardaki dagilis1 ile ©6zel bant sayilar1 ve yaygin olan bant
sayilarinin populasyonlara gore dagilimi Sekil 3.10 ve Cizelge 3.3’de gosterildi. 2n=36
(Aydn) ve 2n=38 (izmir ve Balikesir) kromozomal formlarda ve N. ehrenbergi tiiriinde
farkli bant sayis1 en yiiksek degerler gosterdi (15, 14 ve 16). Benzer olarak 2n=40
(Yesildag ve Yenisarbademli) ve 2n=54 (Kirikkale) gibi batiya yakin kenar
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kromozomal formlarda da farkli bant sayis1 olduk¢a yiiksek bulundu. 2n=60 gurubu ve
giiney dogu poulasyonlarinda ise 10 ile 13 arasinda degisen daha diisitk degerli bant
sayist gozlendi. N. ehrenbergi tiiriine ait populasyonlarda 2 6zel bant tesbit edildi. Diger
kromozomal formlarda 6zel bant bulunmadi. % 25 ve 50 oranindan biiyiik ve esit sayida
yaygin bantlarm sayisi en yiiksek 2n=36, 2n=38, 2n=40, 2n=50 sitotiplerinde ve N.
ehrenbergi tiirtinde oldukca yiiksek bulundu. Diger populasyonlarda ise daha diisiik
degerler gosterdigi belirlendi.

Popopulasyondaki Bandlanma Yapilari

16
14

12 A

Allel Sayisi

I BS:Band Sayis1

mmm BS >=5% : % S ortak frekanstan kiiciik band sayis1
mmmOzel Band Savisi

mmm BS <=25%:%0 25 ortak frekanstan kiiciik band sayis1

mmm BS <=50%: % 50 ortak frekanstan kiiciik band sayisi1

Sekil. 3.10 RFLP sonucu elde edilen DNA bantlarinin populasyonlardaki dagilisi

Cizelge. 3.3 RFLP sonucu elde edilen DNA bantlarinin populasyonlardaki sayilar1

Ozel Ozel
Bant Bant
Population | BS | BS>%5 | Sayisi | BS< %25 | BS< %50 Population BS | BS>%5 | Sayisi | BS< %25 | BS< %50

2n=36 15 15 0 2 6 2n=56B 10 10 0 0 0
2n=38 14 14 0 2 6 2n=58 10 10 0 0 0
2n=40 12 12 0 3 7 2n=60 76 12 12 0 2 2
2n=50 14 14 0 2 6 2n=6078 10 10 0 0 0
2n=52G 10 10 0 0 0 2n=60 80 10 10 0 0 0
2n=52K 12 12 0 3 7 2n=60 82 12 12 0 2 2
2n=54 13 13 0 2 6 2n=60 84 10 10 0 0 0
2n=56G 13 13 0 4 6 N.ehrenbergi | 16 16 2 4 8
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3.5.1 RFLP analizi verilerinde AMOVA (Molekiiler Varyans Analizi)

N. xanthodon orneklerini iceren 15 kromozomal formun molekiiler varyans analizi
Genalex 6.0 paket programi ile hesaplandi. Populasyonlar arasi varyans yiizdesi (% 90),
populasyonlar ici varyans yiizdesinden (% 10) daha biiyiik bulundu ( P<0,05). AMOVA

analiz sonucu ve grafik iizerinde gosterimi Sekil 3.11’de verildi.

Molekiiler Varyans Yizdeleri

Populasyonicinde
10%

Kaynak DF Kareler Toplanm Varyans Tahmini %

Populasyonlar Arasi 15 307,59 3,471 % 90
Populasyonlar ici 78 30,727 0,394 % 10
Toplam 93 338,31 3,865 % 100

Sekil 3.11 Molekiiler varyans analizi (AMOV A) sonuglar1. Serbestlik derecesi (DF),

Kareler toplami, Varyans tahmini, Yiizde toplam varyasyon (%)

3.5.2 Temel Koordinat Analizi (PCoA: Principal Coordinate Analysis)

RFLP analizi sonucu elde edilen 16 populasyona ait veriler GenAlEx 6.2 programi
kullamlarak temel koordinat analizi yapild1. Ik ii¢ aksis toplam genetik varyasyonun %
96,84’tinii acikladi. En yiiksek varyasyon degerleri ile eigen degerleri I. aksiste
aciklandr (Cizelge 3.4). Temel koordinat analizinde koordinat 1 ve 2’de ii¢c guruba
ayrildi (Sekil 3.12). 1. grup 2n=60 diploit kromozoma sahip formlar, 2n=58 (Nigde),
2n=52 Giiney (Mersin) ve 2n=56 Giiney kromozomal formlari, ikinci grup 2n=36
(Aydin), 2n=38 (Izmir, Balikesir, Manisa), 2n=40 (Yesildag, Yenisarbademli), 2n=52
Kuzey (Bolu) kromozomal formlarmi igine almaktadir. Uglincii grup N. ehrenbergi,
2n=54 ve 2n=50 kromozom formlarmi igerir ve pozitif eigen vektor degerleriyle

tamamen farkl bir diizlemde kiimelendi (Cizelge 3.4).
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Cizelge 3.4 Aksis ve ornek vektorlerinden elde edilen Eigen degerleri

Eigen Degerleri 1 2 3 4 5
2n=36 353,243 180,408 51,438 13,610 5,509
2n=38 -1,320 -2,559 2,784 -1,747 0,493
2n=40 -2,542 -2,015 2,096 0,383 1,852
2n=52 Giiney -6,413 -5,625 -1,432 -0,196 -0,662
2n=52 Kuzey -2,877 2,267 3,054 0,772 -0,681
2n=54 4,967 -0,755 0,594 0,177 -0,183
2n=56 Giiney 5,496  -5,834  -2,278 0,823 0,060
2n=56 Bati -3,356 2,615 2,920 1,102 -0,274
2n=58 -0,410 5,911 2,424 1,793 0,647
2n=60 NF=74 4,967 -0,755 0,594 0,177 -0,183
2n=60 NF=76 4,967 -0,755 0,594 0,177 -0,183
2n=60 NF=78 5,289 -0,041 -0,263 -0,150 0,056
2n=60 NF=80 4,967 -0,755 0,594 0,177 -0,183
2n=60 NF=82 4,967 -0,755 0,594 0,177 -0,183
2n=60 NF=84 5,997 1,683 2,430  -1,198 0,435
N. ehrenbergi 4,967 -0,755 0,594 0,177 -0,183
TOPLAM -6,485 7,137 -0,484  -1,740 -0,211
Temel Koordinatlar
% S.ehren.
® 2n=566G
> o
w 4
%’ #n2ads0 # 2n-6082
S _ Seri 1
B o 2kdggs
* ® 2n=g8, 36
¢ 2rF40n=52K
Koordinat 1

3.5.3 RFLP verilerinde genetik mesafe analizi

sonuclarmin grafik izerinde gosterimi

Sekil 3.12 RFLP verilerinin 16 kromozomal formda Temel Koordinat Analiz

Populasyonlar aras1 Nei [76] nin tarafsiz (unbiased) genetik mesafe ve genetik benzerlik

degerleri POPGENE paket programm kullanilarak hesapland1 (Cizelge 4.21). N.
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xanthodon populasyonlari icerisinde en yiiksek genetik mesafe degeri 2n=40 (Yesildag,

Yenisarbademli) ile 2n=60 NF=82 (Afyon) kromozomal formlar arasinda gdzlendi.

Nei [76] tarafsiz genetik mesafe degerleriyle MEGA paket programi kullanilarak
olusturulan UPGMA agac1 Sekil 3.13’de gosterildi. Yine ayn1 mesafe matriksine gore
N. J. agact MEGA paket progranminda olusturuldu (Sekil 3.14). Iki agacta da benzer
kiimelenmeler gozlendi. Temelde iki ana dal yaklasik D=0,3 iizerinde bir genetik
mesafe degeriyle ayrildi. Birinci ana dal yaklagik D=0,25 genetik mesafe degeriyle iki
alt dala ayrildi. 1lk alt dal S. ehrenbergi ve 2n=50 ve 2n=54, diger alt dallarda ise
2n=36, 2n=38, 2n=40 ve 2n=52 Kuzey sitotipleri beraber kiimelendi. Ikinci ana dalda
2n=60, 2n=58, 2n=56 ve 2n=52 Giiney populasyonlar1 kiimelendi.

r 2n=40
L2n=52K
2n=38
2n=36
2n=56G
N.ehrenbergi
r 2n=50

L on=54
2n=60 82
2n=60 76
2n=52G
2n=568
2n=58
2n=60 78
2n=60 80
2n6084

0.25 0.20 0.15 0.10 0.05 0.00

Sekil 3.13 Nei [76] tarafsiz genetik mesafe degerlerine gore olusturulan UPGMA agac1
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Cizelge 3.5 Kromozomal formlar arasindaki Nei [76] genetik mesafe degerleri

Populasyon 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16
1.2n=36 0000
2.2n=38 0,025 0,000
3.2n=40 0241 0204 0,000
4.2n=52 G 0209 0,180 0438 0,000
5.2n=52K 0320 0398 0,708 0447 0,000
6.2n=54 0256 0210 0004 0470 0659 0,000
7.2n=56 G 0235 0215 0467 0003 0496 0499 0,00
8.2n=56 B 0563 0467 0803 0313 049 0,750 0302 0,000
9.2n=58 0320 0398 0,708 0447 0000 0659 0496 0496 0,000
10. 2n=60 74 0320 0398 0,708 0447 0000 0659 049 0496 0,000 0,000
11. 2n=60 76 0338 0417 0,743 0468 0005 0692 0519 0433 0005 0005 0,000
12. 2n=60 78 0320 0398 0,708 0447 0000 0659 049 0496 0000 0000 0,005 0,000
13. 2n=60 80 0320 0398 0,708 0447 0000 0659 0496 0496 0,000 0,000 0,005 0,000 0,000
14. 2n=60 82 0426 0511 0879 0566 0061 0821 0621 0333 0061 0061 0030 0061 0061 0000
15. 2n=60 84 0320 0398 0,708 0447 0000 0659 049 0496 0000 0000 0,005 0000 0,000 0,061 0,000
16. N.chrenbergi 0509 0475 0768 0202 0848 0814 0,194 0307 0848 0848 0,807 0848 0848 0752 0848 0,000
2n=6078
2n=60 80
2n=58
2n=56B
2n=52G
2n=60 84
2n=6076
—
2n=60 82
— 21=36
2n=38
|«2n=40
12n=52K
2n=56G
2n=50
l2n=54
N.ehrenbergi

Sekil 3.14 Nei [76] tarafsiz genetik mesafe degerlerine gore olusturulan N.J agac1
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BOLUM IV
TARTISMA VE SONUC

Korfareler iizerine yapilan en kapsamli revizyon c¢alismasinda Topachevskii [7]
Tiirkiye’de sadece ii¢ korfare tiirtiniin  bulundugunu (Microspalax leucodon,
Microspalax ehrenbergi ve Microspalax nehringi) belirtmistir. Mehely [8], Ognev [1],
Ellerman and Morrison-Scott [20], Corbet [21], Mursaloglu [24], Kivang [26], Savic
and Nevo [6], Nevo et al. [37, 49] ise bu tiirlerden N. ehrenbergi tiiriiniin Giineydogu
Anadolu’da, diger tiir olan N. leucodon tiiriiniin ise Anadolu’nun diger bolgelerinde
bulundugunu belirtmislerdir. Topachevskii [7] tarafindan kabul edilen N. nehringi tiirii
ise ayr1 bir tiir olarak kabul edilmemis ve cogunlukla N. leucodon tiiriiniin bir alttiirii

olarak degerlendirilmistir.

Diger kapsamli revizyon ¢aligsmalarda [23, 25, 27], Tirkiye’de ii¢ korfare tiiriiniin
bulundugu ve bunlardan N. nehringi tiriiniin Gokceada, Bozcaada, Trakya ve
Giineydogu Anadolu hari¢ biitiin Tiirkiye’de yayilis gosterdigi, N. leucodon tiiriiniin
sadece Trakya’da, N. ehrenbergi tiiriiniin ise sadece Giineydogu Anadolu’da yayilig
gosterdigi belirtilmistir. Fakat, KryStufek and Vohralik [28] tarafindan Tiirkiye ve
Kibris memelileri iizerine yapilan revizyon caliymasinda, Anadolu’da yayilis gosteren
N. nehringi tiir isminin gecerli olmadigi ve bunun daha 6nce Nordmann, [10] tarafindan
[zmir’den tamimlanan N. xanthodon tiiriiniin sinonimi oldugunu ileri siirmiistiir. Bu
nedenle, Trakya ve Giineydogu Anadolu hari¢ Anadolu’nun diger kesimlerinde bu tiiriin

yayilis gosterdigini belirtmistir.

Bu zamana kadar yapilan calismalar Giineydogu Anadolu’da N. ehrenbergi tiiriiniin
tartigmasiz gecerli bir tiir oldugunu gostermektedir. Bunun aksine pek cok arastirici
Tiirkiye’nin farklh cografik bolgelerinden tanimlanan diger ii¢ tiiriin (N. xanthodon, N.
nehringi ve N. leucodon) conspesific oldugunu belirtmistir. Bu nedenle bu tiirlerin
herbiri, arastiricilar tarafindan farkli zaman periyotlarinda Anadolu’da yayilis gosteren
hakim tiir olarak kullanilmistir. Son yapilan calismalarda N. leucodon tiiriiniin
Anadolu’da bulunmadigi sadece Trakya ve Balkanlar’da yayilis gosterdigi kabul

gormektedir. Bu durumda Anadolu korfareleri i¢in iki tiiriin varhigindan sdzedilebilir.

Bu tiirlerden birisi KryStufek and Vohralik [28] tarafindan kabul edilen N. xanthodon

tiirll digeri ise Topachevskii [7] tarafindan kabul edilen N. nehringi tiiriidiir. Ayrica, bu
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tiirlerin haricinde Matschie [13] tarafindan Eskisehir’den S. labaumei adinda bir tiir

daha tanimlanmustir.

Anadolu’nun biiyiik kesiminde yayilisa sahip olan korfarelerin nasil smiflandirilacagi
bu nedenle tartigmalidir. Nannospalax taksonomisinde agagida belirtilen hususlar ¢dziim

beklemektedir;

1. KryStufek and Vohralik [28] tarafindan belirtildigi gibi Anadolu’da yaygin tiir olan
N. xanthodon (sinonim N. labaumei ve N. nehringi) biitiin Anadolu fromlar i¢in gecerli

bir tiir miidiir?

2. Diger pekc¢ok arastiric tarafindan [7, 23, 25, 27] Anadolu’da yaygn tiir olarak kabul

edilen N. nehringi gegerli bir tiir miidiir?

3. Anadolu’da yayiliglarinin yaygin oldugu kabul edilen N. xanthodon, N. nehringi ve
N. labaumei gergekten birbirlerinin sinonimi mi yoksa bunlar birbirlerinden farkl tiirler
midir?

4. Ayn tiir olmalart durumunda Anadolu’da yayilis gosteren korfare populasyonlarina

ait farkl sitotiplerin taksonomik durumlar1 nasil olmalidir?

Bu zamana kadar Tiirkiye korfare populasyonlar1 iizerine molekiiler marker kullanilarak
yapilan ¢ok az caliyma bulunmaktadir. Bu ¢aligmalardan Arslan et al. [51] Tiirkiye’de
N. xanthodon tiirline ait sitotip olarak degerlendirdigi 2n=40, 58, 60 olmak iizere ii¢
sitotipin genetik farkliligint Mitokondriyal DNA’nin 630bp uzunlugunda Sitokrom b
bolgesini calisarak analiz etmistir. Bu calismasinda Arslan et al. [S51] calisilan iig
sitotipin sitokrom b bolgesinin baz dizisindeki farkliliklar bakimindan ii¢ sitotipin ayr1

tiirler olabilecekleri belirtilmistir.

Bir diger ¢calismada Kandemir et al. [77] Mitokondriyal DNA’nin sitokrom b bolgesinde
420bp uzunlugunda bir bolgeyi, N. xanthodon tiiriinde 6 sitotip (2n=36, 38, 40, 50, 56,
60), N. leucodon tiiriinde 1 sitotip (2n=56), N. ehrenbergi tiiriinde 2 sitotip (2n=52 ve
2n=56) iizerinde calismislardir. Bu ¢alisma sonucunda 6zellikle N. xanthodon tiiriine ait
sitotipler arasinda yeni tiir olabilecek o6zellikte farkliliklara sahip populasyonlarin

bulundugu ileri siiriilmiistiir.

Bu tez calismasinda 4 restriksiyon endoniikleaz enzimi tarafindan mtDNA’nin iki
bolgesinin kesilmesi temel alinarak yapilan RFLP analizi sonucunda gozlenen allel

sayisi, etkin allellerin sayis1 ve polimorfik lokus yiizdesi bakimindan elde edilen en
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yiikksek degerler, 2n=36 (Aydin) sitotipinde, en diisiik degerler ise 2n=58 (Nigde)
populasyonunda gozlenmistir. Shannon genetik cesitlilik indeksi 2n=36, 38, 40, 52
Kuzey kromozomal formu ve N. ehrenbergi tiirii haricinde biitiin populasyonlarda
yaklasik olarak esit bulunmustur. Bu ¢alismada elde edilen bu degerler Ben-Shlomo et
al. [57] calismasinda verilen degerlerle uygunluk géstermemektedir. Ben-Shlomo et al.
[57] tarafindan belirtildigi gibi kromozomal formlarda, beklenen heterozigotluk degeri
ve elde edilen genetik cesitlilik, 2n degerine paralel olarak I¢ Anadolu’ya dogru bir artis
gostermemistir. Bunun aksine bu degerler Bat1 Anadolu populasyonlarinda daha yiiksek
bulunmustur. Ornegin farkl1 bant sayis1 bakimindan en yiiksek degerleri 2n=36 (Aydin),
2n=38 (Izmir ve Balikesir), 2n=40 (Beysehir ve Yenisarbademli) ve 2n=52 (Bolu)
kromozomal formlar1 ve N. ehrenbergi tiirii gostermistir. Populasyonlarda gozlenen 6zel
bant ise sadece N. ehrenbergi tiirlinde bulunmustur. Bu durum N. ehrenbergi tiiriiniin

gecerli ve tartismasiz bir tiir oldugu gercegini kanitlamaktadir.

Tez ¢alismasinda degerlendirilen populasyonlarda batidan drneklenen populasyonlar ile
dogudan Orneklenen populasyonlar kendi aralarinda benzeserek alt gruplasma
olusturmaktadirlar. Bu durum Wahlund [78] etkisine uygunluk gostermektedir.
Korfareler gibi hareket yetenegi kisith canlilarda populasyonlar arasinda goriilen bu
cografik kutuplagsma kendini birbirlerine ¢ok yakin populasyonlarda bile olduk¢a giiclii
gostermektedir. Birbirine yakin cografik bolgelerde bulunan korfare sitotiplerinin yakin
genetik mesafe degerleri gostermeleri, uzak bolgelerde yasayanlarin ise daha yiiksek
genetik mesafe degerleri gostermeleri buna iyi bir Ornektir. Yakin populasyonlar
arasindaki homozigotluktaki asirilik, benzer genotipler arasinda c¢iftlesme (inbreeding,
kendilesme) gibi nedenlerden dolay1 olabilir. Toprak altinda yasayan canlilarda dogal
seleksiyon baskisinin fazla olmasi, zamanla bu canlilarin farkli ekolojik sartlara adaptif
uyuma zorlanmasma ve farkli ekolojik kosullarda farkli kromozomal formlarin
olugsmasinin neden oldugu diistiniilmektedir. Fakat aym cografik bolgede yasayan
sitotipler arasindaki genetik indeksler, farkli cografik bolgedekiler arasinda
yasayanlardan oldukca farkli olsada, ayn1 bolgedeki pek cok sitotip arasinda da genetik
farklilik miktarlar1 oldukca yiiksektir. Yakin cografik bolgelerde yasayan sitotipler
arasinda gozlenen bu durum her populasyondaki her bir lokusun ¢evresel faktorlerdeki
degisimlerden bagimsiz olarak etkilendigini gostermektedir. Korfarelerin toprak altinda

kisith hareket yetenekleri bu canlilar arasinda bir cografik izolasyon mekanizmasi gibi
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gorev yapmakta ve yakin alanlarda yasayan sitotipler birbirlerinden zamanla

farklilasmaktadirlar.

Bu tez calismasinda yapilan RFLP analizleri, I¢ Anadolu’da 2n=60 kromozomal
formunun, Bati Anadolu’da 2n=36 ve 38 kromozomal formunun ve Giineydogu
Anadolu’da N. ehrenbergi tiirliniin ve Dogu Anadolu’da 2n=50 kromozomal formunun
en fazla yaygm allel barindiran formlar olduklarini gosterdi. Zima [79] tarafindan
belirtildigi gibi yaygin yayilisa sahip olan kromozomal formlarin atasal formlar oldugu
hipotezi dogrultusunda, bu formlarin atasal kromozomal formlar oldugu ve 2n=56,
2n=58, 2n=52G kromozomal formlarin 2n=60 kromozomal formundan, 2n=36, 2n=40,
2n=52, 2n=54 kromozomal formlarin 2n=38 kromozomal formundan evrimlestikleri

kabul edildi.

Bu tez calismasinda elde edilen veriler Giineydogu Anadolu Bolgesinde N. ehrenbergi
tiirtiniin gegerli bir tiir oldugu gergegini desteklese de, N. xanthodon, N. nehringi veya
N.leucodon tiirlerinden birinin Anadolu’nun geri kalan kisminda yayilis gosteren hakim
tiirler oldugu goriisiinii desteklememektedir. Yapilan analizler sonucunda 6zellikle Bat1
Anadolu bolgesinde yasayan sitotiplere (2n=36, 2n=38, 2n=40 ve 2n=52 Kuzey) ait
populasyonlarm, I¢ Anadolu Bélgesinde yasayan 2n=60, 58, 56 ve 52 sitotiplere sahip
populasyonlardan oldukc¢a farklilastiklar1 belirlenmistir. Bu durum Dogu Anadolu
bolgesinde yasayan 2n=50 sitotipe ait populasyonlar ile diger populasyonlar arasinda da
goriilmektedir. Anadolu’da yasayan her bir sitotip ayr tiir seviyesinde farkliliga sahip
olmasa da belirli sitotip gruplar1 arasinda ¢ok bariz farkhiliklar bulunmaktadir. Ozellikle
N. xanthodon tiiriiniin tip lokalitesini (Izmir) igine alan 2n=38 sitotipi ve buna yakin
komsu populasyon olan 2n=36 sitotipi (Aydin), Beysehir’de oldukca izole ve kiiciik bir
populasyon halinde olan 2n=40 sitotipi, Bolu ve ¢evresinde genis bir yayilig gosteren
2n=52 Kuzey sitotipi, Dogu Anadolu Bolgesinin neredeyse tamaminda bulunan 2n=50
sitotipi ve I¢ Anadolu Bolgesinin en yaygm formu olan 2n=60 sitotipi genetik olarak
oldukca farkli bulunmustur. N. xanthodon tiiriiniin tip lokalitesinin izmir’de olmas1
bakimindan izmir ve cavresinde yasayan 2n=38 sitotipi N. xanthodon tiirii olarak
degerlendirilebilir. Benzer olarak tip yeri Kars-Kazikoparan olan N. nehringi turii N.
xanthodon tiriiniin sinonimi degil ve ayr1 bir tiirdiir ayrica 2n=50 sitotipinin yayilis
gosterdigi Dogu Anadolu’da hakim tiirdiir. Ne N. xanthodon tiirii ne de N. nehringi tiirii
I¢ Anadolu Bolgesinde yayilis gostermemektedir. I¢ Anadolu bolgesinde ise ozellikle

2n=60 sitotipi ve bu sitotipten evrimlesen fakat tiir seviyesinde tamamen genetik olarak
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farklilasmamis tiirev sitotipler (2n=58, 2n=56, 2n=54, 2n=52) ayr1 bir tiir altinda
toplanmalidir. Bu bolgeden daha 6nce tanimlanan en eski tiir Matschie 1919 tarafindan
Eskisehir’den S. labaumei olarak tammlanmistir. Bu nedenle I¢ Anadolu’da N.

labaumei tiiriiniin gegerli tiir oldugu bu tez calismasinda kabul edilmistir.
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