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OZET

ANADOLU KORFARE POPULASYONLARININ (RODENTIA: SPALACIDAE)
NUKLEER GEN BETA- FIBRINOJEN (BFIBR) VE MITOKONDRIYAL DNA GEN
SITOKROM B iLE GENETIK VARYASYON DUZEYLERININ BELIRLENMESI

RESADI, Arzu
Nigde Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Ana Bilim Dali

Danigsman :Yrd. Dog. Dr. Teoman KANKILIC

Subat, 2014, 86 sayfa

Bu tez c¢alismasinda, Tirkiye’de yayilis gosteren N.leucodon, N.ehrenbergi ve
N.xanthodon tiirleri arasindaki genetik benzerlik ve farkliliklar1 ortaya koymak i¢in
mitokondriyal DNA sitokrom b gen bdolgesi ve niikleer DNA BFIB intron 7 gen
bolgesinin DNA sekans analizi yapilmistir.

Tiirkiye’den 98 ve Genbank’tan alinan 60 6rnek ile toplamda iki cinse ait (Spalax ve
Nannospalax), 158 korfare 6rnegin filogenetik analizleri yapilmistir. Sonug olarak,
Spalax ve Nannosplax cinslerinin birbirinlerinden ayrildigi gézlenmistir.

Ayrica, bu tez ¢alismasindan elde edilen sonuglara gore, Tiirkiye’de yayilis gosterdigi
bilinen ¢ tlir disinda allopatrik dagilisa sahip bagka tiirlerin oldugu da belirlenmistir.
Buna gore, N.cilicicus, N.leucodon, N.ehrenbergi, N.xanthodon, N.nehringi ve

N.captorum olmak {izere en az 6 tiir oldugu belirlenmistir.

Anahtar  sozciikler:N.cilicicus, N.leucodon, N.ehrenbergi, N.xanthodon, N.nehringi, N.captorum,
Mitokondriyal DNA, sitokrom b, niikleer DNA, beta fibrinojen



SUMMARY

DETERMINING THE LEVELS OF GENETIC VARIATION INFERRED FROM
NUCLEAR GENE BETA- FIBRINOGEN (BFIBR) AND MITOCHONDRIAL DNA
GENE CYTOCHROME B IN ANATOLIAN SUBTERRANEAN MOLE RATS
(RODENTIA: SPALACIDAE)

RESADI, Arzu
Nigde University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Biology

Supervisor :Asistant Professor Dr. Teoman KANKILIC

Subat 2014, 86 pages

In the M.sC thesis, genetic differentiations and similarities between N.leucodon,
N.ehrenbergi, N.xanthodon were determined by DNA sequence analysis using
mitochondrial DNA cytochrome b gene region and nuclear DNA beta fibrinogene intron
7 gene region.

With 98 samples that are taken from Turkey and 60 samples from Genbank, in total 158
blind Mole Rat samples of two genera which are Spalax and Nannosplax have been
anaysed filogenetically. As a result, Spalax and Nannospalax have been impliticly

observed as seperate genera.

Furthermore according to the results of the thesis, it has been found that are also species
that have allopatric distribution except well-known three species in Turkey.
Accordingly, there are at least 6 species which are called N.cilicicus, N.leucodon,

N.ehrenbergi, N.xanthodon, N.nehringi ve N.captorum.

Keywords:N.cilicicus, N.leucodon, N.ehrenbergi, N.xanthodon, N.nehringi, N.captorum,Mitochondrial
DNA, cytochrome b, nuclear DNA, beta fibrinogen
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ON SOZ
Bu c¢alismada, Nannospalax cinsine ait Tiirkiye Orneklerinde niikleer genlerden beta
fibrinojen intron 7 boélgesi ve mitokondiyal DNA’nin sitokrom b boélgesi ¢alisilmistir.
Elde edilen sonuglarla paket programlar kullanilarak analizler yapilmig ve ayni
primerlerle farkli bolgelerden ¢alisilmis Nannospalax’a ait diziler Genbank’tan alinarak
Maximum Likelihood ve Neighbor Joining agaclari ¢izilmis ve karsilastirmali sonuglara
yer verilmistir.
Tez ¢aligmamin konusunun belirlenmesinde, planlanip yiiriitilmesinde destek, ilgi ve
tesviklerini esirgemeyen, benim i¢in adeta bir yol gosterici olan danigman hocam Sayin
Yard. Dog. Dr. Teoman KANKILIC’a en i¢ten duygularla tesekkiirlerimi sunarim.
Bu ¢alismanin gergeklesmesinde biiyiik emegi olan, bana laboratuarinda ¢aligsma firsati
veren, her tiirlii destek ve imkan1 sunan Belgika Liege Universitesi dgretim iiyesi Saym
Prof. Dr. Johan MICHAUXa tesekkiir ederim.
Laboratuar calismalarima katkilarindan dolayr ve tez calismam i¢in gerekli birgok
istatistiksel programi Ogrenmeme yardimci olan Dr. Alice LATINNE’ye, ayrica
laboratuarda karsilastigim sorunlar karsisinda bana daima yardimci olan Nathalie
SMITHZ, Frangois GILLERT, Alice MOUTON ve Laurent GOHY’e sonsuz
tesekkiirler.
Tezimin daha kapsamli hale gelmesi i¢in istegime yanit ve bana deger vererek ¢aligmis
olduklar1 13 adet Spalax cinsine ait sitokrom b gen bdlgesi dizilerini yolladiklari i¢in
sayin Prof. Dr. Gabor CSORBA ve ekibine tesekkiirii borg bilirim.
Tez calismam esnasinda analiz programlart ile ilgili eksiklerimin kapanmasinda
yardimlarini gordiigiim Aksaray Universitesi’nden Dog. Dr. Tolga KANKILIC a, ayrica
calisilan canl ile ilgili fotograflarini paylagmama izin veren saygideger hocam Prof. Dr.
Ahmet KARATAS a tesekkiir ederim.
Tez ¢aligmam siiresince varliklariyla maddi- manevi yanimda olan degerli hocam Yard.
Do¢. Dr. Cemil ISLEK ile bir abla gibi daima bana destek olan Ar. Gér. Yasemin
MERIC ISLEK’e ¢ok tesekkiir ederim.
Calismalarimiz ~ siliresince  birlikte  yol katetti§imiz  arkadasim H. Didem
CELIKBILEK e, Arif Can ERDIK ve Burcu AYDIN’a; dostluklariyla her zaman
yanimda olan Yesim GUCLU BILGIC, Nebahat ESER, Ebru TUNCER, Seda ISIK,
Tuncer KAYIKCI ile Hasan UZUN’a ve yurt disinda kaldigim siire boyunca daima
yardimini gordiiglim sevgili arkadasim Burcuhan SENER’e tesekkiir ederim.
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Ozellikle bana kars1 hosgoriileri, sinirsiz sevgileri ve her an verdikleri moral icin
kardeslerim Asli RESADI ve Yunus Emre RESADI’ye goniilden tesekkiirler.

Son olarak benim bu giinlere gelmemi saglayan, emeklerini 6deyemeyecegim, maddi-
manevi destek ve tesviklerini hi¢bir zaman esirgemeyen biricik annem Géniil RESADI
ve babam Cengiz RESADI’ye minnettarim.

Bu tez caligmasi, 112 T 606 numarali “DNA’da SSR (Mikrosatellit) Analiz Y ontemiyle
Korfare (Nannospalax nehringi) Populasyonlarinin Genetik Yapisinin Arastirilmasi”
isimli Tubitak Hizli Destek Projesi, FEB 2013/01 numarali “Tiirkiye korfarelerine ait
kromozomal soylarin evrimsel iliskileri ve taksonomik pozisyonlarinin mitokondriyal 12S
ribozomal RNA sckans analizi ile arastirilmasi” isimli ve FEB 2013/03 numaral
“Anadolu Korfare Populasyonlarimin (Rodentia: Spalacidae) niikleer gen beta-
fibrinojen (BFIBR) ve mitokondriyal DNA gen sitokrom b ile genetik varyasyon
diizeylerinin belirlenmesi” isimli BAP projelerinden iiretilmis olup, projelere destek
saglayan TUBITAK ve Nigde Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimine

katkilarindan dolay1 tesekkiir ederim.
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BOLUM 1
GIRIS

Tiirkiye, cografi konumu ve kisa mesafelerde degisen jeomorfolojik 6zellikleri nedeniyle
bilinyesinde ¢ok farkli iklim tiplerini barindirmaktadir. Bu nedenle de ¢ok ¢esitli bitki ortiisii
ve hayvan topluluklarina ev sahipligi yapmaktadir. Ayrica Anadolu Kuvaterner’in Pleistosen
devrinin glasiyal donemlerinde kuzeyden gelen canlilara, interglasiyal ddnemlerinde
giineyden gelen canlilara siginak gorevi iislenmesi bu c¢esitliligi olumlu yonde etkilemistir.
Anadolu’nun kendi faunasmin yani sira, kuzeyden ve giineyden gelerek Anadolu’ya farkli
zamanlarda siginan tlirlerin zaman iginde ve farkli iklim ve ekolojik sartlardaki ortamlara
farklilagarak uyum saglamalar1 nedeniyle, Anadolu topraklar: kiigiik bir alana sahip olsa da,
biyolojik ¢esitlilik agisindan kita 6zelligi gosterecek seviyede zenginlige sahiptir (Giir, 2013).
Anadolu’nun degisken iklimsel ve topografik ozelliklerine ve yakin mesafelerde degisen
ekolojik kosullarina ¢ok iyi adaptasyon saglayip, yaygin yayilis gosteren ve bu nedenle
tiir/alttiir ¢esitliligi yiiksek olan canlilardan biri korfarelerdir. Korfareler Anadolu’nun hemen
her yerinde toprak altinda agtiklar1 galerilerde yagamlarini siirdiiren ve nadiren toprak iistiine
cikan canlilardir. Toprak iistiine ¢ikmadiklar i¢in toprak altina uzanan yumru koklii bitkilerin
(Patates, Sogan, Sarimsak, Havug, Seker pancar1 vb.) kokleri ile beslenirler ve bu nedenle
tarim zararlisi olarak bilinirler.

Korfareler giinimiizde Nannospalax ve Spalax olmak i{izere iki cins altinda
sniflandirilmaktadir. Ulkemiz kérfareleri Nannospalax cinsi altinda simiflandirilir. Bu cinsin
temsilcileri Avrupa, Tiirkiye, Ermenistan, Suriye, Filistin, Irak, Israil, Urdiin ve Misir’da
yayilis gosterirken, Spalax cinsi temsilcileri Kafkasya, Transkafkasya, Ukrayna, Romanya’da
yayilis gostermektedir (Wilson ve Reeder, 2005). Nannospalax temsilcilerinde goriilen
biyolojik ¢esitliligin neredeyse % 60 kadar1 Anadolu korfarelerinde bulunmaktadir (KryStufek
ve Vohralik, 2009). Anadolu korfarelerinde goriilen bu gesitliligin en énemli nedenlerinden
biri, bu canlilarin siirekli toprak altinda kalmalar1 ve hareket yeteneklerinin sinirli olmasi ve
bu nedenle yakin mesafelerdeki populasyonlar arasinda bile gen aligverisinin diisiik olmasidir
(Savic ve Nevo, 1990).

Korfarelerin taksonomisi biitiin taksonomik seviyelerde karmasik ve problemlidir. Ozellikle
Anadolu korfarelerinin tiir ve alttiir durumlart belirsizdir. Bu belirsizlige neden olan iki
onemli etken vardir. Bu etkenlerden birincisi bu hayvanlarin morfolojik olarak birbirlerine
cok benzemeleri (sibling tiir) ve korfare populasyonlarmi morfolojiye dayanarak
siniflandirmanin ¢ok zor olmasidir. Bu nedenle bu zamana kadar Anadolu korfareleri i¢in pek

cok tiir ve alttlir tanimlanmig, fakat giiniimiizde bunlarin biiyiikk kismi sinonim durumuna
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diismiistiir. Ikinci dnemli etken kérfarelerin diploid kromozom sayilar1 (2n) farkli ¢ok sayida
populasyon i¢ermesi (sitotip) ve farkli diploid kromozom sayisina sahip olan populasyonlarin
biliyilk cogunlugunun tiir ve/veya alttiir seviyesinde genetik farkliliga sahip olmalaridir
(Krystufek ve Vohralik, 2009).

Tiirkiye giintimiizde ii¢ korfare tiiriine ev sahipligi yapmaktadir. Bu tiirlerden N. leucodon
sadece Trakya’da, N. ehrenbergi Giineydogu Anadolu’da ve N. xanthodon ise Giineydogu
Anadolu bolgesi haricinde tiim Anadolu’da yayilis gostermektedir (KryStufek ve Vohralik,
2009). Fakat bu tiirler Tiirkiye korfare populasyonlarini tam anlamiyla temsil etmemektedir
(Nevo vd., 1994, Kankili¢ vd., 2014a, b). Ozellikle N. xanthodon tiirii icin bu zamana kadar
diploid kromozom sayilar1 birbirinden farkli 12 sitotip (2n= 36, 38, 40, 44, 48, 50, 52, 54, 56,
58, 60, 62) tanimlanmistir. Mevcut sitotiplerin tamami i¢in olmasa da biiylik ¢ogunlugu
arasindaki genetik iliskiler arastirilmis ve sitotiplerin ayr tiirler olarak degerlendirilmesinin
gerekliligi bu ¢alismalarda vurgulanmistir (Nevo vd., 1995; Kandemir vd., 2012; Arslan vd.,
2010; Kankilig vd., 2013, 2014a). Anadolu’daki diger tiirlere ait sitotipler de dikkate
alindiginda Tiirkiye korfare tiir sayisinin 20°ye ulasacagi diisiiniilmektedir (Nevo vd., 1994).
Anadolu korfareleri icin tanimlanmis olan 2n= 36, 2n= 38, 2n= 40, 2n= 44 populasyonlar1
endemik sitotiplerdir. Bu sitotipler gergekten tiir seviyesinde farkliliga sahiplerse, Anadolu’ya
endemik tiirler olacaklardir. Tiir dagilimiin ve bunlarin taksonomik durumlarinin dogru bir
sekilde degerlendirilmesi herhangi bir cografik alandaki biyolojik ¢esitliligin ele alinmasinda
temel bir ihtiyactir. Bu durum biyogesitlilik yonetimi ve koruma planlamasi calismalarina
baglamada en temel gereksinimdir. Bu nedenle tez ¢aligmasinda, Tiirkiye’de 59 lokaliteden
toplanan farkli diploid kromozom sayilarina sahip 98 korfare orneginde, mitokondriyal
DNA’nin filogenetik calismalarda en sik kullanilan gen bolgesi olan sitokrom b lokusu ve
daha once hi¢ calisilmamis olan niikleer genlerden beta fibrinojen intron 7 gen bolgesi
calisilmistir. Kapsamli bir ¢aligma olmasi amaglanarak Genbank’tan alinan farkl: iilkelere ait
60 korfare ornegi de ¢alismaya dahil edilmistir. Bu ¢alisma ile Tiirkiye igin tanimlanmis
korfare tiir ve alttiirlerinin taksonomik durumlarinin belirlenmesi, bu tiirler i¢in tanimlanan
sitotipler arasindaki genetik benzerlik ve farkliliklarin arastirilmasi amaglanmaktadir. Ayrica
Genbank’tan temin edilen farkli iilkelere ait sekanslar kullanilarak korfarelerin filogenisi ve
evrimsel ge¢misini, farkli programlar vasitasiyla yapilan genetik analizlerle ve filogenetik

agaclar ile aydinlatmak amag¢lanmaktadir.



1.1 Literatiir Ozeti

Korfareler morfolojik agidan birbirlerine olduk¢a benzer bireyleri iceren populasyonlardan
olusmaktadir. Bu nedenle korfareler kemiriciler iginde crytik sibling-tiir kompleksine iyi bir
ornek teskil etmektedirler. Fakat, Anadolu korfare populasyonlari i¢in bu zamana kadar
yapilmis olan yeni takson tanimlarinin hepsi morfoloji temellidir. Ge¢gmisten giinlimiize farkli
arastiricilar tarafindan Anadolu’nun farkli lokalitelerinden korfareler i¢in yeni tiir ve alttiirler
tanimlanmistir. Daha sonra bagka arastiricilar Anadolu’nun farkli bolgelerinden korfareler
icin farkli tiir ve alttiir tanimlar1 yapmis ve yeni tanimlanan tiirler sinonim durumuna
diigmiistiir. Son otuz yillik peryotta korfareler icin yeni tiir tanimlar1 yapilmaya devam
edilirken, bir yandan da eskiden tanimlanmis olan tiirlerin taksonomik durumlari sorgulanarak
korfare sinonim tiir envanteri genisletilmistir.

Ik korfare tiirii Nordmann (1840) tarafindan Rusya (Odessa)’dan Spalax leucodon adiyla
tanimlanmustir. Tiirkiye’den ise Nordmann (1840) tarafindan izmir’den Spalax typhlus
xanthodon alttiirii tanimlanmistir. Daha sonra Nehring (1898) tarafindan Bosna’dan Spalax
monticola tiirii tanimlanmstir. S. monticola tanimlandiktan sonra, Mehely (1909) tarafindan
Spalax monticola anatolicus adi ile bir alttiir Izmir (Bornova)’dan tanimlanmustir. Bu alttiirii
tanimlarken Mehely (1909) S. typhlus xanthodon’dan hi¢ bahsetmemistir. Mehely (1909)
calismasindan tam 100 sene sonra Krystufek ve Vohralik (2009) tarafindan bu alttiir tekrar
giindeme alinmig ve bu tiiriin Gliney Dogu Anadolu hari¢ tiim Anadolu’da hakim tiir oldugu
kabul edilmistir. Ognev (1947) S. leucodon ile S. monticola’nin sinonim oldugunu ve 6ncelik
kurali nedeniyle S. leucodon adinin kullanilmasi gerektigini ileri stirmistiir.

Tiirkiye’den bir diger tiir Satunin (1898) tarafindan Igdir’in Gaziler nahiyesi siirlari igindeki
Kaskoparan Koyili'nden saglanan 4 ornek i¢in Spalax nehringi adi altinda tanimlanmuistir.
Satunin Spalax nehringi’yi tanimlarken 6rneklerden birini tip 6rnegi olarak segmemistir. Daha
sonra Ognev (1947) bu dort ornekten birini tip olarak secerek karsilastirmalarini bu 6rnek
tizerine yapmustir. Mehely (1909) bu tiirii Spalax monticola nehringi alttiirii ad1 altinda
siiflamistir. Mehely (1909) ayrica Ardahan (Gole)’den Spalax monticola armeniacus
alttiirinii tamimlamustir.

Nehring (1898) tarafindan israil (Yafa)’dan Spalax ehrenbergi, iskenderun (Cengen Kdy)’dan
Spalax intermedius, Kirgiz Stepleri (eski Astragon vilayeti, Su anki Kazakistanin Batis1)’'nden
Spalax kirgisorum ve Misir’dan Spalax aegyptiacus tiirlerini tanimlamistir. Nehring (1898)
Spalax kirgisorum tiirtinii tanimlarken tek bir ornek kullanmigtir. Sonra Mehely (1909)
Kirgizistan’dan aldig1 topotip ornekleri ile Nehring (1898) tarafindan Spalax kirgisorum’un

holotipi i¢in verilen Ozellikler karsilastirmis ve bu holotipe benzeyen hicbir 6rnek
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belirlememistir. Bunun tizerine Mehely (1909), Nehring (1898) tarafindan Kirgiz Steplerinden
tanimlanan tiiriin tip lokalitesinin dogru olmadigini, gercek tip lokalitesinin gliniimiiz Kuzey
Suriye olmasi gerektigini ileri slirmiig, Nehring (1898) tarafindan tanimlanan bu dort tiiriin
birbirlerinin sinonimi oldugunu belirterek 6ncelik kurali nedeniyle hepsini Spalax ehrenbergi
tirii altinda smiflandirmistir. Ayrica, Szunyoghy (1941) tarafindan Adana (Ceyhan)’dan
alinan 6rnekler Spalax ehrenbergi var. ceyhanus olarak degerlendirilmistir.

Mehely (1909) Istanbul (Bakirkdy)’den Spalax monticola turcicus adi ile bir alttiir
tamimlamistir. Fakat, Savic ve Soldatovic (1984) Trakya korfare orneklerini Spalax turcicus
tiir ad1 altinda simiflandirmastir.

Mehely (1909) Nigde (Madenkody)’den aldigi 6rnekleri Spalax monticola cilicicus olarak,
Matschie (1919) Eskisehir’deki korfareleri Spalax labaumei olarak, Hinton (1920) Kiitahya
orneklerini Spalax monticola corybantium ve Cankiri’’dan elde edilen Ornekleri Spalax
monticola captorum olarak smiflandirmigtir. Ayrica Szunyoghy (1941) Malatya 6rneklerini
Spalax vasvarii ad1 altinda kullanmstir.

Yakin gecmiste ise Coskun (1996a) tarafindan Tunceli (GOmemis)’den Nannospalax
tuncelicus, Coskun (1996b) tarafindan Gaziantep (Sarigiillik)’ten Nannospalax nehringi
nevoi ve Coskun (2004) tarafindan Tunceli (Ovacik)’den Nannospalax munzuri tirleri

tanimlanmustir.

Cins seviyesinde Topachevskii (1969)’nin korfare siiflandirmasi kabul gormektedir. Fakat,
Topachevskii (1969) ¢alismasinda Tirkiye korfarelerini Microspalax cins ismi altinda
siniflandirilmistir. Gromov ve Baranova (1981), homonimlikten dolayr Microspalax cins ismi
yerine Nannospalax cins ismini kullandigi i¢in, Tiirkiye korfareleri giiniimiizde Nannospalax

Palmer, 1903 cinsi altinda smiflandirilmaktadir.

Kivang (1988) tarafindan genis 6rneklem kullanilarak yapilan ¢alismada, Tiirkiye korfareleri
iki tiir (Spalax leucodon ve Spalax ehrenbergi) ve bu tiirlere ait 7 alttiir (S. I. nehringi, S. I.
armeniacus, S. I. anatolicus, S.I. turcicus, S.1. cilicicus, S. e. intermedius ve S. e. kirgisorum)
altinda smiflandirilmigtir. Kivang (1988)’e gore S. ehrenbergi Mersin, Adana ve Hatay’dan
baslayarak Hakkari’ye kadar, Toroslarin giineyindeki Giiney Dogu Anadolu bdlgesinde
yayilis gostermektedir. S. leucodon tiirii ise S. ehrenbergi’nin haricinde Tiirkiye’nin geri kalan
bolgelerinde yayilis gostermektedir. Daha Onceki calismalarda Anadolu ve Trakya’dan

tanimlanan tiirler S. leucodon tiiriiniin sinonimi olarak kabul edilmistir.



Wilson ve Reeder (2005), Tiirkiye’de S. ehrenbergi, S. nehringi ve S. leucodon olmak tizere 3
korfare tiirtiniin bulundugunu belirtmislerdir. Arastiricilar bu tiirlerden Spalax ehrenbergi’nin
Giineydogu Anadolu, Irak, Liibnan, Suriye, Israil, Urdiin, Libya, Giiney Afrika ve Misir’da;
Spalax leucodon’un Balkanlar, Bulgaristan, Romanya, Yunanistan ve Tiirkiye’de Trakya’da;
Spalax nehringi’nin ise Trakya, Bozcaada, Goékgeada, Giineydogu Anadolu hari¢ tim
Tiirkiye’de yayilis gosterdigini belirtmiglerdir. Kivang (1988) calismasindakinin aksine,
Wilson ve Reeder (2005) S. leucodon tiiriiniin sadece Trakya’da bulundugunu ve Anadolu’da
genis yayilisa sahip olan tiiriin S. nehringi oldugunu séylemistir.

Gromov ve Baranova (1981) ile Corbet ve Hill (1991) calismalarinda ise Spalacidae familyasi
Spalax ve Nannospalax olarak iki cins igerisinde degerlendirilmistir. Tirkiye korfareleri
Nannospalax cins ismi altinda siniflandirilmis ve Tiirkiye’de N. ehrenbergi, N. nehringi ve N.
leucodon olmak {izere ti¢ korfare tiirliniin oldugu ifade edilmistir.

Krystufek ve Vohralik (2009), Tiirkiye ve Kibris memelileri iizerine yaptiklari ¢aligmada,
Gromov ve Baranova (1981) ile Corbet ve Hill (1991) tarafindan yapilan g¢alismalara uygun
olarak Tiirkiye korfareleri Nannospalax cinsi altinda smiflandirilmistir. Diger ¢alismalardan
farkli olarak Krystufek ve Vohralik (2009), Tiirkiye’de N. xanthodon (N. nehringi’nin
sinonimi), N. leucodon (Trakya-Marmara), N. ehrenbergi (Giineydogu Anadolu) tiirlerinin
bulundugunu, diger isimlerin bunlarin sinonimleri oldugunu belirtmiglerdir.

Tiirkiye korfareleri iizerine yapilan morfoloji temelli yukarida 6zetlenen ¢aligsmalar birbirleri
ile uyusmayan sonuglar icermektedir. Ozellikle Tiirkiye’de hangi tiir ve alttiirlerin oldugu,
tanimlanan alttiir ve tiirlerin gecerlilikleri ve mevcut tiirlerin yayilis smirlar1 halen
tartismalidir.

Morfolojik aragtirmalar sonucunda Tiirkiye korfarelerinin taksonomisi tam anlamiyla
belirlenememigken, son 30 yil siiresince yapilan karyolojik ¢alismalarin sonuglart durumu
daha karmasik bir hale sokmustur. Bu zamana kadar Tiirkiye korfareleri icin yapilan
karyolojik ¢aligmalarda Anadolu’da yaygin yayilis gosterdigi kabul edilen N. xanthodon
(revizyon i¢in bakiniz, Krystufek ve Vohralik, 2009) tiirii i¢in 12 farkli diploid kromozom
degerine sahip populasyon (2n = 36, 38, 40, 44, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62) tanimlanmistir
(Nevo vd., 1995; S6zen 2004; S6zen vd., 2006; Coskun vd., 2006; Kankilig vd., 2007, 2009,
2010; Sozen vd., 2013). Trakya’da bulunan diger korfare tiirii olan N. leucodon’un diploid
kromozom sayisi 2n= 56 ve kromozom kol sayis1 NFa= 72 ve 74 arasinda degismektedir
(Sozen, 2004; Sozen vd., 2006). Ayrica Anadolu’daki diger tiir olan N. ehrenbergi igin 5
farkli sitotip (2n= 48, 52, 54, 56, 58) tanmimlanmistir (Coskun vd., 2006). Sadece
populasyonlarin diploid kromozom degerindeki farkliliklar dikkate alindiginda Tiirkiye
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korfareleri igin farkli sitotiplerin sayisi 20’ye ulagsmaktadir. Fakat Tiirkiye korfareleri o kadar
cok kromozomal polimorfizme sahiptir ki, diploid kromozom sayilar1 ayni1 fakat kromozom
kol sayilar1 birbirinden farkli allopatrik ¢ok sayida populasyon igermektedir. Ornegin I¢
Anadolu’da yayilis gosteren 2n= 60 sitotipi i¢in 6 farkli kol sayisina sahip (NF= 74, 76, 78,
80, 82, 84) allopatrik populasyon tanimlanmistir (S6zen vd., 2013). Bu tiirtin diger
sitotiplerinde de ayni sekilde farklilasma goriilmektedir (Kankili¢ vd., 2010).

Bu zamana kadar Tiirkiye i¢in tanimlanmis olan tiir ve alttiirlerin topotip 6rnekleri toplanarak
karyotip analizleri yapilmistir. Tanimlanan tiir ve alttiirlerin topotiplerinde belirlenen

karyolojik bulgular Cizelge 1.1.’de verilmektedir.

Cizelge 1.1. Tiirkiye’den tanimlanan ve kaydi verilen korfare tiir ve alttiirleri ve karyotip

sonuglari

YAZAR LOKALITE TUR VE ALTTURLER 2n, NF Kaynak
Nordman (1840) [zmir Spalax typhlus xanthodon 38, 74 Nevo vd. (1995), S6zen
(2004), Tez vd. (2002),
Kankilig vd. (2009)
Nehring (1898) Bosna Spalax monticola 54,90 Savic ve Nevo (1990)
Iskenderun (Cengenkdy) | Spalax intermedius 52,74 Coskun vd. (2006)
Israil (Yafa) Spalax ehrenbergi 60, 76 Wahrman vd. (1985)
Misir Spalax aegyptiacus 60, 76 Lay ve Nadler (1972)
Suriye Spalax kirgisorum ?
Satunin (1898) Igdir (Kazkoparan) Spalax nehringi 48, 68 Coskun ve Kaya (2013)
Mehély (1909) Ardahan (Gole) Spalax m. armeniacus 50, 70 Coskun (2003), Kankilig vd.
(2007), Ulutiirk vd. (2009)
Nigde (Madenkdy) Spalax m. cilicicus 58, 72 Sozen ve Kivang (1998)
Izmir (Bornova) Spalax m. anatolicus 38,74 Nevo vd. (1995), S6zen
(2004), Tez vd. (2002),
Kankilig vd. (2009)
Istanbul (Bakirkdy) Spalax m. turcicus 56, 78 Sézen vd. (2006)
Metschie (1919) Eskigehir (Porsuk Nehri) Spalax labaumei 60, 76 Kankilig vd. (2009)
Hinton (1920) Kiitahya (Gediz) Spalax m. corybantium 60, 76 Kankili¢ vd. (2009)
Cankiri Spalax m. captorum 54,74 Catakl1 (2004)
Szunyoghy (1941) | Malatya Spalax vasvarii 60, 82 Ulutiirk vd. (2009)
Adana-Ceyhan Spalax ceyhanus 56, 72 Coskun vd. (2006)
Cosgkun (1996a) Tunceli (Gomemis) Nannospalax tuncelicus 54,74 Coskun (2004c)
Coskun (1996b) Gaziantep (Sarigiilliik) N. nehringi nevoi 52, 74 Coskun (2004b)
Coskun (2004) Tunceli (Ovacik) N. munzuri 58, 68 Coskun (2004c¢)

Korfarelerin kromozomal tiirleri ve populasyonlar1 kendi klimatik habitatlarini, bulunduklar
cografi bolgelerin iklim sartlarina gore secerler. Ozellikle, nemlilik ve kuraklik habitat
seciminde temel ayristirict olarak goriilmektedir (Nevo vd., 2001). Tirkiye’de yayilis
gosteren korfarelerde de goriilen populasyon ici cesitliligin, diger baz: tiirlerde de oldugu gibi
tilkede
distintilmektedir (Nevo vd., 1995).

gorillen farkli iklim ve cografik etmenlerden kaynaklanmig olabilecegi

Nannospalax tiirlerinin populasyonlara ayrilmasinda cografi yapi etkilidir ancak ayni cografi

bolgenin farkli alanlarinda bulunan korfarelerde ve buna bagli olarak populasyonlar i¢inde de
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yiiksek kromozom cesitliligi goriilmektedir. Bir¢ok arastirici, izolasyonun yaninda eseysel
davranigsa bagli izolasyonun da etkili oldugunu ve bu izolasyon sebebiyle de populasyonlar
arasinda gen aligverisinin kisitli oldugunu ifade etmislerdir. Ayrica bu canlilarin hareket
yeteneklerinin smirli olmasi da gen aligverisinin kisitlanmasina sebeptir. Bu verilere
dayanarak, korfarelerin tiirlesmeleri iizerine cografik bariyerlerin etkili oldugu sdylenebilir
(Wahrmann vd., 1969; Nevo, 1979).

Nevo (1991), Israil’de yasayan dar hibrid zonlarla birbirlerinden ayrilan dort sitotipin
bulundugunu ve bu sitotiplerin tiirlesme siirecinin son asamasinda olan biyolojik tiirler
olduklarim ifade etmistir. Daha sonra Nevo vd. (2001) Israil’de dagilim gosteren S.
ehrenbergi’ye ait 2n= 52, 54, 58 ve 60 sitotiplerin her birinin ayr1 bir tiir olduklarini (S.galili,
S.golani, S. carmeli, S. judaei) ifade etmistir. Israil’deki bu durum Tiirkiye korfare drnekleri
icin de degerlendirilmis ve Nevo vd. (1995) Tiirkiye’de de 20’den fazla tiir bulunabilecegini
ileri stirmiistiir. Tlirkiye’de bulunan ii¢ tiir i¢in diploid kromozom sayis1 bakimindan 20 farkl
sitotip, kromozom kol sayis1 bakimindan yaklasik 40 sitotip, ayni diploid kromozom sayisi
(2n) veya kromozom kol sayisina (NF) sahip olan fakat oldukg¢a farkli cografik bolgelerde
yasayan populasyonlar da (allopatrik populasyonlar) dikkate alindiginda yaklasik 50 farkl
sitotipin varlig1 belirlenmistir. KrysStufek vd. (2012) “sitotip= tiir” yaklasiminin dogru bir
yaklagim olmadigini, Kankilig vd. (2013, 2014a, b) ise Tiirkiye’deki tiim sitotipler olmasa da
Anadolu’daki bazi sitotiplerin gergekten tiir seviyesinde farkliliga sahip oldugunu ve ayri
tiirler olarak degerlendirilmesi gerektigini ileri stirmektedir.

Nevo vd. (1995) korfareleri sadece morfolojik 6zelliklerine gore siniflandirmanin dogru bir
yaklagim olmadigini ve tanimlanmis morfotiirlerin ve sitotiplerin, sitogenetik ve molekiiler
yontemlerle analiz edilerek, Tiirkiye korfare taksonomisinin yeniden degerlendirilmesinin
uygun bir yaklasim oldugu ileri stirmiistir.

Arslan vd. (2010) Anadolu’dan ii¢ sitotipe ait (2n= 40, 58 ve 60) Nannosplax xanthodon
orneklerinde mtDNA cyt-b boélgesini c¢alismislardir. Elde edilen verilerle haplotip
hesaplamalar1  ve ¢izilen filogenetik agaclarin  sonuclart  1518inda,  Anadolu
Nannospalax’larinin, Israil kdrfarelerinin tersine parapatrik degil allopatrik bir tiir oldugunu
belirtmislerdir. Arastiricilar, Robertsonian kromozom mutasyonlarinin farkli sitotiplerin
olusmasinda en 6nemli etken oldugunu ifade etmislerdir. Ayrica ¢alisilan bu ii¢ sitotipin ayr1
tiir olabilecegini ileri stirmiislerdir.

Krystufek vd. (2012) yaptiklar1 ¢alisma ile, Bosna Hersek, Tiirkiye, Israil ve Misir’dan 34
farkli lokaliteden aldiklar1 53 Ornek icin mtDNA’nin cyt-b gen bdlgesini calismislardir.

Nannospalax cinsinin genetik orijininin Asya kitas1 oldugunu ifade etmislerdir. Genetik
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varyasyon seviyesi ii¢ tiir arasinda Nannospalax leucodon tiiriinde en diisiik, N. xanthodon
tiiriinde en yliksek diizeyde oldugu belirlenmistir. Ayrica, Nevo vd. (1995)’in “her sitotip tiir
olmalidir” hipotezi bu ¢alismada reddedilmektedir.

Kandemir vd. (2012), Tiirkiye’de bulunan ii¢ tiirde (N.xanthodon, N. ehrenbergi, N. leucodon)
47 ornegin mtDNA’nin cyt-b gen bolgesinin 402 bp’lik kisminmi ¢alisarak Tiirkiye korfare
sitotipleri arasinda genetik varyasyonlar incelemislerdir. Ilging olan sonuglar arasinda
Tiirkiye’de N.ehrenbergi’nin iki sitotipi (2n= 52 ve 2n=56) arasindaki genetik mesafe 0.087
bulunmustur, bulunan bu sonucun Israil’deki iki en uzak iliskili iki tiir arasinda (N.golani ve
N. carmeli) belirlenen genetik mesafe degerinden daha biiyiik oldugu ifade edilmistir. N.
xanthodon ile ilgili olarak diisiik diploid sayili (2n= 36,38,40 ve 50) sitotiplerin, N.leucodon
populasyonlart ile birlikte monofiletik bir grup olusturduklarini ifade etmislerdir. Ayrica
yapilan mtDNA analiz sonuglariyla 2n= 38 sitotipli Ornekler ile izole bir ada olan
Gokgeada’da da varolan ayni sitotipe sahip bireylerin birbirlerinden farkli olarak gesitlilik
gosterdiklerini bulmuslardir.

Kankili¢ vd. (2013), N. xanthodon ve N. ehrenbergi tiirlerine ait 154 Ornegi rastgele
cogaltilmig polimorfik DNA (RAPDs) analizi ile g¢alisarak sitotipler arasinda genetik
varyasyon seviyelerini arastirmislardir. Ozellikle i¢ Anadolu kérfare sitotiplerinde gériilen
farklilagmanin peripatrik mekanizmalarla gerceklestigi ileri siiriilmiistiir. Ayrica bu ¢alismada,
korfare sitotiplerinin cografik yayilislarina uygun olarak allopatrik sitotip gruplar
olusturduklar1 ve bu nedenle her bir sitotipin ayr1 bir tiir olarak degerlendirmenin yanlis bir
yaklasim oldugu ileri stiriilmistiir.

Kankili¢ ve Giirpmar (2014a), Anadolu’dan aldiklar1 N. xanthodon ve N. ehrenbergi tiirlerine
ait 94 6rnegin mtDNA RFLP analizini yaparak, sitotipler arasinda D-loop ve sitokrom b gen
bolgelerindeki genetik varyasyonlari aragtirmislardir. Bu ¢alismanin sonuglarina gére Dogu
Anadolu’dan alinan 6rneklerin (2n= 48 ve 50) N. nehringi olarak adlandirilmasimin daha
dogru olacagini, bu bolgede bulunan kor farelerin N. xanthodon’un sinonimi olarak ifade
edilmesinin yanlis oldugunu belirtmislerdir. Arastiricilar, bu ¢alisma ile N. nehringi ve ilk kez
Metschie (1919) tarafindan Eskisehir’den tanimlanan N. labaumei tiiriiniin, Anadolu
korfareleri icin gegerli tiirler olabilecegini ileri siirmiislerdir.

Kankili¢ vd. (2014b) yaptiklari ¢alismada, Tiirkiye’de 58 lokaliteden aldiklar1 Nannospalax
cinsi Orneklerinin bakulum kemiklerini ilk defa ve kapsamli bir bi¢imde morfolojik ve
biyometrik ag¢idan karsilastirmislardir. Bakulum(os penis) bilindigi iizere, morfolojik acgidan
gosterdigi farkliliklar sebebiyle tiir teshisi ve taksonomide siklikla kullanilmaktadir.

Aragstiricilar bu ¢alismada Bati Anadolu, Orta Anadolu ve Dogu Anadolu populasyonlarinin
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ayni tiir olamayacak seviyede farkli bakuluma sahip olduklarini1 belirlemislerdir. Bu ¢alisma
ile Tirkiye’deki korfareler belirli sitotip gruplarmi iginde barindiran 5 allopatrik tiir (N.
leucodon, N. ehrenbergi, N. xanthodon ve N. nehringi, N. laboumei) altinda
siniflandiriimastir.

Bu zamana kadar yapilan ¢alismalar Tiirkiye korfarelerinin taksonomisini net bir sekilde
ortaya koyamamistir. Son zamanda birka¢ molekiiler temelli c¢alisma yapilmig, fakat bu
caligmalarin higbirinde Tirkiye’deki tiim sitotipler birlikte degerlendirilmemistir. Bu tez
caligmasinda 6zellikle mtDNA nin cyt-b bolgesi calisilarak, daha 6nceki ¢calismalarda bu gen
bolgesi i¢in elde edilen sekans sonuglar1 bu tez ¢alismasina ilave edilerek mevcut sitotipler
arasindaki genetik benzerlik ve farkliliklarin belirlenmesi amaglanmistir. Ayrica ¢alismanin
giivenilirligini giiclendirmek i¢in bir niikleer gen bolgesi (Beta Fibrinojen) calismaya dahil
edilmistir. Her iki gen bolgesinin sekans analizleri sonucu elde edilen veriler ile olusturulacak
filogenetik analizlerle mevcut tiirlerin gegerlilikleri, sitotiplerin tiirler icindeki durumlari, tiir=

sitotip hipotezinin dogrulugu arastirilacaktir.



BOLUM II
KURAMSAL TEMELLER

2.1 Ordo: Rodentia (Mammalia)

Rodentia ordosu, 2800’den fazla tiirii ile memeli sinifinin en biiyiik takim1 olup diinya memeli
tiirlerinin yaklagik yarisini kapsamaktadir (Ognev, 1947; Nowak, 1991; Wilson ve Reeder,
2005). Diinyanin kemirici hayvanlari neredeyse biitiin kitalarinda (Antartika ve Kutuplar
hari¢) yayillmis durumdadir. Kemirgenler olduk¢a farkli iklim tiplerine uyum
gostermektedirler. Cok farkli ekolojik kosullara ve yasam alanlarina uyum saglamislardir ve
bu hayvanlar, kara, agag, toprak alt1 ve yar1 sucul olarak farkli habitatlarda dagilis gosterirler.
Bu hayvanlarin yayilislarinda vejetasyonun, arazi yapisinin, atmosferik nemin ve toprak
yapisinin 6nemli etkisi vardir (Yiiksel ve Ulutiirk, 2004).

Diger ordolardan kolaylikla ayirt edilebilen bu ordonun kendi icerisinde filogenetik durumu
halen netlik kazanmamistir. Cigneme kaslar1 ve kafa yapilari kemiricileri siniflandirmak i¢in
kullanilabilen 6nemli kriterler olup, her bir grup kafatas1 yapist ve ¢cenenin kafatasi ile yapmis
oldugu baglantiyla birbirinden ayrilmaktadir. Bu ayrima gore 4 bazi kaynaklarda ise 5
subordoya ayrilmaktadirlar.

Rodentia ordosunu diger ordolardan ayiran en belirgin 6zelligi diestema boslugunun olusudur.
Diestema boslugu, kopek disleri ve 6naz1 dislerinin kaybolmas ile olusan bir bosluktur. Bu
bosluk kesici dislerle az1 dis arasinda bulunmaktadir ve besin toplamaya yarar. Her iki
¢enenin Oniinde ikiger adet kesici dis bulunmasi tiim kemiricilerin ortak 6zelligi olup bu disler
koksiizdiir ve devamli biiylime gosterirler. Kesici diglerden birinin kirilmasi ile yerine yeni dig
cikamamasindan dolayr kirillan disin karsisindaki dis devamli olarak biliylime gosterir ve
hayvanin 6liimiine yol agabilir (Ognev,1947).

2.2 Familya: Spalacidae Gray,1821

Korfareler toprakalti hayata adapte olmus hayvanlardir. Genellikle toprak altinda yumru koklii
bitkilerin kokleri ile beslenirler. Bu hayvanlar neredeyse tamamen toprak altinda yasamlarinm
stirdiiriirler.  Gozlerinin  bulunmayisi, kulak kepgelerinin  korelmis olmasiyla diger
kemirgenlerden ayrilirlar.

Genel morfolojileri, iklim ve cografi sartlara bagli olarak ¢ok az degisim gdsterse de genel
itibariyle aynidir (Fotograf 2.1., Fotograf 2.2., Fotograf 2.3.). Govde, silindir seklinde olup,
bas govdeden biraz daha genistir. Bas ve beden uzunluklar1 130 ile 310 mm arasinda

degismektedir. Agiz kiit, gozler korelmis olup, deri altinda kalarak islevini yitirmistir ve
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disaridan bakildiginda goriinmemektedir. Burun pedinin her iki tarafindan kulaga dogru fir¢a
seklindeki beyaz renkte killar dokunma duyusunun algilanmasinda 6nemli rol oynarlar. Kulak
kepceleri yoktur fakat orta kulaga acilan kulak aciklig tiiyler arasinda goriilmektedir. Kuyruk,
killar i¢inde belirgin olmayan kiigiik bir ¢ikint1 halindedir. On ve arka ayaklar1 bes parmakls,
keskin tirnakli olup ayaklar1 ¢iplak ve burusuktur. Kazma isini disleriyle yaptiklari igin
ayaklar kazma isi i¢in uyum saglayamamis ve zayif kalmistir. Kafatasi fossorial (kazic1) hayat
icin olduke¢a farklilasmistir ve yetigskinlerde kuvvetli sekilde egimli bir yap1 kazanmistir.
Supraoccipital bolge posterior zygomatik koklerin seviyesine ulasarak oOne dogru
meyillenmistir. BoOylece kafatasi toplam uzunlugunun 1/3 veya daha fazlasimi kapsar.
Zygomatik plate’ler nispeten dardir, infraorbital foramina genistir. Foramina incisiva ¢ok
kiigiik olup dar bir foramen seklindedir. Kesici disler genis olup, alt kesici mandibul iizerinde
kondillerin gerisinde ¢ikintt olusturmaktadir. Molar (¢igneme) disler kokliidiir, geng
hayvanlarin dislerinin i¢ ve dis girintili kivrimlar1 bir siire sonra tag¢ yilizeyinde izole olmus
adacik seklini almaktadir. Genel dis formiilleri; I 1/1, C 0/0, PM 0/0 M 3/3= 16’dir. (Ognev,
1947; Harrison ve Bates, 1991; Qumsiyeh, 1996).

Ortalama agirliklart 100-570 gr kadardir. Viicut renkleri mevsimsel varyasyon gostermekle
beraber, genel viicut rengi sarimsi kahverengi olup sik ve yumusak killarla kaplhdir.
Penislerinde, baculum (os penis) bulunur. Baculum, orta kisminda yukari dogru kuvvetlice
yay seklini alan ince bir govdeye sahiptir. Taban kismi ise yanlara dogru genislemistir ve ug
kism1 genislememistir. Baculum (os penis), erkek hayvanlarda bulunan ve farkli morfoloji
gosteren, lretranin iizerinde ve penisin distal ucunda bulunan bir kemiktir. Bu kemik,
morfolojisi dolayistyla siklikla tiir teshisinde ve taksonomide kullanilmaktadir (Kankili¢ vd.,
2014b). Disilerinde bir ¢ift pektoralde ve iki ¢ift abdominalde meme bulunmaktadir (Ogneyv,
1947; Harrison ve Bates, 1991). Seksiiel aktivite, biitiin yi1l boyunca mevcut olup, ocak ve
subat aylarinda artmaktadir. Cogunlukla disiler yilda bir defa dogururlar, yilda birden fazla

dogum yapan korfare orani 6nemsiz bulunmustur (Savic, 1973).
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Fotograf 2.1. Anadolu korfaresi (Nannospalax nehringi) (Fotograf: Ahmet KARATAS).

Fotograf 2.2. Filistin korfaresi (Nannospalax ehrenbergi) (Fotograf: 4hmet KARATAS).
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N

Ahmet Karatas

Fotograf 2.3. Beyazdisli korfare (Nannospalax leucodon) (Fotograf: Ahmet KARATAS).

Ciftlesme donemi disinda yalniz ve toprakaltinda kazdiklar1 galeri sistemlerinde yasarlar. Ana
yuvada gilinliik yasam odasinin yani sira besin odasi ile digski odasi bulunmaktadir. Hayvan,
genellikle yumusak tarim alanlarinda, cayirliklarda ve steplerde yasarlar. Ozellikle tarim
alanlarinda ekonomik zarara sebep olurlar. Sogan, patates ve havug gibi yiyeceklerle beslenen
Spalax’lardan birinin yuvasinda 20 kg kadar patates bulundugu belirlenmistir. Digaridan
bakildiginda tiimsekler halinde goriilen bu galeriler labirent seklindedir (Harrison ve Bates,
1991) (Fotograf 2.4.). Fizyolojik agidan incelediginde Spalax’larin son derece saldirgan
oldugu, hiriltiya benzer sesler ¢ikardiklar1 gozlenmistir. Korfareler, baslariyla tiinelin tavanina
vurarak ritmik sismik dalgalar olustururlar. Ayrica, alti-yedi farkli ses ¢ikartarak aralarinda
iletisim saglarlar. Sismik dalgalar ve diger seslerle rakipler uyarildigr gibi karst cinsin

bulunmasinda da etkilidir (Mason ve Narins, 2001).
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Fotograf 2.4. Bir korfarenin yasadigi dogal ortaminda toprak yiizeyinde olusturdugu
cikintilar.

2.3 Spalax Giildensteadt, 1770

Spalacidae familyast monogeneriktir, boylece familya i¢in verilen karakterler cins igin de
gegerlidir. Topachevskii (1969) tarafindan Spalax cinsinin en eski tiiriiniin, Pliosen dénemine
ait (5 milyon yil once), Ukrayna ve Makedonya’da bulunan S.odessanus oldugu
belirlenmistir. Ayrica arastirici, bu familya i¢in Prospalax adli fosil cinsin bulundugunu da
ifade etmistir.

Ognev (1947) Spalacidae’nin tek bir cinsi oldugunu ifade etmistir. Ayrica Ellerman (1966) da
familyanin tek {iyesinin Spalax oldugunu ve altcinsleri ayirmada supracondyloid foramenlerin
bulunup bulunmayisinin kullanilmasi gerektigini, fakat bunun da degisken karakter
olmasindan 6tiirii altcins ayriminin yapilamadigini belirtmistir. Topachevskii (1969) yaptigi
genis revizyonda korfareleri Microsapalax ve Spalax cinsi olarak 8 yasayan ve 4 fosil tiire
bolmiistiir. Fakat Corbet (1978), Topachevskii (1969)’in siniflandirmasinda korfarelerin ¢ok

fazla tiire boliindiigiinii belirtmis ve Spalax cinsini ii¢ tiire ayirmistir. Daha sonra Corbet, Hill
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ile bareber yayinladigi Diinya Memelileri Tiir Listesi kitabinda korfareleri iki cins ve sekiz
tiire ayirmistir (Corbet ve Hill, 1991). Verilen siniflandirma su sekildedir;

Familya: Muridae

Altfamilya: Spalacinae

Cins: Spalax

Tir: S. arenarius, S.giganteus, S.graecus, S.microphthalmus, S.polonicus

Cins: Nannospalax (Spalax, Mesospalax, Microspalax)

Tiir: N. ehrenbergi, N.leucodon, N. nehringi
2.4 Mitokondrial DNA (mtDNA) ve Niikleer DNA (nDNA)

Evrim calismalarinda genomun en ¢ok calisilan kisimlarindan biri de mtDNA’dir (Wilson vd.,
1985). Mitokondriyal DNA, kii¢iik; yaklasik 16.569 bp, cift iplikli, sirkiiler bir molekiil olup,
cekirdek DNA’sinin %1’inden az sayida DNA igermektedir (Wallace, 1986). Ayrica mtDNA,
mitokondri matriksine yerlesmistir. Niikleer DNA ise, hiicre niikleusu i¢ine yerlesmis biiyiik
lineer bir molekiildiir. NDNA intron icerirken, mtDNA’da intron bolgeleri bulunmamaktadir.
NDNA analizi, mtDNA ile elde edilen filogenezleri dogrulamak icin yapilmasi tavsiye
edilmektedir.

Hayvan mtDNA’s1, 15-20 kb uzunlugunda, 22 tRNA, 2 rRNA, 13 elektron transferi ve
oksidatif fosforilasyonda gorev yapan 13 mRNA’y1 kodlayan toplam 37 genden olusan kapali
halkasal bir molekiildiir (Klug ve Cummings, 2000) ( Sekil 2.1.).
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Sekil 2.1. Hayvan mitokondrial DNA’sinin genel gériiniimii.

Sitoplazmik DNA olarak da adlandirilan mtDNA’da yaklasik 1 kb uzunlugunda olan
kontrol bolgesi replikasyonun basladigi bolge olarak bilinmektedir. Diger DNA
tirlerine benzer bigimde, mtDNA’da kodlanan ve kodlamayan (kontrol bdlgesi)
bolgeler mevcuttur. MtDNA, hiicre iginde ¢ok sayida kopya halinde bulunmaktadir.
MtDNA hizla gelisen genlere ve son derece korunmus bolgelere sahiptir. MtDNA
anne tarafindan kalitilir, c¢abuk gelisir ve biliylk kisminda rekombinasyon
goriilmemektedir. Bu ozellikler populasyon genetigi agisindan biiyiik 6nem tasir ve
taksonlar iizerinde genis bir bant araliginda kullanima olanak saglamaktadir.
Rekombinasyonun neredeyse goriilmemesi, kalittimin daha rahat izlenmesine olanak
saglamaktadir ve bu nedenle yliksek evrimsel stabiliteye sahiptir. Dolayisiyla mtDNA,
belirli bir varyasyonu, niifus yapisini ve filogenetik iliskileri belirlemede 6nem arz
etmektedir ( Avise vd., 1987; Brown vd., 1982; Kocher vd., 1989).

MtDNA genomu iginde, sitokrom b geni mitokondriyal komplex III merkezi bir
katalitik alt birimi temsil eden mitokondriyal genlerden biridir ve ¢ogu Okaryotik
hiicrede yasam i¢in ¢ok dnemli olan oksidatif fosforilasyon sisteminden sorumludur.
Memeli hayvanlarda inter spesifik molekiiler taksonomi ve filogenetik ¢aligmalar i¢in
en yaygin olarak kullanilan mitokondriyal DNA genidir. (Kocher vd., 1989;
Montgelard vd., 1997; Prusak vd., 2004). Sitokrom b geni, farkli taksonomik gruplarin
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belirli kodon pozisyonlarinda ayirici taban tercihlerine sahip oldugu goriilmektedir
(Irwin vd., 1991).

Sitokrom b geni her iki korunmus ve degisken bdlgeleri ya da her ikisinin etki
alanlarinin daha derin degerlendirilmesinde uygun olmasinin yani sira daha fazla yeni
farkliliklar1 degerlendirebilmektedir (Meyer ve Wilson, 1990; Irwin vd., 1991;
Cantatore vd., 1994; Lydeard ve Roe, 1997; Kumazawa ve Nishida, 2000; Sturmbauer
ve Meyer, 1992; Rocha-Olivares vd., 1999; Kirchman vd., 2000; Lovejoy ve de
Araujo 2000).

Sitokrom b geni kullanilmasinin diger avantajlari; sitokrom b geni net hizalanmalar ile
pozisyonel homoloji kurulmast i¢in olanak saglar. Hem daha yavas hem de hizl
gelismekte olan bolgeleri (kodon pozisyonlari) ve memeli tiirler arasinda yiiksek
ol¢iide korunmus sekans pargalarini igerir (Irwin vd.,1991). Bu nedenle, sitokrom b ve
diger genler dahil olan analizler son derece tavsiye edilir.

2.5 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR=PZR)

PCR, spesifik bir DNA pargasinin kopyalarinin primerler tarafindan yonlendirilerek,
enzimatik olarak sentezlenmesi seklinde tanimlanan in vitro bir yéntemdir. in vitro
kosullarda, istenilen bir genin ya da 6zgiin bir DNA dizisinin, ¢ok sayida kopyasinin
elde edilmesi i¢in 1980’li yillardan beri kullanilan bir yontem olan polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) teknigi, cok az miktarda DNA’yla ¢aligmaya olanak saglamaktadir
ve bu yiizden ¢esitli arastirmalarda biiyiik 6neme sahiptir (Mullis, 1990; Erlich, 1989).
PCR’1n temel bilesenleri, kalip olarak kullanilan DNA molekiilii, DNA polimeraz
enzimi, ANTP karisimi, tampon ve MgCl’diir. PCR, cift iplikli bir DNA molekiiliinde
hedef dizilere iki oligoniikleitid primerin baglanmasi ve uzamasi esasina dayanir.
Amplimer olarak da adlandirilan oligoniikleotid primerler, kalip DNA molekiilii
yiiksek sicaklik derecelerinde denatiire edildikten sonra, tek iplikli DNA molekiilleri
iizerinde kendilerine tamamlayic1 olan bolgelerle melezlenirler. Primerlerin spesifik
olarak hedef dizilere baglanmasi diisiik sicaklik derecelerinde gergeklesmektedir.
DNA polimeraz enzimi, uygun tampon ve dort cesit deoksiriboniikleozid trifosfat
(dANTP) varliginda 3’ hidroksil ucundan uzamasini saglar. Boylece kalip DNA ipligine
tamamlayict olan yeni DNA molekiilii sentezlenmis olur (Ari, 2008; Ochman vd.,
1988) (Sekil 2.2.).

PCR analizinde DNA molekiiliiniin belirli bir bdlgesinin ¢ogaltma islemi dogal bir
hiicrenin i¢indeki DNA replikasyonu ile esdegerdir. Fakat dogal replikasyondan farkli

olarak polimeraz zincir reaksiyonunda replikasyon catali olugsmaz. Bir PCR dongiisii
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denatiirasyon, primerin baglanmasi (annealing) ve uzama (extension) olarak

adlandirilan {i¢ asamadan olusur.

94°C

DENATURASYON
(DENATURATION)

72°C

UZAMA (EXTENSION)

PRIMER BAGLANMA (ANNEALING)

Sekil 2.2. Bir PCR dongiisii

PCR’da polimerizasyonun baglayabilmesi icin ¢ift zincirli DNA’nin (dsDNA), tek zincirli
DNA (ssDNA) bi¢imine getirilmesi gereklidir. Bu nedenle PCR’da ¢ift sarmal yapidaki DNA
molekiilii yliksek sicaklikta (92-95 °C) denatiire edilir. Bu nedenle bu asamaya denatiirasyon
asamast adi verilmektedir. PCR analizinde DNA’nin belirli bélgesini c¢ogaltmak icin
tasarlanmis olan spesifik oligoniikleotit primerleri tek zincirli DNA’ya baglanmas1 gereklidir.
Bu asamaya primer eslesmesi veya baglanmasi adi verilir. Daha sonra Mg*? iyonlarmin
varliginda, katalizor olarak DNA polimeraz ile primerlere niikleotid eklenmesi ve DNA
zincirinin uzamast saglanir. Bu asama primer uzamasi olarak adlandirilir. Ard arda
tekrarlanan denatiirasyon, primerlerin baglanmasi ve primerlerin uzamasi evreleriyle DNA
parcalart iissel olarak artar. Bu issel artisin nedeni, bir dongii sonucu sentezlenen {iriiniin,
ardisik dongiide diger primerler i¢in kalip gérevi yapmasidir. Potansiyel olarak her dongiiniin
% 100 verimle gerceklestigi varsayilirsa, 6rnegin 30 dongli sonucu 2% Kat iiriin meydana
gelir.

1. Genellikle PCR analizinde yaklasik 100-1000 bp uzunlugunda bir DNA bélgesi amplifiye
edilir. En biiyiik amplifikasyon iiriinii 5000 bp olmalidir. Birisi forward digeri revers olarak
adlandirilan primer ¢ifti DNA’nin her bir zincirindeki primer baglanma bdlgelerindeki

(Flanking region) DNA parcasi ile komplementer diziye sahip olmalidir.

PRIMER BAGLANMA

PRIMER BAGLANMA | |_____ ---- HEDEF DiZi (DNA PARCASI) -----—-— --—] | BOLGESI

BOLGESI

B e e e e e e e e e e e e e e e e e e

ACC G T oG oA T AT TG CCTAT AT GET I-T.AAT

T T
TGGGCAAACCCTATAACCCGGATAATACCAAATTA

e A A A A R A A A R A A R R P R R e R
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2. Hedef DNA molekiilii 92-95°C’de denatiire edilerek, bazlar arasindaki hidrojen baglarinin
bozulmasi saglanir. Boylece ¢ift iplikli DNA tek zincirli DNA haline getirilir.

B e e e e

ACCCOTTTGGGATATTGGGCCTATTATGGTTTAAT

TGGGCAAACCCTATAACCCGGATAATACCAAATTA

e S e s e sy

3. PCR aleti DNA denatiire oladuktan sonra sicakligt 60-75 °C’ye diisiirdiigiinde
oligoniikleotit primerler baglanma bolgelerinden DNA zincirlerine baglanirlar. Ortamda
dNTP ve Taqg DNA Polimeraz enzimi bulundugundan primerin agik olan 3-OH uglarina

niikleotitler DNA’ya komplementer olacak sekilde baglanir.

B s o s e o o o e o e e e s e e s e

ACCCGITTTGGGATATTIGGCGCOCTATTATGGTITAAT

(RN
THGEGOAAA St s s e S

S S S DT ATCGCTITAAT

0 O
TGOGGCAAACCCTATAACCCGGATAATACCAAATTA

4. DNA polimeraz ile niikleotitler baglanarak her bir DNA zincirinden tam kopya yeni DNA

zincirleri sentezlenir.

ACCCGTTTGGGATATTGGGCCTATTATGGTTTAAT Otmalkalp
R I ||| ||| |||||[||| || || Il || O ||
TCCGCCAAACCCTATAAC TAATACCAAATT

primer -
f’fff _primer veni sentezlenen

lik
ACCCGTTTGGGETATTGGGCCTATTATGGTTTAAT P

II IIIII[IIIIII 01 T L R R
CAAACCCTATAACCCGGATAATACCAAATTA

orjinal kalp

PCR’da ¢ogaltilan iirlinlerin belirlenmesi i¢in ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Bunlar
icerisinde en basit ve genel olani, elektroforezdir. Agaroz ya da poliakrilamid jellerde, bir

flouresan boya olan ve DNA ipliklerinin arasina giren, boya ile iiriinler goriiliir. Boyamadan
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sonra DNA, jel lizerinde bir UV transiliiminatérden yararlanilarak goriiniir hale gelir. Jelin
kalic1 goriiniimii fotograflamak yoluyla elde edilmektedir.

Bu teknigin dezavantajlari, baslangigta pahali laboratuar ekipmanlarina ihtiya¢ duyulmasi, iyi
egitilmis eleman gerekliligi ve bazen kontaminasyonlar sonucu hataya neden olmasi goze
carpar fakat bu yontemin en 6nemli avantaji, ¢ok kii¢iik miktarda DNA veya RNA’’nin istenen
bolgesinin kisa siire igerisinde, milyonlarca defa ¢ogaltabilmektir. Bu teknik ayni zamanda

cok hassas, spesifik ve giivenilirdir (Yilmaz ve Devran, 2003; Ar1, 2008; Holland vd., 1991).

2.6 Filogenetik Analizler

Tiirler arasindaki evrimsel iligkiyi belirlemek i¢in en uygun yontem DNA’da meydana gelen
degisimlerdir. Elde edilen verilerden yola ¢ikilarak yapilan istatistiksel analizler ile bu
analizler neticesinde ¢izilen filogenetik agaglarla, dallanmalar ve evrimsel zamanlari
goriilebilir. Ayrica, taksonlar arasinda hangisinin digeriyle yakin ya da uzak akraba oldugunu
belirlemeye yardimcidir (Freeman ve Herron, 1999).

Filogenetik olarak c¢izilen agaglar genetik veriler kullanilarak, farkli programlar vasitasiyla,
farkli sekillerde karsimiza ¢ikabilir. Bunlardan en fazla kullanilanlari Maximum Parsimoni,
Maximum Likelihood ve Neighbor-Joining agaglardir.

Parsimoni, kelime anlami ile tutumluluk demektir. Parsimoni yontemi kullanarak, tiirlere ait
en az evrimsel degisiklikler baz alinarak en basit ve olasi aga¢ se¢ilmis olunur. Bir¢ok olasi
agac icerisinden en iyi agaci se¢gmede kullanilan diger bir yontem olan Maximum olasilik,
kullanilan bilgisayar programi ile, her bir agacin topolojisi incelenmesi yoluyla verilen
belirlenmis bir karakter modeli altinda ( GTR, HKY gibi) ¢esitli hesaplamalar yapar ve en
olas1 agaci ¢gizer.

Model test ne anlama gelmektedir ve Onemi nedir? sorusuna yanit verilmeden Once
modellerden de bahsetmek gerekmektedir. Filogenetik analizlerde kullanilmakta olan HKY,
GTR, K80, TN93 gibi bazi modeller bulunmaktadir. Bu modeller, DNA dizileri icin
fenomonolojik aciklama saglar. Evrimsel analizler ile, dizilerin zaman olgekleri ¢ok cesitli
sekillerde yapilabilmektedir. Boylece farkli durumlar arasindaki degisim oranlart agisindan bu
modelleri ifade etmek miimkiindiir. Bu modellerden JC69 (Jukes ve Cantor, 1969) modeli,
olas1 tiim niikleotit ikamesi icin esit olasiliklar (0,25) varsayan basit degisim modelidir. Yer
degistirmelerin rastgele ¢iktigt ve mutasyon hizinin tiim niikleotidler icin esit olasilikta
oldugunu varsaymaktadir. K80 (Kimura, 1980) modeli, transisyonlarin transversiyonlardan

daha sik goriildiigiinii varsaymaktadir. Transisyon; pirimidinden pirimidine ya da piirinden
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piirine (yani A-T, C-G) gegisler ile transversiyon, piirinden pirimidine ya ta tam tersi gegisleri
(A-G, C-T) birbirinden aymrir. F81 (Felsenstein, 1981), bazlara ait frekanslarin farkliliklar
gosterdigi (0.15; 0.20; 0.05 gibi) JC69 modelinin bir uzantisidir. HKY85 (Hasegawa, Kishino
ve Yano, 1985) modeli, Kimura80 ve Felsenstein81 modellerinde yapilan uzantilarin
birlestirilerek hesaplandig1 diisiiniilebilir. Yani bu gegisler ve transversiyonlar ile
transisyonlar arasi gegisler esit olmayan baz frekanslarini saglar. T92 modeli, K80 yontemi
gelistirerek Tamura tarafindan site bagina DNA dizileri arasindaki niikleotit degisim sayisini
ifade etmek i¢in gelistirilen basit bir matematiksel yontemdir. Drosophila mtDNA 6rneginde
oldugu gibi giiclii ge¢is transisyon-transversiyon ve G+C igerigi yanliliklar1 oldugunda bu
yontem yararlt olacaktir. Bu modele gore kodlayici olmayan diziler arasindaki evrimsel
mesafe verilir. TN93 modeli (Tamura ve Nei, 1993), iki tip arasindaki transisyon oranina
sahiptir. Yani, A-G ve T-C. Transversiyonlarin ayn1 hizda gerceklestigi varsayilir ancak bu
oran transisyonlardaki orandan farkli birakilir. GTR, genellestirilmis geri doniislimlii zaman
(Tavare, 1986), GTR olasi en notr, bagimsiz modeldir.

Cizilen bu agaglarin giivenilirlik dereceleri nedir? sorusuna cevap olarak istatistiksel
degerlendirmeler yapilmaktadir. Cizilen her bir agacta bootstrap adi verilen deger
bulunmaktadir ve bu deger agacin giivenilirligi hakkinda fikir vermektedir. A¢ilim1 se¢-bagla
testi olan bu yontem, bir agag iizerinde bulunan dallardan hangisinin daha fazla desteklendigi
bilgisini vermektedir. istenilen tekrarda genellikle minimum 100 tekrar veya genellikle 1000
tekrar yaptirilarak bootstrop degerleri her bir dal i¢in % 50, 70 veya 100 gibi farkli degerler
vermektedir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak da %350’nin altindaki bir sonucun giivenilirligi
tartisilabilecektir. Bir c¢alismada en iyi sonuca varmak igin tek bir aga¢ c¢izilmesi ve
yorumlanmas1 yerine birka¢ agac¢ birden ¢izilmesi ile agacta bulunan dallar ve dallarin
gosterdikleri bootstrop degerleri karsilagtirilmasi arastiriciyr en giivenilir sonuca ulastiracaktir
(Freeman ve Herron, 1999).

Ayrica genetik mesafe hesaplamalari da filogenetik analizlerde yiiksek oranda c¢alisilmaktadir.
Bu yonteme gore, morfolojik bir 6zelligin varligi veya yoklugu ya da bir gen bolgesinde
bulunan bir niikleotidin ¢esidine gore karakterler uzaklik degerine ¢evrilmektedirler. Boylece

taksonlar arasinda benzerlik derecesi hesaplanmis olur (Swafford vd., 1996).
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BOLUM 111
MATERYAL ve METOT

3.1 Materyal

Arastirma materyalini olusturan korfare 6rnekleri, Tiirkiye nin farkli bolgelerinden Yrd. Dog.
Dr. Teoman KANKILIC tarafindan degisik tarihlerde yapilan arazi calismalar1 ile
59lokaliteden toplanmistir (Sekil 3.2.). Materyali olusturan 98 Nannospalax 6rnegi, 48 erkek
ve 50 disi bireyden olusmaktadir (Cizelge 3.1.). Nannospalax ehrenbergi tiiriinden 3 sitotipe
ait (2n= 48,52 ve 56) 16 ornek ile Nannospalax xanthodon tiirtinden 4 sitotipe ait (2n= 36, 38,
40, 52) ve Nannospalax nehringi tiirtinden 2 sitotipe ait (2n= 48, 50) ve Nannospalax cilicicus
tiiriine ait 5 sitotipten (2n= 52, 54, 56, 58, 60) toplam 81 6rnek calisilmistir. Bu 6rnekler
haricinde filogenetik analizlerde kullanilmak {izere Nannospalax cinsine ait Tiirkiye,
Macaristan, Sirbistan, Bosna-Hersek, Ukrayna, Makedonya, Israil ve Misir’dan GenBank’da
cyt-b genine ait sekans dizisi bulunan 47 6rnek ¢alismaya dahil edilmistir. Ayrica Ukrayna ve
Romanyadan ¢esitli lokalitelerden alinan ve sitokrom b gen bolgesi ¢alisilan Spalax cinsine
ait 13 6rnek de bu calismada kullanilmistir. Calismada kullanilan tiim 6rnekler Cizelge 3.2.’de
ve Sekil 3.1.’de ayrmtisiyla verilmistir. Dig grup olarak kullanilmasi i¢in Nannospalax ile
ayn1 familyaya dahil olan Mus ve Rattus cinslerine ait Cizelge 3.1.’de verilen 2 6rnek
filogenetik analizlerde kullanilmistir.

Calisma 2011-2013 yillar1 arasinda Nigde Universitesi Molekiiler Biyoloji Laboratuvari ve
Sitogenetik Laboratuar1 ile ERASMUS programi ¢ercevesinde Belcika Liége Universitesi

Evrimsel Biyoloji Laboratuvarinda yiirtitiilmiistiir (Fotograf 3.3).

Cizelge 3.1. Filogenetik analizlerde kullanilan disgruplara ait bilgiler

Kod Tiir Lokalite Referans
EF605471 (BFIBR) Mus musculus - Storz vd., 2007
HM217436 (CYT-B) | Rattus tanezumi voucher | Thailand- Kalasin | Pages vd., 2010
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilanNannospalax cinsi korfare orneklerine ait bilgiler (A:
Calismada kullanilan GenBank 6rnekleri; TR: Tiirkiye; H: Macaristan; SRB: Sirbistan; MK:
Makedonya; BIH: Bosna-Hersek; UA: Ukrayna; IL: Israil; ET: Misir, ROM: Romanya).

Lokalite No Miize No Cinsiyet Tiir Ad1 Lokalite Kromozom Soy | Cyt-b | BFIBI
Gen Bank No
Lok 1 6256 Q N. xanthodon |TR: Aydin (Kogarli-Yaghanl Koyii) 2n=36 NF=68 + +
Lok 1 6222 Q N. xanthodon |TR: Aydin (Kogarli-Yaghanl Koyii) 2n=36 NF=68 +
Lok 1 6215 Q N. xanthodon |TR: Aydin (Kogarli-Yaghanl Koyii) 2n=36 NF=68 +
Lok 2 6197 Q N. xanthodon |TR: Aydin (Kogarli- Biyikli Kyii) 2n=36 NF=68 +
Lok 3 6251 g N. xanthodon |TR: Aydin (Kogarli- Haydarli Koyii) 2n=36 NF=68 + +
Lok 4 6232 I} N. xanthodon |TR: Aydin (Ortaklar-Magnesia) 2n=36 NF=68 + +
Lok 5 6154 Q N. xanthodon | TR: Balikesir (Kepsut) 2n=38 NF=74 +
Lok 5 6120 ) N. xanthodon | TR: Balikesir (Kepsut) 2n=38 NF=74 +
Lok 5 6144 4 N. xanthodon | TR: Balikesir (Kepsut) 2n=38 NF=74 + +
Lok 5 6150 Q N. xanthodon | TR: Balikesir (Kepsut) 2n=38 NF=74 + +
Lok 5 6160 Q N. xanthodon | TR: Balikesir (Kepsut) 2n=38 NF=74 + +
Lok 6 6161 Q N. xanthodon | TR: Balikesir (Comlek¢i —Bigadic) 2n=38 NF=74 + +
Lok 7 6138 &) N. xanthodon  |TR: Izmir (Foga- Bagarasi: Koyii) 2n=38 NF=74 +
Lok 7 6140 Q N. xanthodon |TR: {zmir (Foga- Bagarasi Koyii) 2n=38 NF=74 + +
Lok 7 6139 Q N. xanthodon  |TR: Izmir (Foga- Bagarasi Koyii) 2n=38 NF=74 + +
Lok 7 6132 Q N. xanthodon  |TR: Izmir (Foga- Bagarasi: Koyii) 2n=38 NF=74 + +
Lok 8 6131 4 N. xanthodon | TR: Manisa (Akhisar) 2n=38 NF=74 + +
Lok 9 6210 &) N. xanthodon |TR: Isparta (Yenisarbademli) 2n=40 NF=72 +
Lok 9 6265 Q N. xanthodon |TR: Isparta (Yenisarbademli) 2n=40 NF=72 + +
Lok 9 6206 4 N. xanthodon |TR: Isparta (Yenisarbademli) 2n=40 NF=72 + +
Lok 9 6254 I N. xanthodon |TR: Isparta (Yenisarbademli) 2n=40 NF=72 + +
Lok 9 6204 Q N. xanthodon |TR: Isparta (Yenisarbademli) 2n=56 NF=72 +
Lok 10 6219 4 N. xanthodon |TR: Konya (Yesildag) 2n=40 NF=72 + +
Lok 10 6203 &) N. xanthodon |TR: Konya (Yesildag) 2n=40 NF=72 + +
Lok 10 6255 4 N. xanthodon |TR: Konya (Yesildag) 2n=40 NF=72 + +
Lok 10 6263 Q N. xanthodon |TR: Konya (Yesildag) 2n=40 NF=72 + +
A Lok 11 JX451856 - N. xanthodon |TR: Konya (Gok¢imen) 2n=40 NF=72 +
A Lok 12 JX451857 - N. xanthodon |TR: Konya (Bayvasar) 2n=40 NF=72 +
Lok 13 6363 Q N. xanthodon |TR: Agri (Tasligay) 2n=48 NF=68 +
Lok 14 4887 Q N. xanthodon |TR: Kars (Susuz) 2n=50 NF=70 + +
Lok 15 4880 1) N. xanthodon | TR: Kars (Selim) 2n=50 NF=70 + +
A Lok 16 JX451854 - N. xanthodon |TR: Kars (Sarikamis) 2n=50 NF=70 + +
Lok 17 5306 Q N. xanthodon |TR: Ardahan (Gole) 2n=50 NF=70 + +
Lok 18 3322 &) N. xanthodon |TR: Ardahan (10 km Bati) 2n=50 NF=70 + +
Lok 19 4661 &) N. xanthodon | TR: Bayburt (Demirozii) 2n=50 NF=72 +
Lok 20 4669 Q N. xanthodon | TR: Rize (Ovit Dag1) 2n=50 NF=72 +
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Cizelge 3.2. (Devam)

Lokalite No Miize No Cinsiyet Tiir Adi Lokalite Kromozom Soy | Cyt-b | BFIBI
Gen Bank No
Lok 21 3324 3 N. xanthodon TR: Erzurum (20 km Dogu) 2n=50 NF=72 + +
Lok 22 120 4 N. xanthodon TR: Mersin (Sebil Yaylast) 2n=52 NF=72 G + +
Lok 23 123 4 N. xanthodon TR: Mersin (Camliyayla) 2n=52 NF=72 G +
Lok 24 4009 1) N. xanthodon TR: Bolu (Yeni¢ag 1 km Dogu) 2n=52 NF=70 K| + +
Lok 25 3985 1) N. xanthodon TR: Bolu (Mengen) 2n=52 NF=70 K| + +
Lok 26 4849 Q N. xanthodon TR: Bolu (Seben) 2n=52 NF=70 K| + +
Lok 27 4201 1) N. xanthodon TR: Bolu (Abant) 2n=52 NF=70 K| +
Lok 27 4202 I} N. xanthodon TR: Bolu (Abant) 2n=52 NF=70 K| + +
Lok 28 4830 1) N. xanthodon TR: Bolu (Gerede) 2n=52 NF=70 K| + +
Lok 28 4825 Q N. xanthodon TR: Bolu (Gerede) 2n=52 NF=70 K| + +
Lok 28 4831 Q N. xanthodon TR: Bolu (Gerede) 2n=52 NF=70 K| + +
Lok 28 4834 Q N. xanthodon TR: Bolu (Gerede) 2n=52 NF=70 K| + +
Lok 29 4936 Q N. xanthodon TR: Bolu (Merkez) 2n=52 NF=70 K| + +
Lok 29 4935 Q N. xanthodon TR: Bolu (Merkez) 2n=52 NF=70 K| +
A Lok 29 JX451855 - N. xanthodon TR: Bolu 2n=52 NF=70 K| +
Lok 30 4203 Q N. xanthodon TR: Bolu (Mudurnu) 2n=52 NF=70 K| + +
Lok 31 4916 Q N. xanthodon TR: Kirikkale (Merkez) 2n=54 NF=74 +
Lok 31 4917 3 N. xanthodon TR: Kirikkale (Merkez) 2n=54 NF=74 +
Lok 31 4912 3 N. xanthodon TR: Kirikkale (Merkez) 2n=54 NF=74 + +
Lok 32 5453 I N. xanthodon TR: Kirikkale (25 km dogu) 2n=54 NF=74 + +
Lok 33 4913 3 N. xanthodon TR: Kirikkale (Keskin) 2n=54 NF=74 + +
Lok 34 4572 Q N. xanthodon TR: Kirsehir (Seyfe Golii) 2n=54 NF=74 +
Lok 35 137 Q N. xanthodon TR: Adana (Pozanti-Akgatekir Y.) 2n=56 NF=72 +
Lok 36 6135 a8 N. xanthodon TR: Manisa (Kula) 2n=56 NF=72 +
Lok 36 6117 3 N. xanthodon TR: Manisa (Kula) 2n=56 NF=72 +
Lok 36 6151 Q N. xanthodon TR: Manisa (Kula) 2n=56 NF=72 +
Lok 37 6220 Q N. xanthodon TR: Isparta (Yilanl Koyii-Aksu) 2n=56 NF=72 + +
Lok 37 6213 Q N. xanthodon TR: Isparta (Yilanl Koyii-Aksu) 2n=56 NF=72 + +
Lok 37 6270 Q N. xanthodon TR: Isparta (Yilanl Koyii-Aksu) 2n=56 NF=72 + +
Lok 38 6224 Q N. xanthodon TR: Usak (15 km Bat1) 2n=56 NF=72 +
A Lok 39 FJ656297 - N. xanthodon TR: Karabiik 2n=56 NF=72 +
A Lok 40 JX451850 - N. xanthodon TR: Karaman (Eregli) 2n=58 NF=72 +
A Lok 40 JIX451851 N. xanthodon TR: Karaman (Eregli) 2n=58 NF=72 +
A Lok 40 JX451861 - N. xanthodon TR: Karaman (Eregli) 2n=58 NF=72 +
A Lok 40 JX451862 - N. xanthodon TR: Karaman (Eregli) 2n=58 NF=72 +
Lok 41 181 3 N. xanthodon TR: Adana (Alpu-Pozanti) 2n=58 NF=72 + +
Lok 42 38 9 |N. xanthodon TR: Nigde (Nigde Uni. Kampiis) 2n=58 NF=72 | + ¥
Lok 43 36 3 N. xanthodon TR: Nigde (Camardi) 2n=58 NF=72 +
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Cizelge 3.2. (Devam)

Lokalite No Miize No Cinsiyet Tiir Adi Lokalite Kromozom Soy | Cyt-b | BFIBI
Gen Bank No
Lok 43 35 Q N. xanthodon  |TR: Nigde (Camardi) 2n=58 NF=72 + +
Lok 44 173 4 [N.xanthodon |TR: Nigde (Ulukisla) 2n=58 NF=72 | + +
Lok 44 165 Q N. xanthodon  |TR: Nigde (Ulukisla) 2n=58 NF=72 + +
A Lok 45 JX451852 - N. xanthodon  |TR: Aksaray (Giizelyurt) 2n =60 +
Lok 46 194 Q N. xanthodon | TR: Antalya (Akseki-Salamut Y.) 2n=60 NF=74 + +
A Lok 47 JX451858 - N. xanthodon  |TR: Antalya (Ciglikara) 2n =60 +
Lok 48 198 3 N. xanthodon  |TR: Kahramanmaras (Goksun) 2n=60 NF=74 + +
Lok 49 6145 3 N. xanthodon  |TR: Kiitahya (Simav-Kiipliice Koyii) 2n=60 NF=76 +
Lok 50 6148 &) N. xanthodon  |TR: Bilecik (Boziiyiik) 2n=60 NF=76 + +
Lok 51 5049 Q N. xanthodon  |TR: Samsun (Kavak) 2n=60 NF=78 + +
Lok 52 4790 &) N. xanthodon  |TR: Isparta (Madenli-Gelendost) 2n=60 NF=78 + +
Lok 53 4644 Q N. xanthodon  |TR: Sivas (Yildizeli) 2n=60 NF=80 + +
Lok 54 4541 3 N. xanthodon  |TR: Konya (Cihanbeyli) 2n=60 NF=80 +
A Lok 54 JX451853 - N. xanthodon  |TR: Konya (Cihanbeyli) 2n=60 NF=80 +
A Lok 55 JX451859 - N. xanthodon  |TR: Konya (Hiiyiik) 2n=60 +
A Lok 56 JX451860 - N. xanthodon  |TR: Konya (Hadim) 2n=60 +
Lok 57 5289 Q N. xanthodon  |TR: Yozgat (Saraykent) 2n=60 NF=80 + +
Lok 58 4534 ) N. xanthodon  |TR: Ankara (Bala) 2n=60 NF=80 + +
Lok 59 5563 Q N. xanthodon  |TR: Afyon (Eber Golii) 2n=60 NF=82 + +
Lok 60 6253 &) N. xanthodon  |TR: Burdur (Harmanh Koyii-Yesilova) 2n=60 NF=84 +
Lok 61 6234 Q N. xanthodon  |TR: Denizli (Cameli-Bigakli Koyii) 2n=60 NF=84 +
Lok 62 39 Q N. ehrenbergi  |TR: Hatay (Senkdy- Catbast mevki) 2n=48 NF=74 + +
Lok 62 45 ) N. ehrenbergi  |TR: Hatay (Senkdy- Catbast mevki) 2n=48 NF=74 + +
Lok 62 46 ) N. ehrenbergi  |TR: Hatay (Senkdy- Catbast mevki) 2n=48 NF=74 + +
Lok 62 50 Q N. ehrenbergi  |TR: Hatay (Senkdy- Catbast mevki) 2n=48 NF=74 +
Lok 62 51 ) N. ehrenbergi  |TR: Hatay (Senkdy- Catbast mevki) 2n=48 NF=74 +
Lok 63 40 Q N. ehrenbergi  |[TR: Osmaniye (Bahge-Budacik Koyii) 2n=52 NF=74 + +
Lok 63 44 3 N. ehrenbergi  |[TR: Osmaniye (Bahge-Budacik Koyii) 2n=52 NF=74 + +
Lok 63 49 ) N. ehrenbergi  |TR: Osmaniye (Bahge-Budacik Koyii) 2n=52 NF=74 + +
Lok 63 53 Q N. ehrenbergi  |[TR: Osmaniye (Bahge-Budacik Koyii) 2n=52 NF=74 +
Lok 64 47 Q N. ehrenbergi  |TR: Iskenderun (Arsuz-Karahiiseyinli) 2n=52 NF=74 +
Lok 64 48 Q N. ehrenbergi  |TR: Iskenderun (Arsuz-Karahiiseyinli) 2n=52 NF=74 +
Lok 65 217 ) N. ehrenbergi  |TR: Kilis (10 km Dogu) 2n=52 NF=74 +
A Lok 66 AJ311138 - N. ehrenbergi | TR: Diyarbakir 2n=52 +
A Lok 66 AJ389537 - N. ehrenbergi  |TR: Diyarbakir 2n=52 +
Lok 67 52 ) N. ehrenbergi  |TR: Adana (Cukurova Uni. Kampiis) 2n=56 NF=72 +
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Cizelge 3.2. (Devam)

Lokalite Miize No Cinsiyet Tiir Adi Lokalite Kromozom |Cyt-| BFIB

No Gen Bank No Soy b |

Lok 68 229 Q N. ehrenbergi TR: Adana (Seyhmurat) 2n=56 NF=72| + +

Lok 69 221 N. ehrenbergi TR: Mersin-Tarsus 2n=56 NF=72| + +

A Lok 70 | JN656387 - N. I. hungaricus H: Macaristan 2n =148 +

A Lok 71 | JN656387 - N. I. transsylvanicus H: Macaristan 2n=50 +

A Lok 72| JX451842 - N. I. hungaricus SRB: Sirbistan (Grebenac) 2n =148 +

A Lok 72 | JX451843 - N. I. hungaricus SRB: Sirbistan (Grebenac) 2n=48 +

A Lok 73 | JX451844 - N. I. Serbicus SRB: Sirbistan (Alecsinac) 2n=54 +

A Lok 74 | JX451845 - N. I. Serbicus SRB: Sirbistan (Bela Palanka) 2n=54 +

A Lok 75| JX451846 - N. I. Serbicus SRB: Sirbistan (Dimitrovgrad) 2n=54 +

A Lok 76 | JX451834 - N. I. macedonicus MK: Makedonya (Mt. Bistra) 2n =52 +

A Lok 76 | JX451835 - N. I. macedonicus MK: Makedonya (Mt. Bistra) 2n =52 +

A Lok 77 | JX451836 - N. I. macedonicus MK: Makedonya (Mt. Pelister) 2n =52 +

A Lok 77| JX451837 - N. I. macedonicus MK: Makedonya (Mt. Pelister) 2n =52 +

A Lok 77 | JX451838 - N. I. macedonicus MK: Makedonya (Mt. Pelister) 2n=52 +

A Lok 77 | JX451839 - N. I. macedonicus MK: Makedonya (Mt. Pelister) 2n =52 +

A Lok 77 | JX451840 - N. I. macedonicus MK: Makedonya (Mt. Pelister) 2n =52 +

A Lok 78 | JX451848 - N. I. macedonicus MK: Makedonya (Mt. Jakupica) 2n =52 +

A Lok 79| JX451847 - N. I. Serbicus MK: Makedonya (Skopje, Tekija) 2n=54 +

A Lok 80| JX451833 - N. I. hercegoviensis BIH: Bosna-Hersek(Mt. Jahorina) 2n =54 +

A Lok 81 | JN656388 - N. leucodon UA: Ukrayna 2n=56 +

A Lok 82| JX451825 - N. galili IL: Israil (Kerem Ben Zimra) 2n =52 +

A Lok 82| Jx451827 - N. galili IL: Israil (Kerem Ben Zimra) 2n =52 +

A Lok 83 | JX451826 - N. galili IL: Israil (Dalton) 2n=52 +

A Lok 84| JX451828 - N. golani IL: Israil (Al Quenitra) 2n=54 +

A Lok 84 | 1X451829 - N. golani IL: Israil (Al Quenitra) 2n=54 +

A Lok 85| 1X451830 - N. golani IL: Israil (E1 Al) 2n=54 +

A Lok 86| JX451831 - N. golani IL: fsrail (Mt. Hermon) 2n=54 +

A Lok 86 | AF155871 - N. golani IL: Israil (Mt. Hermon) 2n =54 +

A Lok 87| JX451821 - N. carmeli IL: fsrail (Mukhraka) 2n =58 +

A Lok 87 | 1x451832 - N. carmeli IL: Israil (Mukhraka) 2n =58 +

A Lok 88 | Jx451822 - N. judai IL: Israil (Anza) 2n =60 +

A Lok 89 | Jx451823 - N. judai IL: Israil (Lahav) 2n =60 +

A Lok 90 | JX451824 - N. aegyptiacus ET: Misir 2n =60 +
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Cizelge 3.2. (Devam)

Lokalite Miize No Cinsiyet Tiir Adi Lokalite Kromozom |Cyt-| BFIB
No Gen Bank No Soy b |

ALok9l | KF021251 - Spalax graceus s. str ROM: Romanya (David Valey) 2n=? +

ALok92 | KF021253 - Spalax graceus s. str ROM: Romanya (Delalul kri) 2n=? +

ALok93 | KF021254 - Spalax arenarius UA: Ukrayna (Khersa, 2n=? +

Tzurupsnsk)

ALok94 | KF021255 - Spalax arenarius UA: Ukrayna (Khersa, 2n=? +
KF021262 Tzurupsnsk)

ALok95 | KF021256 - Spalax antiquus ROM: Romanya (Aiton) 2n=? +

ALok96 | KF021257 - Spalax antiquus ROM: Romanya (Sandulesti) 2n=? +

ALok97 | KF021258 - Spalax microphtalmus UA: Ukrayna (Novomoszkovs) 2n=? +
KF021259

ALok98 | KF021260 - Spalax zemni UA: Ukrayna (Krivij Rig) 2n=? +
KF021261

ALok99 | KF021263 - Spalax antiquus ROM: Romanya (Budesti) 2n=? +

Sekil 3.1. Calismada kullanilan Nannospalax cinsi korfare orneklerinin alindigi bolgeler (1),

Black Sea
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81

ve ¢alismada kullanilan Genbank dizilerinin alindig1 bolgeleri (2-3) gosteren harita.
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3.2 Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Calismada kullanilan Orneklerin muhafazast i¢in buzdolabi ve derin dondurucular
kullanilmigtir. Ayrica kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmast ve genetik ¢alismalar esnasinda
pHmetre, otoklav, su banyosu, saf su cihazi, hassas terazi, magnetik karistirici, mikrodalga,
santrifii, PCR cihazi, DNA elektroforesis tanki, spektrofotometre ve jel goriintiileme

cihazindan yararlanilmistir.
3.3 Orneklerin Mitokondriyal DNA izolasyonu

Calisilan Nannospalax cinsi 6rneklerinin kas, bobrek ve karaciger dokularindan DNA izole
edilmistir. Ekstraksiyon islemi yapilincaya kadar dokular alkol i¢erisinde muhaftaza edilmistir.
Ekstraksiyon iglemi igin, ayr1 zamanlarda ve farkli laboratuarlarda ¢alisilmasindan dolay: iKi
yontem kullanilmustir. Ik ¢alisilan 52 6rnek igin Doyle ve Doyle (1991) metodu modifiye
edilerek “CTAB DNA izolasyon” metodu uygulanmistir. Diger 45 6rnek igin ise Spin-
Column Protokol (DNeasy Tissue Handbook, 2004, QIAGEN) kullanilmistir.

A. CTAB izolasyon Prosediirii;

1. Orneklere ait dokular kii¢iik parcalara ayrilir ve iizerine 200 pl CTAB tamponu
(Kloroform, Tris-HCI EDTA, NaCl) eklenerek doku tamamen homojen hale gelinceye
kadar homojenize ¢ubuklar ile ependorf tiip igerisinde ezilir.

2. Homojenize edilen dokularin {izerine 400 ul CTAB ve 50 ul BEM (BC-Merkaptoetanol)
ilave edilir ve 10 sn. vortekslenir.

3. Ependorf tiipler 65°C’ye ayarlanmis su banyosunda 1 saat inkiibe edilir.

4. 500 pul C:IAA (24:1) eklenerek karisim siite benzer bir kivam alincaya kadar hafifce
karistirilir.

5. 13000 rppm’de +4°C’de 15 dk. santrifiij edilir.

6. Santrifiij isleminin ardindan alinan tiiplerin iist fazinda DNA bulunmaktadir. Dikkatli bir
sekilde alinan tiipler soguk buz iizerine konur. Ardindan iist faz pipet yardimi ile alinarak
yeni ependorf tiiplere aktarilir.

7. Tiip icerisinde bulunan DNA karisimi iizerine buzdolabinda 20°C’de bekletilen
Izopropanol’den 500 pul eklenir ve karigmasi saglanir.

8. -20°C’de bir gece bekletilen tiipler ertesi giin alinarak 13000 rpm’de 10 dk santrifiij edilir.
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9. Santrifiij islemi sonrasinda siipernatant kisim atilir ve tiip i¢inde bulunan pellet %70’lik ve
%100’k etanol ile 2-3 kez yikanarak laminar flow kabin igerisinde bir gece kurumaya
birakilir.

10.  Elde edilen ve kuruyan DNA 100 pl TE (Tris-EDTA) tampon eklenmek suretiyle
¢oziiliir, +4°C’de bir gece bekletilir.

11.  Coziinen DNA’ya 2 pl Riboniikleaz (RNAse) eklenir ve sonra -20°C’ye alinur.

DNA izolasyonunda Kullanilan Cozeltiler
CTAB Buffer:

CTAB 29r. )

i _ Biitlin maddeler karistirilir ve
1 M Tris- HCI (pH:8,0) 10 ml isitilmak suretiyle
0,5 M EDTA (pH:8,0) 4 ml >
5 M NaCl 28 ml
dH,0 58 ml )
TE Buffer :
1 M Tris- HCI (pH:8,0) 1mil

) Hazirlanan ¢ozelti en az bir

0.5M EDTA (pH:8,0) 2 mi saat siire ile otoklavda
dH,O 97 ml -

B. Spin-Column Protokolii:

1. Ependorf tiip igerisine dokulardan alinan kii¢lik parcalar konur.

2. 20 pl Proteinaz-k eklenir ve vortekslenir ve biitlin dokunun soliisyonun i¢inde
oldugundan emin olunmasi i¢in kontrol edilir.

3. 500 rpm’de 56°C’ye ayarlanan galkalamali inkiibatére konulur ve minimum ii¢ saat

beklenir. Bu siire igerisinde birkag kez vorteksleme islemi yapilir.

4. Inkiibasyon isleminin ardindan 200 ul Buffer AL eklenir ve vortekslenir.
5. %96-100’liik 200 ul etanol eklenir ve vortekslenerek karigmasi saglanir.
6. DNAeasy minispin kolumn tiiplerine mikropipet yardimi ile ependorf tiiplerde

bulunan biitiin s1v1 aktarilir.

7. 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij islemi yapilir ardindan collection tiip ¢ope atilir.

8. Yeni collection tiip icerisine alinan spin columnun iizerine 5100 pl Buffer AW1 (wash
buffer 1) eklenir.

9. 8000 rpm’de 1 dk santrifiij yapilir, collection tiip degistirilir.

10. 500 pl Buffer AW2 (wash buffer 2) ilave edilir.
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11. 3 dakika 14000 rpm’de santriflij edilir ve santrifiij sonras1 alinan spin column yeni
ependorf tiipe yerlestirilir.

12. 200 pul Buffer AE (Elotion Buffer) eklenir. 5 dakika bekleme sonras1 8000 rpm’de 1 dk
santrifiij edilerek saf DNA elde edilerek islem sonlandirilir.

13.  Elde edilen DNA’lar numaralandirilmis ependorf tiiplere alinarak +4°C’de saklanir.
3.4 Nanodrop ile DNA miktarinin belirlenmesi

Ekstraksiyon islemi sonrasinda elde edilen DNA’nin saflik ve miktar tayini Biospec-nano
Spektrofotometre cihazi ile elde edilmistir. Spektral yontem, niikleotidlerde bulunan
heterosiklik halkalarin tasidigi 260 nm dalga boyunda 15181 emme 6zelligi sayesinde, bu dalga
boyundaki niikleik asitlerin absorblama miktarinin bir 6lglistidiir.

Bunun i¢in dncelikle kullanilan cihaza 2 pl ddH,O konarak spektrofotometreye yerlestirilmis
ve cihaz sifirlanarak 6l¢iime hazir hale gelmistir. Ardindan ekstraksiyonu yapilan 6rneklerden
3’er pl almarak spektrofotometre cihazinda oOlgiimleri yapilmistir. Cizelge 3.3.’de bazi
orneklere ait sonuglar verilmistir. Ayrica 6rneklerin sahip oldugu DNA miktar1 ¢ok fazla
oldugu icin en iyi sonucu alabilmek adina ¢esitli oranlarda (1/20, 1/50, 1/100, 1/200) diliie

edilmis ve en iyi bant goriiniimii veren oran ¢alismadaki tiim 6rnekler i¢in kullanilmastir.

Cizelge 3.3. Baz1 drneklere ait nanodrop 6l¢iim sonucu elde edilen DNA miktarlari.

Ornege ait numara | Nanodrop ile alinan sonug
6135 1094,37
6254 1173,14
6363 451,16
4913 859,37
6232 765,15
6140 138,86
6204 175,26
6251 105,70

3.5 Genomik DNA, mt DNA ve Kullanilan Primerler

Bu calismada, niikleer gen olarak niikleer genlerden Beta Fibrinojen genin intron 7 bolgesi
calistimistir. Bu bolgeyi cogaltabilmek igin, Seddon vd. (2001) tarafindan Erinaceus
europaeus ve Erinaceus concolor tiirleri {izerine yaptiklari ¢alismada kullanilan BFIBR1 ve
BFIBR2 primer cifti tercih edilmis ve bu primerlerle niikleer gen BFIBR gen bdlgesinin
yaklagik 750 bp’lik kismi c¢ogaltilmistir. Mitokondriyal DNA’nin sitokrom boélgesi i¢inse
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evrensel primerler olan ve daha 6nce Kocher vd. (1989), Krystufek vd. (2012) tarafindan da
kullanilmis olan L1.14727-SP (ileri primer) ve H15497-SP (geri primer) primer g¢ifti
kullanilmistir. Bu yiizden yeniden primer dizayn edilmemistir (Cizelge 3.4.). Primerler ticari

bir firmadan siparis edilerek PCR i¢in kullanilabilir hale getirilmistir.

Cizelge 3.4. Calisilan primerlerin baz dizileri ve ¢alisilan gen bolgeleri.

Primer ad1 | Baz uzunlugu (5'-3') Referans
L14727-SP | 5-GACAGGAAAAATCATCGTTG-3' Kocher vd., 1989
H15497-SP | 5-TAGTAATTAGTCNGGGTCTCC-3' Kocher vd., 1989

BFIBR1 S-TTCACAACGGCATGTTCTTCAG-3' Seddon vd.,2001
BFIBR2 5-AANGKCCACCCCAGTAGTATCTG-3' | Seddon vd.,2001

3.6 PCR Amplifikasyonu

PCR ile galigilan 6rneklerin beta fibrinojen intron 7 bolgesi ile sitokrom b bolgesi amplifiye
edilmesi amaclanmistir. PCR amplifikasyonu i¢in Seddon vd. (2001); Nicolas vd. (2012);
Ducroz vd. (2001); Latinne vd. (2011, 2012) makalelerinde kullanilan PCR dongii
programlari ile kullanilan iiriin miktarlar1 incelenmistir. Sonu¢ olarak modifiye edilerek
kullanilabilecek en iyi program ve PCR karisimi hazirlanmaya ¢alisilmistir (Cizelge 3.5.).
PCR karisimi igine Orneklere ait DNA’lar eklenmistir ve yapilan PCR’in giivenilirliginin
kontrolii i¢in bir tiip igerisine 0rnek konmaksizin yalmizca PCR karisimi eklenerek PCR
cihazina dikkatlice yerlestirilmistir. Amplifikasyon igin G-Storm, VWR Unocycler ve
eppendorf Mastercycler gradient cihazlari kullanilmistir (Sekil 3.2.). BFIBRI (Beta
Fibrinojen) programi icin; 94°C’de 5 dakika on denaturasyon, 94°C’de 45 saniye
denaturasyon iglemi yapilmigtir. 50°C°de 1.30 dakika baglanmay1 72°C’de 1.40 dakika uzama
islemi izlemistir.10 dakikalik 72°C’deki son uzama asamasiyla son bulan bu program toplam

35 dongiiden olusmaktadir.
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Cizelge 3.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) karigimi.

Kimyasallar Kullanilan miktarlar | Stok

Primer 1 (Forward) 12,5 pl 2mM

Primer 1 (Rewerse) 12,5 ul 2 mM

dNTP 1 ul 10 mM (Promega)

Buffer Tampon 10 pl 5x reaksiyon buffer (Promega)
H,O 9 ul -

Taq polimeraz 0,2 ul 5 u/ ul (Promega)

Toplam 50 pl

Cyt-b (Sitokrom b) programi i¢in ise; 94°C’de 2 dakika 6n denaturasyon, 94°C’de 30 saniye
denaturasyon islemi yapilmistir. 48°C’de 1 dakika baglanmay1 72°C’de 1.30 dakika uzama
islemi izlemistir. Toplam 40 déngiiden olusan bu program 10 dakikalik 72°C’deki son uzama

asamastyla tamamlanmistir.

Fotograf 3.1. Calismada kullanilan PCR cihazi.

3.7 PCR Uriiniiniin Agaroz Jel Elektroforezinde Kontrolii

PCR fiiriinleri %1,5’luk agaroz jel hazirlanarak kontrol edilmistir. Bir erlen icerisine 1XTAE
(Merc) tamponundan 100 ml alinarak 1,5 gr. agaroz ilave edilmistir. Mikrodalga icerisinde
arada hafif¢e karigtirarak kopiirlip saydamlagincaya kadar yaklagik 30-40 sn bekletilmis ve
ardindan sogumasi i¢in soguk su bulunan kap igerisinde 15 sn siireyle tutulmustur. Daha sonra

3 ul midori green eklenmistir. Elektroforez kiivetine dokiildiikten sonra kuyucuk olusturmak

32



icin taraklar konulmustur. Jelin donmasiyla birlikte, taraklar ¢ikartilarak icinde seyreltilmis
IXTAE Buffer bulunan elektroforesis tankina konmustur. Jeldeki ilk kuyucuga 5 ul 100 bp
DNA Ladder (Promega) yiiklenmistir. Ornekler ise 3’er ul alinmis ve 3 pl 5x Green Reaction
Buffer (yiikleme ¢ozeltisi) ile karistirilarak diger kuyucuklara yiiklenmistir. En son kuyucuga
ornek eklenmeksizin yalnizca PCR karisimi konarak bant varligi olup olmadigi kontrol
edilmek istenmistir. Mupid-One Elektroforez Cihaz1 20 dakika 100 Voltta calistirilmistir.
Amplifiye edilen irilinleri gorlintiilemek i¢in DNA fragmantlarini boyutlarina gére ayiran
agaroz jel elektroforez sisteminin ardindan Syngene G-Box Biomaging system kullanilmigtir.

CihazinUV 15181 altinda jellerde bulunan bantlar goriintiilenmistir (Fotograf 3.2.).

E-..-----u-----n----h--

Fotograf 3.2. Caligmalar esnasinda ¢ekilen 6rnek bir jel resmi
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Fotograf 3.3. Calismalarin yapildig1 Evrimsel Biyoloji Laboratuvari genel goriiniisii.

3.8 Sekans Sonuclarimin Degerlendirilmesi

3.8.1 Sekanslarin Eldesi

Elde edilen PCR firiinleri Fransa-Paris’e Bibliothéque du Vivant (CNRS, I'INRA ve CEA
(Centre National de Séquencage)’eve MacroGen Firmasi’na (Hollanda)’ya gonderilmis,
burada BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) otomatik sekans aleti
kullanilarak, zincir durdurma metodu olarak da bilinen Sanger Yontemi ile DNA dizileri
belirlenmistir. Bu metoda gore, her bir DNA niikleotidi farkli floresan boya (Big Dye Mix) ile
boyanarak, DNA pargalart kolondan gegtikten sonra lazer 15181 yardimiyla DNA bazlarinin
dizisinin tespiti yapilmistir. Dizi sonucu elde edilen ham sekans verileri (kramotogromlar)

tarafimiza e-mail yoluyla gonderilmistir.
3.8.2 Sekanslarin Okunmasi, Dizi Analizi

Her bir birey i¢in elde edilen sekans sonuglar1 BioEdit (ver. 7.0.9) (Hall, 1999) programi ile
dizilim diizenlenmistir. Hizalanmalar1 tamamlanan her bir 6rnek i¢in ileri primer ve geri
primerler i¢in elimizde olan sekanslar yine ayni program ile align edilip birlestirilmis, ug
kisimlardaki bozuk kisimlar atilmistir. Sahip olunan tiim Ornekler i¢in bu islemin

yapilmasinin ardindan biitiin 6rnekler altalta dizilerek analize hazir hale getirilmistir (Fotograf
3.4.).
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SARATTATTRATALAT CETTCATIGET CTACCAACACK C CICAACATGATGRARCTTC LquGIAIC
ARATTATTRACALATCET ALCZTGRATGRA . CTGGERGIAIG
ARATTATTAACALAT CET! CICAACEZTGATGRA . GBGIAIG
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ARATTATTAACALAT CET! ( TGATGEA :
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Fotograf 3.4. Align edilmis ve altalta dizilmis haldeki 6rneklere ait consensus dizileri.

3.8.3 Haplotip cesitliligi (h) ve Niikleotid Cesitliligi (7) Hesaplama

Niikleer ve mitokondrial olmak {izere her iki DNA’nin uygun primerlerle ¢alisiimast ve
incelenmesi tamamlanan Nannospalax orneklerine ait haplotipleri belirlemek igin
ARLEQUIN (ver. 3.5; Holsinger, 2010) adli populasyon genetigi calismalarinda yaygin
olarak kullanilmakta olan analiz programi kullanilmistir. Ayrica dnaSP5 (ver. 5; Rozas vd.,
2009) programi ile de haplotipler gerek tek tek gerek populasyon ve tir bazinda
hesaplanmigstir, sonuclara ARLEQUIN programi ile de ulasilarak programlarin dogruluklari
teyit edilmistir.

3.8.4 Network Analizi

DNA hizalama hatalarin1 engelleme amaci ile kullanilan diger bir yontem ise Network
Analizi’dir (ver. 4.6; Fluxus, 2012). Network analizi, bu c¢alismada ornekler arasindaki

baglantiy1 ve ayrica ayni haplotipe sahip bireyleri daha iyi gérmek i¢in kullanilmistir.

3.8.5 mtDNA Haplotiplerinin Filogenetik Analizleri

Haplotipleri belirlenen 6rneklerden ayni haplotipe sahip olanlar ¢ikarilmis ve dis gruplarin

eklenmesiyle birlikte MEGA (ver. 5.2; Kumar vd., 2011) programlari ile ve online hizmet
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veren phyML montpeiller (ver. 3; Guindon vd., 2010) ile ¢esitli agaclar ¢izilmistir. Bu agaclar
cizilmeden hemen 6nce MEGA (ver. 5.2; Kumar vd., 2011) programi ile model teste tabii
tutulmustur.

Model teste sokulan bir data en uygun agacin ¢izilebilecegi modeli vererek boostrap
degerlerinin daha gii¢lii ¢ikmasina ve evrimsel soylari arastirilan gruplarda daha destekli
sonuglar elde edebilmemize olanak saglamaktadir. Ayrica bu programlar vasitasiyla
orneklerin barindirdigr niikleotid oranlar1 hesaplanmistir. Bununla birlikte genetik uzaklik

analizleri de yapilmistir.
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BOLUM IV
BULGULAR

4.1 Mitokondriyal DNA Sitokrom b Boélgesi icin Yapilan Analiz Sonuclar

Bu tez calismasinda kullanilan 48 disi ve 43 erkek birey olarak toplam 91 Nannospalax
orneginin mitokondriyal sitokrom b gen bdlgesinin 820 bp uzunlugundaki bolgeden elde
edilen DNA dizisinin niikleotid kompozisyonunun Adenin ve Timin bakimindan zengin
oldugu goriilmiistiir. % 30.1 Timin, % 24.9 Sitonin, % 31.2 Adenin ve % 13.8 Guanin
icermektedir.

Bu tez caligmasinda kullanilan ve lokalitesi Tiirkiye olan Nannospalax cinsine ait tiim
orneklerde 757 pozisyonda niikleotit degisimi meydana gelmistir. Transisyon/transversiyon
orani pirinler (Adenin ve Guanin) igin k= 1.722, pirimidinler (Timin, Urasil, Sitozin) i¢in
ko= 10.901 olarak belirlenmistir. Toplam transisyon/transversiyon orani yani R degeri R=
[A*G* k; + T*C* ky] / [(A+G) * (T*C)] formiilii ile 4.619 olarak hesaplanmis olup tiim

niikleotidlerin yer degisim oranlar1 Cizelge 4.1.’de gosterilmektedir.

Cizelge 4.1. Niikleotidler arasindaki transisyon/ transversiyon degisim oranlar1 (koyu yazilan
degerler transisyon degisim oranlarimi ifade eder, italik yazilan degerler ise transversiyon

oranlarini gostermektedir).

A T C G
A - 2.81 2.32 3.27
T 2.9 - 32 1.29
C 2.9 38.76 - 1.29
G 7.34 2.81 2.32 -

Bilindigi iizre transisyon ve transversiyon olarak iki sekilde DNA nokta mutasyonlari
gerceklesmektedir. Transisyon niikleotid degisimleri piirin bazlarin pirimidin bazlara ya da
pirimidin bazlarin piirinlere degisimini ifade etmektedir. Calisilan DNA dizilerinin
transisyon/transversiyon ~ oranminin  belirlenmesi,  niikleotidlerin  yer  degisim

mekanizmalarinin anlagilmasinda biiyiik 6nem arz etmektedir.
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4.1.1 Sitokrom b gen bolgesi sekans analizi sonuclarina gore belirlenen haplotipler

Sitokrom b ile calisilan 6rnekler dnaSP5 (Rozas vd., 2009) programina fasta format halinde
girilerek 6zgilin haplotip listesi elde edilmis ve Cizelge 4.2.” de verilmistir. Burada amacimiz
ornek sayisinin ¢ok olusu nedeni ile ve filogenetik agacimizda meydana gelebilecek karmagik

gorilintiiniin Oniine gecilmesi i¢indir.

Cizelge 4.2. Sitokrom b sonuglarina gore elde edilen haplotipleri gosteren liste.

Haplotip | Ornek Tiir Miize Numaralari Lokalite
Numaras1 | Sayisi

H1 1 N.xanthodon 6256 Lokl
H2 1 N. xanthodon 6222 Lokl
H3 1 N. xanthodon 6251 Lok3
H4 2 N. xanthodon 6232, 6215 Lok1, Lok4
H5 4 N. xanthodon 6154, 6120, 6144, 6150 | Lok5
H6 3 N. xanthodon 6138, 6140, 6139 Lok7
H7 1 N. xanthodon 6131 Lok8
H8 1 N. xanthodon 6132 Lok7
H9 1 N. xanthodon 6161 Lok6é
H10 1 N. xanthodon 6160 Lok5
H11 1 N. xanthodon 6210 Lok9
H12 3 N. xanthodon 6265, 6206, 6254 Lok9
H13 1 N. xanthodon 6219 Lok10
H14 1 N. xanthodon 6203 Lok10
H15 2 N. xanthodon 6255, 6263 Lok10
H16 1 N. xanthodon 6363 Lok13
H17 1 N. xanthodon 4887 Lok14
H18 1 N. xanthodon 4880 Lok15
H19 1 N. xanthodon 5306 Lok17
H20 1 N. xanthodon 3322 Lok18
H21 1 N. xanthodon 4661 Lok19
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Cizelge 4.2. (Devam)

Haplotip Ornek Tiir Miize Numaralari Lokalite
Numaras1 | Sayisi

H22 1 N. xanthodon 4669 Lok20
H23 1 N. xanthodon 3324 Lok21
H24 1 N. xanthodon 120 Lok22
H25 3 N. xanthodon 123,173, 165 Lok23, Lok44
H26 1 N. xanthodon 3985 Lok25
H 27 1 N. xanthodon 4849 Lok23
H28 1 N. xanthodon 4830 Lok25
H29 1 N. xanthodon 4201 Lok27
H30 1 N. xanthodon 4202 Lok27
H31 1 N. xanthodon 4825 Lok28
H32 1 N. xanthodon 4831 Lok28
H33 1 N. xanthodon 4834 Lok28
H34 1 N. xanthodon 4936 Lok29
H35 1 N. xanthodon 4935 Lok29
H36 1 N. xanthodon 4203 Lok30
H37 1 N. xanthodon 4572 Lok34
H38 1 N. xanthodon 137 Lok35
H39 3 N. xanthodon 4916, 4917, 4912 Lok31
H40 1 N. xanthodon 5453 Lok32
H41 1 N. xanthodon 4913 Lok33
H42 1 N. xanthodon 6204 Lok9
H43 1 N. xanthodon 6270 Lok37
H44 2 N. xanthodon 6135, 6117 Lok36
H45 1 N. xanthodon 6224 Lok38
H46 1 N. xanthodon 6220 Lok37
H47 1 N. xanthodon 6213 Lok37
H48 1 N. xanthodon 6151 Lok36
H49 1 N. xanthodon 181 Lok41l
H50 1 N. xanthodon 36 Lok43
H51 1 N. xanthodon 35 Lok43
H52 1 N. xanthodon 38 Lok42
H53 1 N. xanthodon 6148 Lok50
H54 1 N. xanthodon 194 Lok46
H55 1 N. xanthodon 198 Lok48
H56 1 N. xanthodon 5049 Lok51
H57 1 N. xanthodon 4790 Lok52
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Cizelge 4.2. (Devam)

Haplotip Ornek Tiir Miize Numaralari Lokalite
Numaras1 | Sayisi

H58 1 N. xanthodon 4644 Lok53
H59 1 N. xanthodon 5289 Lok57
H60 1 N. xanthodon 4534 Lok58
H61 1 N. xanthodon 5563 Lok59
H62 1 N. xanthodon 6234 Lok61
H63 1 N.ehrenbergi 39 Lok62
H64 1 N.ehrenbergi 45 Lok62
H65 1 N.ehrenbergi 46 Lok62
H66 2 N.ehrenbergi 50, 51 Lok62
H67 2 N.ehrenbergi 40, 49 Lok63
H68 1 N.ehrenbergi 44 Lok63
H69 2 N.ehrenbergi 47, 48 Lok64
H70 1 N.ehrenbergi 53 Lok63
H71 1 N.ehrenbergi 217 Lok65
H72 1 N.ehrenbergi 52 Lok67
H73 1 N.ehrenbergi 221 Lok69
H74 1 N.ehrenbergi 229 Lok68
H75 1 N.leucodon L1 Lok80
H76 1 N.leucodon L10 Lok76
H77 1 N.leucodon L11 Lok76
H78 2 N.leucodon L12,L6 Lok77, Lok74
H79 1 N.leucodon L13 Lok77
H80 1 N.leucodon L14 Lok77
H81 1 N.leucodon L15 Lok77
H82 1 N.leucodon L16 Lok77
H83 1 N.leucodon L2 -

H84 1 N.leucodon L3 Lok72
H85 1 N.leucodon L4 Lok72
H86 1 N.leucodon L5 Lok73
H87 1 N.leucodon L7 Lok75
H88 1 N.leucodon L8 Lok79
H89 1 N.leucodon L9 Lok78
H90 1 N.leucodon L22 Lok81
H91 1 N.leucodon L23 Lok70
H92 1 N.leucodon L25 Lok71
H93 1 N.ehrenbergi E10 Lok87
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Cizelge 4.2. (Devam)

Haplotip Ornek Tiir Miize Numaralari Lokalite
Numaras1 | Sayisi
H94 1 N.ehrenbergi Ell Lok88
H95 1 N.ehrenbergi E12 Lok89
H96 1 N.ehrenbergi E13 Lok90
H97 1 N.ehrenbergi E2 Lok82
H 98 1 N.ehrenbergi E3 Lok83
H99 1 N.ehrenbergi E4 Lok82
H100 1 N.ehrenbergi E5 Lok84
H101 1 N.ehrenbergi E6 Lok84
H102 1 N.ehrenbergi E7 Lok85
H103 1 N.ehrenbergi ES8 Lok86
H104 1 N.ehrenbergi E9 Lok87
H105 1 N.ehrenbergi E26 Lok86
H106 2 N.ehrenbergi E27, E32 Lok66
H107 1 N.xanthodon X10 Lok40
H108 1 N.xanthodon X11 Lok40
H109 1 N.xanthodon X12 Lok45
H110 1 N.xanthodon X13 Lok54
H111 1 N.xanthodon X14 Lok16
H112 1 N.xanthodon X2 Lok29
H113 1 N.xanthodon X3 Lok11
H114 1 N.xanthodon X4 Lok12
H115 1 N.xanthodon X5 Lok47
H116 1 N.xanthodon X6 Lok55
H117 1 N.xanthodon X7 Lok56
H118 1 N.xanthodon X8 Lok40
H119 1 N.xanthodon X9 Lok40
H120 1 Spalax graceus KF021251 David Valey Rom
H121 1 Spalax graceus KF021252 David Valey Rom
H122 1 Spalax graceus KF021253 Delalul kri Rom
H123 3 Spalax arenarius Eiggggg KF021255, Sﬂferl?séTzurupsnsk,
H124 1 Spalax antiquus KF021256 Aiton, Rom
H125 1 Spalax antiquus KF021257 Sandulesti, Rom
H126 1 Spalax microphtalmus | KF021258, KF021259 Novomoszkovs, Uk
H127 1 Spalax zemni KF021260, KF021261 Krivij Rig, Uk
H128 2 Spalax antiquus KF021263 Budesti, Rom
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4.1.2 Sitokrom-b gen bolgesi icin genetik cesitlilik analiz sonuglari

Calisilan ornekler tiir bazinda incelendiginde en fazla niikleotid c¢esitlilige sahip olan tiiriin
Nannospalax nehringi oldugu belirlenmistir. Bu tiire ait incelenen 8 &rnek i¢in 8 haplotip
tespit edilmis ve haplotip ¢esitliligi h= 1.000 oldugu hesaplanmistir. Niikleotid degisimi ise
n= 0.012 bulunmustur. Diger polimorfik sitotip 2n= 60 sitotipidir. Bu sitotipte haplotip
cesitliligi h= 1.00 olarak hesaplanmistir. Niikleotit ¢esitliliginin en yiiksek degerleri (sirasiyla
n= 0.020 ve 0.053) N. cilicicus sitotiplerinde (2n= 60 ve 2n= 58) belirlenmistir. Diploit
kromozom sayist (2n) bakimindan en fazla haplotip ¢esitliligi gosteren grup 2n= 60
kromozomal soy igerisinde gozlenmistir. Bu formda incelenen 15 Ornegin hepsi ayr1 bir
haplotip olarak karsimiza ¢ikmistir. Calisilan her 6rnegin ayri niikleotid dizilimine sahip
olmas1 nedeniyle haplotip cesitliligi h= 1.000 olarak belirlenmistir. Sitotipler arasinda
haplotip cesitliligi en yiiksek degerleri; Bolu ve civarinda yayilis gosteren 2n= 52K
sitotipinde, i¢ Anadolu’da genis yayilisa sahip olan 2n= 60 sitotipinde, Dogu Anadolu’da
bulunan N. nehringi tiirtine ait 2n= 48 ve 50 sitotiplerinde ve Giiney Dogu Anadolu
bolgesinde yayilis gosteren N. ehrenbergi tiiriiniin 2n = 56 sitotipinde gostermistir. En diisiik
haplotip cesitlilik degerleri ise Ege Bolgesinde genis yayilisa sahip olan N. xanthodon tiiriiniin
2n= 38 sitotipinde (h= 0.8364) gozlenmistir. Niikleotit ¢esitliligi sitotipler arasinda en yiiksek
degerleri N. cilicicus tiirliniin 2n = 60 sitotipinde (n= 0.05318) ve N. ehrenbergi tiiriiniin 2n=
52 sitotipinde (n= 0.02686) gostermistir. En diisiik niikleotit ¢esitlilik degeri ise N. ehrenbergi
tiirtinde 2n = 48 sitotipinde (7= 0.003170) belirlenmistir (Cizelge 4.3.).

4.1.3 Sitokrom b icin filogenetik analizlerde kullanilacak model testin belirlenmesi

Bu tez calismasinda yapilacak olan analizlerde en 1yi sonucu alabilmek adina Mega (ver. 5,2;
Kumar vd., 2011) programi vasitasiyla model testler olusturulmustur. Bu caligmada
kullanilabilecek en uygun modeller Nannospalax ve Spalax cinslerine ait 6rneklerin galigildigi
gen bolgelerine gére ayr1 ayr1 hesaplanmistir. Sitokrom b bolgesi i¢in filogenetik agaglarda

kullanilacak en uygun modelin TN93+G+1 oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.4.).
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Cizelge 4.3. Sitokrom b gen bélgesi i¢in ¢alisilan ve lokalitesi Tiirkiye olan Nannospalax

cinsi 6rneklerin genetik ¢esitlilik degerleri.

Kromozom Soylara Gore

‘ Tiirlere Gore

Nannospalax xanthadon

Haplotip Ces. (H)

Niikleotit Cesitliligi ()

0.9876 +/- 0.0080

0.0084139 +/- 0.040920

Haplotip Ces. (H)

Niikleotit Cesitliligi ()

0.9867 +/- 0.0120

0.060551 +/- 0.029855

Haplotip Ces. (H)

Niikleotit Cesitliligi (m)

1.0000 +/- 0.0625

0.019485 +/- 0.011004

Haplotip Ces. (H)

Niikleotit Cesitliligi ()

0.9706 +/- 0.0278

2n Haplotip Ces. (H)  Niikleotit Cesitliligi ()

2n=36 |0.9000 +/-0.1610 |0.003567 +/- 0.02611

2n=38 |0.8364 +/-0.0887 |0.014507 +/- 0.008001

2n=40 |0.9111 +/-0.0773 |0.010128 +/- 0.005787

2n=52 |1.0000 +/- 0.0340 |0.015476 +/- 0.010565

Nannospalax cilicicus

2n Haplotip Ces. (H) | Niikleotit Cesitliligi ()

2n=54 |0.8571 +/-0.1371 |0.018871 +/- 0.010904

2n=56 |0.9663 +/-0.0772 |0.012691 +/- 0.007340

2n=58 |0.9778 +/- 0.0540 |0.020285 +/- 0.011108

2n=60 |1.0000 +/-0.0243 |0.053180 +/- 0.027284

Nannospalax nehringi

2n Haplotip Ces. (H) | Niikleotit Cesitliligi ()

2n=48 |1.0000 +/- 0.000 -

2n=50 |1.0000 +/- 0.0625 |0.023353 +/- 0.013089

Nannospalax ehrenbergi

2n Haplotip Ces. (H) | Niikleotit Cesitliligi ()

2n=48 0.9000 +/- 0.1610 |0.003170 +/- 0.002370

2n=52 0.9167 +/- 0.725 | 0.026860 +/- 0.014736

2n=56 1.0000 +/- 0.2722 |0.011449 +/- 0.008786

0.048693 +/- 0.024815
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Cizelge 4.4. Sitokrom b igin yapilacak analizlerde kullanilmasi igin hesaplanan model test

sonucu.

Model #Param BIC AlCc InL Invariant | Gamma R
TNO93+G+I 262 14056 11645 |-5559.8 |0.480308 |0.99227 |5.2117
HKY+G+I 261 14060 11659 |-5567.4 |0.471935 |0.91283 |5.0533
HKY+G 260 14077 11685 |-5581.6 |n/a 0.25284 |4.9973
TN93+G 261 14077 11676 |-5576.1 |n/a 0.25788 |5.0893
GTR+G+I 265 14087 11649 |-5558.8 |0.478562 |0.99209 |4.7283
GTR+G 264 14107 11679 |-5574.4 |nla 0.25977 |4.6264
T92+G+I 259 14128 11745 |-5612.7 |0.451491 |0.82889 |4.8424
T92+G 258 14143 11769 |-5625.7 |n/a 0.262 4.8091
K2+G+l 258 14200 11826 |-5654.1 |0.422712 |0.71308 |4.7402
K2+G 257 14207 11842 |-5663.1 |n/a 0.25569 |4.734
TNI3+I 261 14253 11852 |-5663.9 |0.564545 |n/a 4.5966
HKY+I 260 14264 11872 |-5674.8 |0.566871 |n/a 45974
GTR+I 264 14285 11857 |-5663.4 |0.565649 |n/a 4.1458
T92+I 258 14340 11966 |-5724.2 |0.566991 |n/a 4.4072
K2+l 257 14424 12060 |-5772 0.567921 |n/a 4.3354
JC+G+I 257 15119 12754 |-6119.2 |0.427089 |0.81146 0.5
JC+G 256 15125 12770 |-6128 n/a 0.27506 |0.5
TN93 260 15279 12887 |-6182.8 |n/a n/a 3.992
GTR 263 15300 12880 |-6176.1 |n/a n/a 3.2614
HKY 259 15305 12922 |-6200.9 |n/a n/a 3.9733
JC+I 256 15316 12961 |-6223.7 |0.566838 |n/a 0.5
T92 257 15332 12968 |-6225.9 |n/a n/a 3.9673
K2 256 15400 13045 |-6265.6 |n/a n/a 3.9586
JC 255 16257 13911 |-6699.4 |n/a n/a 0.5

4.1.4 Sitokrom b icin neigbour joining (NJ) analiz sonuglar

Bu tez ¢alismasinda mitokondriyal DNA’nin cyt-b gen bolgesinden elde edilen DNA dizileri
filogenetik analizlere tabi tutulmustur. Sitokrom b gen bdlgesi i¢in Nannospalax cinsi i¢in
Tiirkiye’denN. cilicicus (44 o6rnek), N. nehringi (8 ornek), N. xanthodon (41 &rnek), N.
ehrenbergi (18 o6rnek) tiirleri, Balkanlar’dan N. leucodon (18 &rnek) tiirii ve Israil ve
Misir’dan N. ehrenbergi (13 6rnek) ¢alisilmistir. Spalax cinsi i¢in Romanya ve Ukrayna’dan
Spalax graceus (3 ornek), Spalax arenarius (3 6rnek), Spalax antiquus (3 6rnek), Spalax
micropthalmus (2 6rnek) ve Spalax zemni (2 6rnek) tiirleri analizlere tabi turulmustur. Yapilan
NJ analizi sonucunda Nannospalax ve Spalax cinsine ait tiirler % 98 bootstrap degeri ile
birbirlerinden ayrilmis ve ayri birer monofiletik soy (lineage) olusturmuslardir. Spalax cinsi
icinde bu zamana kadar tanimlanmis olan morfotiirler % 90-100 arasinda degisen yiiksek
bootstrap degerleri ile birbirlerinden ayrilarak alt kladlar olusturmuslardir. Nannospalax

cinsine ait 6rnekler ise olduk¢a polimorfik bulunmustur. N. ehrenbergi tiiriine ait Giineydogu
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Anadolu 6rnekleri ve Israil érnekleri diger korfare drneklerinden % 98 bootstrap degeri ile
ayrilmis ve farkli dalda kiimelenmistir. N. ehrenbergi tiiriine ait Anadolu ve Israil drnekleri
ise % 97 bootstrap degeri ile birbirlerinden farkli bulunmustur. Ayrica Israil’den tanimlanmis
olan N. judaei (2n= 60), N. carmeli (2n= 58), N. galili (2n= 52) ve N. golani (2n= 54) tiirleri
ve Misir’dan tanimlanan N. aegyptiacus (2n= 60) tiirleri kendi i¢inde alt dallanma gostererek
% 51-100 arasinda degisen yiiksek bootstrap degeri ile birbirlerinden ayr1 olarak
kiimelenmiglerdir. Anadolu 6rneklerinden 2n= 36, 38 ve 40 diploid kromozom degerine sahip
ornekler N. xanthodon tiirti altinda degerlendirilmis ve ortak bir dalda kiimelenmislerdir.
Dogu Anadolu’da ve i¢ Anadolu’nun dogusunda yayilis gosteren 2n= 48, 50 ve 54 diploid
kromozom degerine sahip drnekler N. nehringi tiirii altinda siniflandirilmis ve % 98 bootstrap
degeri ile N. xanthodon orneklerinden ayrilmistir. Bolu ve civarinda genis yayilis gosteren
2n= 52 diploid kromozom sayisina sahip olan populasyonlar N. nehringi ve N. xanthodon
tiirlerinden % 95 bootstrap degeri ile ayr1 bulunmus ve bu bdlgeden daha 6nce tanimlanan
alttiir olan N. monticola captorum’un adi bu 6rnekler i¢in kullanilmigtir. Giiniimiizde N.
xanthodon tiirii altinda smiflandirilan ve I¢ Anadolu’da genis yayilis gosteren 2n= 52, 56, 58
ve 60 diploid kromozom degerlerine sahip olan populasyonlar diger {i¢ tiir (N. nehringi, N.
xanthodon ve captorum?)’den yiiksek bootstrap degeri ile (% 100) ayrilmis ve farkli bir dalda
kiimelenmistir. I¢ Anadolu’da bulunan bu populasyonlar diger ii¢ tiirden farkli bulunmus ve
ayrt bir tir olarak kabul edilmistir. Bu bolgeden Mehely (1909) tarafindan Nigde
(Madenkdy)’den tanimlanmis olan N. I. cilicicus’un en eski takson oldugu belirlendiginden,
bu bolgedeki korfareler N. cilicicus tiir ismi altinda smiflanmigtir. Balkanlar’da yayilis
gosteren N. leucodon % 94 bootstrap degeri ile Anadolu korfare 6rneklerinden ayri bir dalda
kiimelenmistir. N. leucodon tiirli i¢in daha 6nce tanimlanmis olan alttiirler ise alt dallarda ayri
ayrt kiimelenmislerdir. NJ analizleri Anadolu’da tek bir tiiriin degil (N. xanthodon) birden
fazla tliriin varlhigini gostermektedir (Sekil 4.1.).

4.1.5 Sitokrom b i¢in maksimum likelihood (ML) analiz sonuclari

NJ analizinde kullanilan 6rnekler ML filogenetik analiz i¢in de kullanilmistir. Bu analizde de
Spalax ve Nannospalax cinsleri ayr1 birer monofiletik grup olusturmus ve iki ayr1 soy
(lineage) halinde kiimelenmistir. Her iki cinstede alt dallanmalar NJ analizinde elde edilen
sonuglarla benzer bulunmustur. Her iki filogenetik agacta da i¢ Anadolu (2n= 52, 56, 58 ve
60) korfare oOrnekleri haricinde diger biitiin sitotipler ayr1 dallarda bagimsiz olarak
kiimelenmislerdir. Her iki analizde de N. xanthodon (2n= 36, 38, 40) tiiriine ait populasyonlar,
2n= 52 captorum ve N. nehringi tiiriine ait populasyonlar ile daha yakin iligkili bulunmus ve

yakin dallarda kiimelenmistir. I¢ Anadolu’da genis yayilis gdsteren populasyonlar (2n= 52,
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56, 58, 60) diger korfare populasyonlarina (N. xanthodon, captorum, N. nehringi) cografik
olarak komsu olsa da farkli bir dalda kiimelenerek ayr1 bir monofiletik grup olusturmuslardir.
Bu nedenle yiiksek diploid kromozom degeri gosteren bu populasyonlar ayri bir tiir altinda
(N. cilicicus) simiflandirilmistir. NJ analizine benzer olarak ML analizinde de Dogu
Anadolu’da bulunan 2n= 48 ve 50 sitotiplerini igeren N. nehringi tiirii I¢ Anadolu’nun dogu
kisminda Kirikkale-Kirsehir-Yozgat ve Kuzey Adana’da yayilis gosteren 2n= 54 sitotipine ait
populasyonlar ile genetik agidan yakin iliskili bulunmustur. Bu nedenle 2n= 54 sitotipine ait
bireyler N. nehringi tiirii altinda simiflandirilmistir. Balkanlarda yayilis gosteren N. leucodon
tiirii ise I¢ Anadolu’da bulunan tiirlerle filogenetik acidan daha yakin, N. ehrenbergi tiirii ile
daha uzak iligkili bulunmustur (Sekil 4.2.). Cogunlukla her iki agacta’da ayni diploid
kromozom sayisini (2n) gdsteren korfare drnekleri bir arada ortak bir dalda kiimelenirken, ¢
Anadolu’da bulunan N. cilicicus sitotiplerine (2n= 52, 56, 58 ve 60) ait korfare orneklerinde
farkli diploid kromozomlu sitotipler karmasik (heterojen) bir halde hep beraber
kiimelenmislerdir. Bu durum i¢ Anadolu’da bulunan bu dért sitotipin ortak bir atadan yakin
zamanda ayrildiklarini ve bu nedenle aralarinda tiir veya alttiir seviyesinde farkli genetik yap1
biriktiremediklerini gostermektedir. Buna karsin diger tiirlerin sahip olduklar1 sitotipler

tiir/alttiir seviyesinde genetik farkliliga sahiptir (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.1. Sitokrom b gen bolgesinin sekans analizi sonuglari ile olusturulan neighbour joning

(NJ) filogenetik agaci.
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Sekil 4.2. Sitokrom b gen bélgesinin sekans analizi sonuglari ile olusturulan maksimum

likelihood (ML) filogenetik agaci.
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4.1.6 Sitokrom b gen bolgesine ait network analizi sonuclar:

Sitokrom b gen bolgeleri incelenerek sekans analizi yapilan ve Bioedit (ver 7.0.9, Hall, 1999 )
programi vasitasiyla fasta format haline getirilen 6rneklere ait niikleotit dizileri, dnasp5
(ver.5, Rozas vd., 2009) programi ile Phylip formatina ¢evrilmis ve ardindan Network (ver.
4,6; Fluxus) programi ile network analizleri yapilmistir. Analizler sonucunda agaglarda elde
edilen bulgularla network analizi sonucu elde edilen bulgularin tamamen Ortlistigi
gozlenmistir. Ayni tiire ait bireyler ayni kolda kiimelenirken, ayni1 haplotipe sahip bireyler de
daha biiyiik daireler meydana getirmislerdir. Sekil 4.3.’de sitokrom b gen bolgesi ¢alisilan 91
ornege ait network agaci verilmistir. Bu analiz sonucunda da Tiirkiye’de suan kabul edilen
morfolojiye dayali siniflandirmanin yanlis bir yaklagim oldugu belirgin sekilde goriilmektedir.
N. ehrenbergi haricinde tiim Anadolu’nun tek bir tiir ile (N. xanthodon) temsil edilemeyecek
kadar farkli populasyonlardan olustugu network analizinde ¢ok belirgin olarak goriilmektedir.
Ozellikle I¢ Anadolu kérfare populasyonlari, Bat1 Anadolu kérfare populasyonlar: ve Dogu
Anadolu populasyonlarindan olduk¢a farkli bulunmustur. Haplotip c¢esitliligi bakimindan
bakildiginda en yiiksek cesitlilik N. cilicicus tiiriine ait sitotiplerde goriilmektedir. Fakat N.
cilicicus tiiriinde ayni sitotipe ait haplotipler bir arada ve yakin dallarda kiimelenmemis, diger
sitotiplere ait haplotiplerle birlikte karmasik bir kiime olusturmustur. N. xanthodon tiiriinde
2n= 36 ve 2n= 38 sitotiplerine ait sitokrom b niikleotit dizilerinin, bu tiire ait diger sitotiplerin
niikleotit dizilerine nazaran daha 6zdes yapida oldugu belirlenmistir. N. ehrenbergi tiiriinde
caligilan ii¢ ayr1 sitotip (2n= 48, 52, 56) ii¢ farkli haplotip grubu olusturmustur. N. ehrenbergi
tirli altinda smiflandirilan bu {i¢ sitotip tiir seviyesinde farklilik gostermektedir. NJ ve ML
filogenetik analiz sonuglarma benzer sekilde network analiz sonucunda da I¢ Anadolu’da
bulunan 2n= 54 sitotipi Dogu Anadolu’da bulunan 2n= 48 ve 50 N.nehringi sitotipleri ile
yakin iligkili bulunmus ve bu sitotipe ait haplotipler N. nehringi tiirii i¢inde kiimelenmistir.
Sitokrom b gen bdlgesinin sekans analizleri sonucu elde edilen data kullanilarak yapilan
network analizi sonucunda da Tirkiye korfarelerinin sadece iig tiir ile temsilinin hatali oldugu,
bu tiirlere ilave olarak 6zellikle Dogu Anadolu, i¢ Anadolu ve Bolu ve civarinda bulunan
korfarelerin (2n= 52) ayn bir tiir seviyesinde genetik farkliliga sahip oldugu belirlenmistir.
Allopatrik olarak birbirlerinden farklilasan bu korfare populasyonlarin igerdikleri farkli

sitotipler de aralarinda belirgin genetik farkliliga sahiptir.
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Sekil 4.3. Sitokrom b gen bolgesine ait network analiz sonuglart.

4.2 Niikleer Beta Fibrinojen Intron 7 Gen Bolgesi i¢cin Yapilan Analiz Sonuglar
Tiirkiyenin gesitli lokalitelerinden toplanan 69 Nannospalax (34 disi ve 35 erkek) drnegine ait
sekans analizi sonucunda 697 pozisyonda niikleotit degisimi belirlenmistir. Toplam
transisyon/transversiyon orani yani R degeri 1.98 oldugu goriilmektedir. Niikleer bir gen olan
Beta Fibrinojen intron 7 lokusunda 750 bg’lik kisim degerlendirilmis ve bu gen bolgesinden
elde edilen DNA dizisinin niikleotid kompozisyonunun Adenin ve Timin bakimindan zengin
oldugu goriilmiistiir. Calisilan 750 bg¢ uzunlugundaki bu gen bolgesi % 30.4 Timin, % 18.0
Sitonin, % 31.3 Adenin ve % 20.1 Guanin igermektedir. Beta fibrinojen intron 7 gen
bolgesinde meydana gelen tim niikleotidlerin yer degisim oranlar1 Cizelge 4.5.°de
gosterilmektedir.

4.2.1 Niikleer beta fibrinojen intron 7 gen bolgesi sekans analiz sonuglarina gore
belirlenen haplotipler

Niikleer beta fibrinojen intron 7 gen bdlgesi calisilan 6rnekler dnaSP5 (Rozas vd., 2009)
programina fasta format halinde girilerek 6zgiin haplotip listesi elde edilmis ve Cizelge 4.6.
da verilmistir. N. xanthodon ve N. ehrenbergi tiirlerine ait 69 6rnekte beta fibrinojen intron 7
gen bolgesi c¢alisilmis ve calisilan 69 o6rnek icin 29 haplotip belirlenmistir. Belirlenen
haplotiplerin 21 tanesi N. xanthodon tiiriine ait bireylerde, 8 tanesi ise N. ehrenbergi tiiriine ait

bireylerde gozlenmistir. Sitokrom b gen bolgesi ile karsilastirildiginda bu gen bolgesinde
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belirlenen haplotip ¢esitliligi daha diisiiktiir. Ornek sayisinin az olusundan dolay1 ¢alisilan
beta fibrinojen gen bolgesi i¢in 29 haplotip belirlenmis olsa da filogenetik analizlerde tiim

ornekler kullanilmgtir.

Cizelge 4.5. Betafibrinojen gen bolgesi niikleotidler arasindaki transisyon/transversiyon
degisim oranlar1 (koyu yazilan degerler transisyon degisim oranlarini ifade eder, italik yazilan

degerler ise transversiyon oranlarini gostermektedir).

A T C G
A - 491 3.25 12.47
T 5.06 - 13.39 2.92
C 5.06 20.24 - 2.92
G 21.64 491 3.25 -

4.2.2 Niikleer beta fibrinojen intron 7 gen bélgesi icin genetik cesitlilik analiz sonuclar:
Beta fibrinojen gen lokusunda yaklasik 750b¢ uzunlugunda bir bolge ¢alisilmis ve calisilan
gen bolgesinde genetik ¢esitlilik en yiiksek N. ehrenbergi (h= 0.9778) ve N. xanthodon (h=
0.9113) tiirlerinde belirlenmistir. En disiik genetik ¢esitlilik ise N. cilicicus tiirtinde (h=
0.4767) belirlenmistir. Niikleotit ¢esitliliginin en yiiksek degerleri ise N. ehrenbergi tiiriinde
(m= 0.0017) ve N. xanthodon tiirtinde (n= 0.0016) olarak gézlenmistir. Sitotip diizeyinde
incelendiginde en yiiksek haplotip ¢esitliligi N. ehrenbergi tiiriine ait 2n= 48 ve 2n= 52
sitotiplerinde (h= 1.00), en disiik N. cilicicus tiirline ait 2n= 60 sitotipinde (h = 0.1667)
gozlenmistir. Niikleotit cesitliliginin en yiliksek degerleri ise N. xanthodon tiiriine ait 2n= 40
(m= 0.019) sitotipinde ve 2n = 38 (n= 0.016) sitotipinde gbzlenmistir. Niikleotit ¢esitliliginin
en diisiik degerleri 2n= 60 sitotipinde 7= 0.0007 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.7.)
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belirlenen haplotipleri gosteren liste

Cizelge 4.6. Niikleer beta fibrinojen intron 7 gen bdlgesi sekans analiz sonuglarina gore

Haplotip Ornek
Numarasi Sayisi Tiir Miize Numarasi Lokalite
H1 4 N.xanthodon | 6256, 6251, 6232, 6197 Lok (1,3,4,2)
H2 1 N.xanthodon | 6144 Lok 5
H3 1 N.xanthodon | 6150 Lok 5
H4 4 N.xanthodon | 6140, 6131, 6161, 6160 Lok (7, 8, 6, 5)
H5 1 N.xanthodon |6139 Lok 7
H6 1 N.xanthodon |6132 Lok 7
H7 3 N.xanthodon | 6265, 6263, 6254 Lok (9, 10)
H8 1 N.xanthodon | 6206 Lok 9
H9 1 N.xanthodon |6219 Lok 10
H10 1 N.xanthodon | 6203 Lok 10
H1l 1 N.xanthodon | 6255 Lok 10
H12 4 N.xanthodon | 4887, 5306, 3322, 3324 Lok (21, 18, 17, 14)
H13 1 N.xanthodon | 4880 Lok 15
H14 16 |N.xanthodon Lz)g: éiﬁfﬁggfﬁgj 2(7)2’9,181’ '5011‘6(25'2i Pl 5506)
4790, 4644, 5289, 4534, 5563 P E T EE EE
H15 8 N.xanthodon jggg jggg iggi 44220032’ Lok (26, 28, 30, 29, 27, 25)
H16 1 N.xanthodon | 4825 Lok 28
H17 1 N.xanthodon |4831 Lok 28
H18 3 N.xanthodon | 5453, 4912, 4913 Lok (32, 31, 33)
H19 1 N.xanthodon |6213 Lok 37
H20 2 N.xanthodon |35, 38 Lok 43
H21 1 N.xanthodon | 6253 Lok 60
H22 1 N.ehrenbergi |39 Lok 62
H23 1 N.ehrenbergi |45 Lok 62
H24 1 N.ehrenbergi | 46 Lok 62
H25 1 N.ehrenbergi |40 Lok 63
H26 1 N.ehrenbergi |44 Lok 63
H27 1 N.ehrenbergi |49 Lok 63
H28 1 N.ehrenbergi |53 Lok 63
H29 2 N.ehrenbergi | 221, 227 Lok 69
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Cizelge 4.7. Niikleer beta fibrinojen intron 7 gen bolgesi i¢in ¢alisilan ve lokalitesi Tiirkiye

olan Nannospalax cinsi 6rneklerin genetik ¢esitlilik degerleri.

Kromozom Soylara Gore ‘ Tiirlere Gore

Nannospalax xanthadon

2n Haplotip Ces. (H) Niikleotit Cesitliligi () | Haplotip Ces. (H) | Niikleotit Cesitliligi (1)
2n =36 - -
_ 0.9643 +/- 0.0772 |0.016521 +/- 0.009483
2n =38
=40 | 09524 +- 0.0955 0.019338 +/- 0.011241 0.9113 +/- 0.0405 |0.016747 +/-  0.008669
n=
_ 0.2222 +/- 0.1662 |0.000679 +/- 0.000749
2n =52
Nannospalax cilicicus
2n Haplotip Ces. (H) | Niikleotit Cesitliligi () | Haplotip Ces. (H) | Niikleotit Cesitliligi ()
2n =54 - -
_ 0.6667 +/- 0.3143 | 0.001018 +/- 0.001252
2n =56
on=s5g |0-6000 +/- 0.1753 |0.002748 +/- 0.002178 0.4767 +/- 0.1154 |0.002649 +/-  0.001749
n=
_ 0.1667 +/- 0.1343 |0.000763 +/- 0.000783
2n =60
Nannospalax nehringi
2n Haplotip Ces. (H) | Niikleotit Cesitliligi () | Haplotip Ces. (H) | Niikleotit Cesitliligi (1)
on=50 |0-5000+/- 0.265210.002280 +/- 0.002013 | § 4500 +/. 02373 |0.001722 +/-  0.001508
Nannospalax ehrenbergi
2n Haplotip Ces. (H) | Niikleotit Cesitliligi () | Haplotip Ces. (H) | Niikleotit Cesitliligi (r)
_ 1.0000 +/- 0.2722 |0.005089 +/- 0.004294
2n=48
on=s5p | 10000+~ 0.1768 10.008906 +/- 0.006280 |  g79¢ 4/ 00540 |0.017535 +/- 0.009711
_ 0.6667 +/- 0.3143 |0.001018 +/- 0.001252
2n=56
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4.2.3 Niikleer beta fibrinojen intron 7 gen bolgesi icin filogenetik analizlerde
kullanmilacak model testin belirlenmesi

Bu calismada niikleer beta fibrinojen intron 7 gen bdlgesinin filogenetik anaizleri igin
kullanilabilecek en uygun modeller Nannospalax cinsine ait orneklerin c¢alisildigi gen
bolgelerine gbre ayr1 ayri hesaplanmistir. Niikleer beta fibrinojen intron 7 gen bolgesi i¢in

filogenetik agacglarda kullanilacak en uygun modelin T92 oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.8.).

Cizelge 4.8. Beta fibrinojen intron 7 gen bolgesi analizlerinde kullanilmasi i¢in hesaplanan

model test sonuglari.

Model  #Param BIC AlCc InL Invariant Gamma R
T92 139 4880 3689.9 -1705.4 n/a n/a 1.7076
T92+G 140 4884.4 3685.7 -1702.3 nl/a 1.15933 2.0212
T92+I 140 4885.2 3686.5 -1702.7 0.297493 nla 2.0065
K2 138 4888.9 3707.3 -1715.2 nla n/a 1.7017
K2+G 139 4893 3702.8 -1711.9 nl/a 1.08961 2.0108
K2+l 139 4893.3 3703.2 -1712.1 0.320501 nl/a 2.0189
T92+G+l 141 4895  3687.7 -1702.3 0 1.15933 2.0212
HKY 141 4896.8 3689.6 -1703.3 nl/a n/a 1.7086
HKY+G 142 4901.2 3685.4 -1700.2 nl/a 1.17762 2.0191
HKY+I 142 4902.1 3686.3 -1700.6 0.293298 n/a 2.0002
K2+G+l 140 4903.5 3704.8 -1711.9 0.042585  1.24169  2.0137
TN93 142 4905.8 3690 -1702.5 nl/a n/a 1.7136
TN93+G 143 4910.6 3686.3 -1699.6 n/a 1.22147 2.0144
HKY+G+l 143 4911.8 3687.4 -1700.2 0 1.17762 2.0191
TNO93+I 143 4916.4 3692 -1702.5 0.00001 n/a 1.7136
TNO3+G+|l 144 4921.2 3688.3 -1699.6 0.010528 1.26229 2.0153
GTR 145 4931.8 3690.3 -1699.6 n/a n/a 1.7214
GTR+G 146 4934.3 3684.3 -1695.6 n/a 0.87034 2.1918
GTR+I 146 4935.4 3685.4 -1696.2 0.335039 n/a 2.1774
JC 137 4941.8 3768.8 -1746.9 nla n/a 0.5
GTR+G+l 147 49449 3686.4 -1695.6 0.02348 0.92401 2.1959
JC+G 138 4946.7 3765.2 -1744.1 nla 1.22141 0.5
JC+I 138 4947.2 3765.6 -1744.3 0.304923 nla 0.5
JC+G+I 139 4957.3 3767.2 -17441 0 1.22142 05
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4.2.4 Niikleer beta fibrinojen intron 7 gen icin neigbour joining (NJ) analiz sonuclari

Tiir bazinda bakildiginda filogenetik analizler Gliney Dogu Anadolu populasyonlarini bir
grup i¢inde (N. ehrenbergi), Bati Anadolu’da bulunan 2n= 36 sitotipine ait populasyonlari ise
ayrt bir grup i¢inde kiimelemis olup bu populasyonlar1 birbirlerinden ve diger
populasyonlardan ayirmistir. Bu bolgeler haricinde Anadolu’nun tamaminda bulundugu kabul
edilen N. xanthodon tiirii ise oldukg¢a polimorfik bir yapi sergilemistir. N. xanthodon tiirii
icindeki populasyonlar diploid kromozom sayilari ve cografi konumlar1 bakimindan hem
birbirlerinden hem de diger tiirlere ait populasyonlardan ayrilmislardir. i¢ Anadolu bolgesinde
yayilis gosteren kromozomal soylar (2n= 52G, 56, 58 ve 60) ortak bir dalda kiimelenirken,
Bati Anadolu’da yayilis gosteren kromozomal soylar (2n= 38, 40) ayr dallarda, Dogu
Anadolu’da yayilis gosteren kromozomal soylar ise (2n= 48, 50, 54) ayr1 dalda
kiimelenmislerdir (Sekil 4.4.).

Kimura-2-parametresi model alinarak olusturulan NJ analizi sonucunda N. ehrenbergi tiirii,
diger kromozomal soy ve tiirlerden % 54 bootstrap degeriyle iki ayr1 dalda kiimelenmistir.
Diger alt dalda N. nehringi tiirti, N. xanthodonve N. cilicicus tiiriiniin tim kromozom
soylarina ait bireyler ayr1 gruplar i¢inde kiimelenerek ayr1 bir dalda gruplar olusturmustur. Bu
ana dal i¢inde N. cilicicus tiirii bireyleri % 62 giivenirlikle ayri bir dalda kiimelenmistir.
N.xanthodon tiiriiniin sinonimi olarak kabul edilen Dogu Anadolu kromozomal soylarini (2n =
48, 50, 54) igine alan N. nehringi tirii % 66 giivenilirlikle bir dalda, diisiik kromozom
sayilarina sahip olan Bati Anadolu kromozomal soylarini igeren N. xanthodon % 82
giivenilirlikle ayr1 bir dalda kiimelenmistir. Bu tiirlerin haricinde N. xanthodon iginde
siniflandirilan diger kromozomal soylar (2n= 36, 38, 40) ve 2n= 52K ayni1 ana daldan yiiksek
bootstrap degerleriyle ayr1 ayr1 dallarda kiimelenmislerdir. Bu durum N. xanthodon igindeki
bu kromozomal soylarin ayn tiir seviyesinde farkliliga sahip oldugunu gdstermektedir. Diger
N. xanthodon kromozomal soylarindan farkl1 olarak I¢ Anadolu’da Kizilirmak Havzasi i¢inde
yayilis gosteren 2n= 54 kromozomal formu N. nehringi populasyonlari ile birlikte

kiimelenmistir fakat bu alt daldan % 54 giivenilirlikle ayr1 bir grup olusturmustur (Sekil 4.8.).

4.2.5 Niikleer beta fibrinojen intron 7 gen i¢cin maksimum likelihood (ML) analiz
sonuc¢lari

Bu analiz sonucu ortaya ¢ikan filogenetik agacin yapis1 NJ agacin sonuglar ile ortiigmektedir.
ML agacinda da N. ehrenbergi tiirii ve diger populasyonlar % 82 giivenilirlikteki bootstrap

degeriyle birbirlerinden ayrilmiglardir. Fakat NJ agacindan farkli olarak N. xanthodon tiiriine
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ait 2n= 36 kromozomal soy Ornekleri N. ehrenbergi tiiriine yakin dalda degil N. xanthodon
tirti altinda kiimelenmistir. Diger iist dalda % 62 giivenilirlikle N. cilicicus tiirii, % 56
giivenilirlikle 2n= 52K kromozomal soy 6rnekleri ayr1 dallarda kiimelenmistir. 2n= 54 I¢
Anadolu ornekleri N. nehringi tiiriine yakin; 2n= 52K Bolu ornekleri, N. cilicicus tiirii
populasyonlarina daha yakin kiimelenmistir. NJ agacinda oldugu gibi N. cilicicus tiirii
icindeki kromozomal soylar yiiksek bootstrap degeriyle diger tiir ve kromozomal soy
populasyonlarindan ayrilmistir (Sekil 4.5.).
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Sekil 4.4. Niikleer beta fibrinojen intron 7 gen bolgesinin sekans analizi sonuglar ile

olusturulan neighbour joning (NJ) filogenetik agaci.
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Sekil 4.5. Niikleer beta fibrinojen intron 7 gen bolgesinin sekans analizi sonuglari ile
olusturulan maksimum likelihood (ML) filogenetik agaci.

4.2.6 Niikleer beta fibrinojen intron 7 gen bélgesine ait network analizi sonuclari

Toplam 69 6rnekten elde edilen dizi analizi verilerine gore olusturulan network filogenetik
analizleri, NJ ve ML analizleri sonucu ortaya ¢ikan kiimelenmeleri ve bu kiimeler arasindaki
iliskileri desteklemistir. Diger filogenetik agaglarda oldugu gibi network analizinde de N.
ehrenbergi ve N. cilicicus tartismasiz bir sekilde diger tiir ve kromozomal soylardan farkli

bolgelerde gruplar olusturmustur. Diger filogenetik analizlerde oldugu gibi I¢ Anadolu’da
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yayilis gosteren 2n= 52G, 56, 58 ve 60 kromozom sayilarina sahip olan populasyonlara ait
haplotipler beraber ayr1 bir grup olusturarak N. xanthodon’un diger populasyonlarindan ¢ok
belirgin bir sekilde ayrilmistir. Filogenetik analizlerde belirlendigi gibi N. xanthodon tiirii
birbirinden olduk¢a farkli genetik kompozisyona sahip populasyonlarin birlestigi bir tiir
halindedir ve bu tiir icindeki gruplagsmalar kromozom soylar ile direkt iliskilidir. Her bir
kromozomal soya ait haplotipler kendi grubunda kiimelenmistir. Fakat her bir kromozomal
soyun olusturdugu bu haplotip gruplari hem N. xanthodon’un topotip drneklerini i¢ine alan
2n= 38 kromozomal soydan hem de diger kromozomal soylardan oldukca farkli bulunmustur.
Bu nedenle N. xanthodon tiiriiniin suanki taksonomik durumu ve yayilis alan1 filogenetik
analizlerde destek bulmamistir. Filogenetik analizler daha 6nce Anadolu’dan tanimlanan fakat
son ¢aligmalarda N. xanthodon tiirliniin sinonimi olarak kabul edilen tiirlerin gegcerliliklerini

desteklemektedir (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. Niikleer beta fibrinojen intron 7 gen bolgesine ait network analiz sonuglari.
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4.3 Niikleer Beta Fibrinojen ve Mitokondriyal Sitokrom b Gen Bolgesi icin Yapilan
Ortak Analiz Sonuc¢lan

Tiirkiyenin gesitli lokalitelerinden toplanan Nannospalax cinsine ait 6rneklerde, her iki gen
bolgesi i¢in ortak kullanilan 69 6rnege ait niikleotit dizileri birlestirilerek ortaya ¢ikan
yaklasik 1550 bg (750 bg + 800 bg) uzunlugundaki niikleer ve mitokondriyal niikleotit dizileri
kullanilarak ortak filogenetik analizler yapilmistir.

4.3.1 Niikleer beta fibrinojen ve mitokondriyal sitokrom b gen boélgesi sekans analiz
sonuc¢larina gore belirlenen haplotipler

Niikleer beta fibrinojen intron 7 gen bolgesive mitokondriyal DNA sitokrom b gen bolgesi
icin calisilan 6rnekler dnaSP5 (Rozas vd., 2009) programina fasta format halinde girilerek
bitisik (concatenate) dizilerden elde edilen 6zgiin haplotip listesi Cizelge 4.9.” da verilmistir.
Calisilan 69 Ornekte 59 tane haplotip belirlenmistir. Belirlenen haplotiplerin 26 tanesi N.
xanthodon tiiriine ait bireylerde (2n= 36, 38, 40), 8 tanesi ise N. ehrenbergi tiiriine ait
bireylerde (2n= 48, 52, 56), 20 tanesi N. cilicicus tiiriine ait 6rneklerde (2n= 52, 56, 58, 60) ve
5 tanesi N. nehringi tiirline ait bireylerde (2n= 48, 50, 54) gbzlenmistir. Sitokrom b gen
bolgesi ile karsilastirildiginda bu gen bolgesinde belirlenen haplotip ¢esitliligi daha diistiktiir.
Tiim haplotipler degerlendirildiginde en yiiksek haplotip sayis1 Bat1 Anadolu ve i¢ Anadolu
korfare populasyonlarinda belirlenmistir.

4.3.2 Niikleer Beta Fibrinojen ve Mitokondriyal Sitokrom b gen bdélgesi icin genetik
cesitlilik analiz sonuclar

Haplotip c¢esitliligi N. xanthodon, N. nehringi ve N. ehrenbergi tiirlerinde h= 1.000 olarak
belirlenirken, N. cilicicus tiirtinde h= 0.9870 olarak belirlenmistir. Tiir diizeyinde niikleotit
cesitlilik en yiikksek N. xanthodon tiiriine ait populasyonlarda (7= 0.040) gozlenirken, en
diigiik N. nehringi tiiriinde gozlenmistir (7= 0.0034). Sitotip diizeyinde haplotip ¢esitliligi
sadece 2n= 58 sitotipinde h= 0.900 degerini gosterirken, deger tim sitotiplerde h= 1.000
olarak belirlenmistir. Sitotip diizeyinde niikleotit ¢esitliligi en yiiksek degerini 2n= 60
sitotipinde (= 0.026) gostermistir. En diisiik niikleotit ¢esitliligi degeri ise 2n = 36 sitotipinde
7= 0.0018 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.10.)
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Cizelge 4.9. Beta fibrinojen ve Sitokrom b ortak sekanslar: i¢in haplotip listesi.

Haplotip Tiir Miize Numarasi Lokalite

Numarasi
H1 N. xanthodon 6256 Lokl
H2 N. xanthodon 6251 Lokl
H3 N. xanthodon 6232 Lok3
H4 N. xanthodon 6144 Lok1, Lok4
H5 N. xanthodon 6150 Lok5
H6 N. xanthodon 6160 Lok7
H7 N. xanthodon 6161 Lok8
H8 N. xanthodon 6140 Lok7
H9 N. xanthodon 6139 Lok6é
H10 N. xanthodon 6132 Lok5
H11 N. xanthodon 6131 Lok9
H12 N. xanthodon 6265, 6254 Lok9
H13 N. xanthodon 6206 Lok10
H14 N. xanthodon 6219 Lok10
H15 N. xanthodon 6203 Lok10
H16 N. xanthodon 6255 Lok13
H17 N. xanthodon 6263 Lok14
H18 N. nehringi 4887 Lok15
H19 N. nehringi 4880 Lok17
H20 N. nehringi 5306 Lok18
H21 N. nehringi 3322 Lok19
H22 N. nehringi 3324 Lok20
H23 N. cilicicus 120 Lok21
H24 N. cilicicus 123,173, 165 Lok22
H25 N. xanthodon 3985 Lok23, Lok44
H26 N. xanthodon 4849 Lok25
H27 N. xanthodon 4202 Lok23
H28 N. xanthodon 4830 Lok25
H29 N. xanthodon 4825 Lok27
H30 N. xanthodon 4831 Lok27
H31 N. xanthodon 4834 Lok28
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Cizelge 4.9. Devam

Haplotip Tiir Miize Numarast Lokalite

Numaras1
H32 N. xanthodon 4936 Lok28
H33 N. xanthodon 4203 Lok28
H34 N. cilicicus 4912 Lok39
H35 N. cilicicus 545 Lok39
H36 N. cilicicus 4913 Lok30
H37 N. cilicicus 6220 Lok34
H38 N. cilicicus 6213 Lok35
H39 N. cilicicus 6270 Lok31
H40 N. cilicicus 181 Lok32
H41 N. cilicicus 38 Lok33
H42 N. cilicicus 35 Lok9
H43 N. cilicicus 194 Lok37
H44 N. cilicicus 198 Lok36
H45 N. cilicicus 6148 Lok38
H46 N. cilicicus 5049 Lok37
H47 N. cilicicus 4790 Lok37
H48 N. cilicicus 4644 Lok36
H49 N. cilicicus 5289 Lok41
H50 N. cilicicus 4534 Lok43
H51 N. cilicicus 5563 Lok43
H52 N. ehrenbergi 39 Lok42
H53 N. ehrenbergi 45 Lok50
H54 N. ehrenbergi 46 Lok46
H55 N. ehrenbergi 40 Lok48
H56 N. ehrenbergi 44 Lok51
H57 N. ehrenbergi 49 Lok52
H58 N. ehrenbergi 229 Lok53
H59 N. ehrenbergi 221 Lok57
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Cizelge 4.10. Beta fibrinojen ve Sitokrom b ortak sekanslari i¢in calisilan ve lokalitesi

Tiirkiye olan Nannospalax cinsi drneklerin genetik ¢esitlilik degerleri.

Kromozom Soylara Gore

‘ Tiirlere Gore

Nannospalax xanthadon

2n Haplotip Ces. (H) | Niikleotit Cesitliligi () | Haplotip Ces. (H) | Niikleotit Cesitliligi (1)
2n=36 |1.0000 +/-0.2722 |0.001890 +/- 0.001650
2n=38 |1.0000 +/- 0.0625 |0.0174651 +/-0.00981 |1.0000 +/-0.1265 |C:040340 +/-0.019991
2n =40 |1.0000 +/-0.0764 |0.013567 +/- 0.007746
2n=52 |1.0000 +/- 0.0625 |0.010200 +/- 0.005767

Nannospalax cilicicus
2n Haplotip Ces. (H) | Niikleotit Cesitliligi () | Haplotip Ces. (H) | Niikleotit Cesitliligi ()
on =54 1.0000 +/- 0.2722 | 0.005670 +/- 0.004375
2n =56 |1.0000 +/- 0.2722 |0.004252 +/- 0.003357
2n =58 |0.9000 +/- 0.1610 |0.007229 +/- 0.004570 0.9870 +/-0.0201 | 0.030097 +/- 0.015087
2n=60 |1.0000 +/-0.0524 |0.026203 +/- 0.014153

Nannospalax nehringi
2n Haplotip Ces. (H) | Niikleotit Cesitliligi () | Haplotip Ces. (H) | Niikleotit Cesitliligi (r)
2n=50 |1.0000 +/-0.1265 |0.003402 +/- 0.002294 1.0000 +/-0.1265 0.003402 +/- 0.002294

Nannospalax ehrenbergi

2n Haplotip Ces. (H) | Niikleotit Cesitliligi () | Haplotip Ces. (H) | Niikleotit Cesitliligi (r)
2n=48 1.0000 +/- 0. 2722 | 0.004252 +/- 0.003357
2n=52 | 1.0000 +/-0.2722 | 0.004252 +/- 0.003357 | 10000 #/-0.0625 1 0.034398 +/-0.018800
2n=56 - -
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4.3.3 Niikleer beta fibrinojen ve mitokondriyal sitokrom b gen bdlgesi icin filogenetik
analizlerde kullanilacak model testin belirlenmesi

Bu c¢aligmada Niikleer Beta Fibrinojen ve Mitokondriyal Sitokrom b gen bdlgesinin ortak
filogenetik anaizleri igin kullanilabilecek en uygun modeller Nannospalax cinsine ait
orneklerin ¢alisildigi gen bolgelerinin kombinasyonunun ardindan hesaplanmistir. Niikleer
Beta Fibrinojen ve Mitokondriyal Sitokrom b gen bolgesi icin filogenetik agacglarda
kullanilacak en uygun modelin TN93+G+I oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.11.).

Cizelge 4.11. Nikleer Beta Fibrinojen ve Mitokondriyal Sitokrom b gen bdlgesi icin

filogenetik analizlerde kullanilmasi i¢in hesaplanan model test sonuglart.

Model #Param BIC AlCc InL Invariant Gamma R
TN93+G+I 128 11372 10183 -4963.5 0.663771 1.03104  4.2285
HKY+G+I 127 11375 10195 -4970.5 0.674088 1.06111  4.1516
TN93+G 127 11377 10197 -4971.4 nla 0.12559 41071
HKY+G 126 11381 10211 -4979.2 nl/a 0.12026  4.0522
GTR+G+l 131 11406 10189 -4963.3 0.664131 1.03364  4.2329
GTR+G 130 11410 10203 -4971.2 nl/a 0.12545  4.1125
T92+G+I 125 11416 10254 -5002 0.662994 1.00519  4.0289
T92+G 124 11421 10269 -5010.4 nl/a 0.12424  3.9389
GTR+I 130 11429 10221 -4980.5 0.759346 n/a 3.9687
T2+l 124 11438 10286 -5018.8 0.761761 n/a 3.8852
K2+G+l 124 11505 10353 -5052.2 0.651203 0.85874  4.0381
K2+G 123 11514 10372 -5062.7 nla 0.1244 3.9306
HKY+I 126 11721 10550 -5148.9 0.406388 n/a 3.7066
TN93+I 127 11874 10694 -5219.9 0.222675 n/a 3.6456
JC+G+I 123 11993 10850 -5301.8 0.656099 1.02056 0.5
JC+G 122 11996 10863 -5309.4 nl/a 0.12796 0.5
TNO93 126 12028 10858 -5302.7 nl/a n/a 3.5244
HKY 125 12047 10886 -5317.9 nl/a n/a 3.5166
GTR 129 12057 10858 -5300 n/a n/a 3.526
K2+l 123 12062 10919 -5336.5 0.171158 n/a 3.5316
T92 123 12070 10927 -5340.3 nl/a n/a 3.509
K2 122 12169 11036 -5395.6 n/a n/a 3.5076
JC+I 122 12556 11423 -5589.4  0.115452 n/a 0.5

JC 121 12621 11497 -5627.4 nla n/a 0.5
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4.3.4 Niikleer beta fibrinojen ve mitokondriyal sitokrom b gen i¢in neigbour joining (NJ)
analiz sonuclar

Niikleer gen olan beta fibrinojen intron 7 ve mitokondriyal DNA’nin sitokrom b genlerini
temsil eden yaklasik 1550 b¢ uzunlugundaki niikleotit dizisinin NJ analizi sonucunda tiirler 4
ana soy (lineage)’da gruplanmistir. Birinci ana grup % 68 gibi yliksek bir bootstrap degeriyle
diger gruplardan ayrilarak N. xanthodon tiirline ait sitotipleri (2n= 36, 38, 40) digerlerinden
ayirmustir. ikinci grup % 100’luk bootstrap degeriyle N. nehringi tiiriine ait sitotipleri (2n= 50,
54) ve Bolu ve civarinda yayilis gosteren captorum formuna ait 2n= 52K sitotiplerini diger
gruplardan ayrrmistir. Bu grup icinde i¢ Anadolu’da Kirikkale ve civarinda bulunan 2n= 54
sitotipi, diger I¢ Anadolu sitotiplerinden farkli olarak N. nehringi tiiriine ait populasyonlarla
yakin kiimelenmistir. Bu nedenle 2n= 54 Kirikkale sitotipi N. nehringi tiiriiniin bir sitotipi
olarak kabul edilmistir. Bu grup i¢indeki sitotipler % 100 gibi yiiksek bootstrap degerleri ile
iki ayr1 klad olusturmustur. Birinci klad N. nehringi populasyonlarini igerirken, diger klad
Bolu’da bulunan 2n= 52K (captorum) populasyonlarini icermektedir. Diger filogenetik
analizlerin sonuglarina benzer sekilde I¢ Anadolu’da yayilis gosteren yiiksek diploid
kromozom degerine sahip olan (2n= 52, 56, 58, 60) populasyonlar ti¢iincii bir grup i¢inde %
100’lik bootstrap degeriyle ayrilmistir. Bu grup Bati Anadolu korfare sitotipleri ve Dogu
Anadolu korfare sitotipleri ile yakin iliskili bulunmamistir. Bu nedenle Tiirkiye’deki klasik
morfotiir yaklasimi desteklenmemektedir. Bu ¢alismada I¢ Anadolu korfareleri N. cilicicus
tirti iginde smiflandirilmistir. NJ filogenetik analizi sonucunda N. ehrenbergi tiiriine ait
sitotipler tiim gruplardan yiiksek bootstrap degeri ile ayrilmistir. NJ analizi sonrasi belirlenen
her grup kendi i¢inde farkli sitotipleri temsil eden alt dallanmalar olusturmaktadir. Her bir
grup icindeki herbir alt dal yiiksek degerli bootstrap degeriyle tiirlere ait sitotipleri
birbirlerinden ayirmaktadir. NJ analizi Anadolu’da sadece iki korfare tiirliniin bulundugunu
(N. xanthodon ve N. ehrenbergi) kabul eden klasik morfolojik siniflandirmay1 reddeden
sonuclar gostermektedir. Bu analiz sonucunda Anadolu’da 5 farkli tiiriin oldugu (N.
xanthodon, N. nehringi, N. cilicicus, N. ehrenbergi, N. captorum) belirlenmistir. Ayrica her
bir tiir grubu i¢indeki farkli sitotipler ile temsil edilen alt dallar ise farkli diploid kromozom

degerine sahip alttiirler olarak degerlendirilmelidir (Sekil 4.7).
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4.3.5 Niikleer beta fibrinojen ve mitokondriyal sitokrom b gen i¢in maksimum
likelihood (ML) analiz sonuglari

Bu analiz sonucu ortaya ¢ikan filogenetik agacin yapist NJ agacin sonuglart ile ortiigse de bazi
farkliliklar igermektedir. ML agacinda da N. ehrenbergi tiirii ve diger populasyonlar % 100
giivenilirlikteki bootstrap degeriyle birbirlerinden ayrilmiglardir. Fakat NJ agacindan farkli
olarak N. xanthodon tiiriine ait 2n= 40 kromozomal soy Ornekleri bu tiire ait diger
sitotiplerden (2n= 36 ve 38) ayr1 bir alt dalda kiimelenmistir. NJ analizine benzer sekilde N.
nehringi tiiriine ait populasyonlar cografik olarak birbirlerine ¢ok uzak konumda yayilis
gosterselerde birbirlerine yakin iligkili bulunmustur. Bu analizde de iist dalda % 100
giivenilirlikle N. cilicicus tiirii kiimelenmistir. 2n= 54 I¢ Anadolu 6rnekleri N. nehringi tiiriine
yakin; 2n= 52K Bolu 6rnekleri, N. xanthodon ve N. nehringi tiirlerinin populasyonlarina daha

yakin kiimelenmistir (Sekil 4.8).
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sonuclari ile olusturulan neighbour joning (NJ) filogenetik agaci.
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sonuglari ile olusturulan maksimum likelihood (ML) filogenetik agaci.
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4.3.6. Niikleer beta fibrinojen ve mitokondriyal sitokrom b gen boélgesine ait network
analizi sonuclar

Her iki gen bolgesinde ortak galisilan toplam 69 6rnekten elde edilen dizi analizi verilerine
gore olusturulan network filogenetik analizleri, NJ ve ML analizleri sonucu ortaya ¢ikan
kiimelenmeleri ve bu kiimeler arasindaki iliskileri desteklemistir. Diger filogenetik agac¢larda
oldugu gibi network analizinde de N. ehrenbergi ve N. cilicicus tartismasiz bir sekilde diger
tir ve kromozomal soylardan farkli bolgelerde gruplar olusturmustur. Diger filogenetik
analizlerde oldugu gibi I¢ Anadolu’da yayilis gosteren 2n= 52G, 56, 58 ve 60 kromozom
sayllarina sahip olan populasyonlara ait haplotipler beraber ayri1 bir grup olusturarak N.
xanthodon’un diger populasyonlarindan ¢ok belirgin bir sekilde ayrilmigtir. N. xanthodon
tirtine ait 2n= 36 ve 2n= 38 sitotiplerine ait haplotipler olduk¢a yakin kiimelenirken, 2n= 40
sitotipine ait haplotipler ayr1 bir grup icinde farkli bir topolojide kiimelenmislerdir. Bu durum
N. xanthodon igindeki 2n= 40 sitotipine sahip populasyonlarin ayri bir tiir olabilecegini
gostermektedir (Sekil 4.9.).

N. cilicicus

@O wz s N. xanthodon
N. xanthodon “4“.\1;1370 ‘ O _ner T oM =36
O H29 ’ .Hsl O2n=236
H1 H5 H23 @2n =238
Q O\ OHﬁ .<Hg‘*/ 43 O'/Omo @2n =40
o w@ He4 /Q ©2n=52K
H3 \_ O\ d H46 - H41 H24 .
O,‘\\ Hi1 ] N. ehrenbergt
H2 @ \ N. ehrenbergi
8%
55 n=
26 o //_._'“’.Hv ®2n =56
o - _@w | N.nehringi
H27 | s -;.Hiﬂ ®2n=>50
H30 —O ) ‘\ ) O2n=54
O" e :«Q}BS o @ N. cilicicus
H31 O ~ \O\ H53 —_—
H32 H34 “OHJ(. O2n =352G
captorum ? - o ©2n =56
O2n =58
I[]ﬁ‘ > Hg/ Hiy N, nehrmgt @2n = 60

= N ¥
H14 ./ . .

N. xanthodon w3

Sekil 4.9. Niikleer beta fibrinojen ve mitokondriyal sitokrom b gen bolgesine ait network

analiz sonuglari.
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BOLUM V
TARTISMA

5.1 Tiir Seviyesinde Taksonomi ve Genetik iliskiler

Gilinimiizde Tiirkiye’de bulunan korfareler Nannospalax cinsi i¢inde sadece tig tiir altinda
siniflandirilmaktadir (Krystufek ve Vohralik, 2009). Bu tiirlerden ilki Balkanlar ve Trakya’da
yayilis gosteren N. leucodon tiirii, ikincisi Toros daglarinin giineyindeki Orta Dogu’da ve
Misir’da yayilis gdsteren N. ehrenbergi tiiriidiir. Ugiincii tiir ise bu iki bolgenin ortasinda izole
kalan Anadolu’da bulunmakta olan N. xanthodon tiirtidiir.

N. leucodon tiirii Balkanlar’da ¢ok sayida sitotip barindirmaktadir. Bu zamana kadar yapilan
caligmalar sonucunda bu tiir i¢in allopatrik olarak yayilis gosteren farkli diploid kromozom
degerine sahip ¢ok sayida alttiir tanimlanmig (N. I. transsylvanicus, N. I. syrmiensis, N. I.
montanosyrmiensis, N. I. hercegoninensis, N. |. hungaricus, N. I. serbicus, N. . macedonicus
ve N. l. turcicus) ve son yapilan molekiiler temelli ¢alismalarda bu tiir i¢in tanimlanan
alttiirlerin gecerlilikleri kanitlanmistir (Nemeth vd., 2009, 2013; Hadid vd., 2012; Krystufek
vd., 2012).

Israil’de yayilis gdsteren N. ehrenbergi’nin 4 farkli sitotipi (2n= 52, 54, 58, 60) ve Misir’da
bulunan bir sitotip (2n= 60) iizerine ¢ok kapsamli molekiiler ¢alismalar yapilarak bu
sitotiplerin her biri ayri birer tiir olarak kabul edilmistir (N. galili-2n= 52, N. golani-2n= 54,
N. carmeli-2n= 58, N. judaei-2n= 60 ve N. aegyptiacus-2n= 60) (Nevo et al. 2001).

Tiirkiye korfare sitotip cesitliliginin % 60’11 barindirsa da; Tiirkiye korfarelerinin
taksonomik durumlari, alttlir-tiir durumlar1 tam anlamiyla analiz edilmemistir. Bu zamana
kadar yapilan ¢aligmalarla Trakya’da N. leucodon, Giiney Dogu Anadolu’da ise N. ehrenbergi
tirli tartismasiz gegerli tiirler olarak kabul edilmistir (KryStufek ve Vohralik, 2009; Arslan
vd., 2010; Hadid vd., 2012; Krystufek vd., 2012; Kandemir vd., 2012;; Kankili¢ vd., 2013,
2014a, b). Israil’de yayilis gosteren sitotipler ayr1 tiir olarak kabul edilirken, Tiirkiye’deki N.
ehrenbergi tiirii igerisinde allopatrik olarak yayilis gosteren farkli sitotiplerin taksonomik
durumlar halen belirsizdir (Kandemir vd., 2012). Tiirkiye’de en ¢ok cesitliligin gorildiigii
Anadolu korfare populasyonlar tek bir tiir ile (N. xanthodon) temsil edilmektedir.

Geg¢miste morfolojiye dayali yapilan ¢aligsmalar sonucunda Tiirkiye korfareleri igin 9 tiiriin (N.
xanthodon, N. intermedius, N. nehringi, N. labaumei, N. vasvari, N. ceyhanus, N. tuncelicus,
N.munzuri, N. leucodon) ve 8 alttiiriin (N. typhlus xanthodon, N. leucodon armeniacus, N.
leucodon cilicicus, N. leucodon anatolicus, N. leucodon turcicus, N. . corybantium, N.

leucodon captorum, N. nehringi nevoi) adi gegmektedir. Kivang (1988) Tiirkiye korfareleri
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iizerine yaptigi calismada yukarida verilen tiirler ve alttiirlere ait topotip Orneklerini
morfolojik olarak karsilastirmis ve Tirkiye’de sadece iki tirtin (N. leucodon ve N.
ehrenbergi) bulundugunu diger tanimlanan tiirlerin bu iki tiirin sinonimi oldugunu
belirtmistir. Kivang (1988) ayrica bu iki tiir i¢in 6 alttiir tanimlamistir (N. leucodon
armeniacus, N. leucodon cilicicus, N. leucodon anatolicus, N. leucodon turcicus, N.
ehrenbergi intermedius ve N. ehrenbergi kirgisorum). Krystufek ve Vohralik (2009) Tiirkiye
Memeli Hayvanlar1 {izerine yaptigi calismada Trakya korfareleri igin N. leucodon,
Giineydogu Anadolu korfareleri igin N. ehrenbergi ve Anadolu’nun diger kesimlerinde
bulunan kérfareler igin ise izmir’den verilen en eski kayit olan N. xanthodon Nordmann, 1840
tir isminin gegerli oldugunu belirtmistir. KryStufek ve Vohralik (2009) ¢aligmasinda N.
xanthodon tiirlinden sonra Anadolu’dan tanimlanan diger tiirlerin (N. nehringi Satunin 1898,
N. labaumei Metschie 1919, N. vasvari Szunyoghy 1941, N. ceyhanus Szunyoghy 1941, N.
tuncelicus Coskun 1996, N.munzuri Coskun 1996) bu tiiriin junior sinonimi oldugu kabul
etmistir.

Bu tez calismasinda mitokondriyal DNA’nin sitokrom b ve niikleer gen beta fibrinojen intron
7 gen bolgesinden elde edilen sekans verilerinden {iretilen NJ agaci, ML ve Network
analizleri sonucunda Tiirkiye korfarelerine ait sitotipler Bati Anadolu grubu, Gilineydogu
Anadolu grubu, Dogu Anadolu grubu, Trakya Grubu, Kuzey Anadolu Grubu ve I¢ Anadolu
grubu olmak iizere 6 ana grup altinda kiimelenmistir. Su an gegerli olan
siniflandirmadaTrakya grubu korfareler N. leucodon tiirii altinda, Giineydogu Anadolu grubu
korfareler N. ehrenbergi tiiri altinda siniflandirilmaktadir. Bu tez ¢alismasindan elde edilen
bulgular, bu iki tiirlin bu bdlgeler i¢in gegerli tiirler oldugunu desteklemektedir. Fakat
Anadolu’nun diger kisimlarinda bulunan korfarelerin tek bir tiir altinda (N. xanthodon)
siniflandirilmasi, bu tez calismasi sonucu elde edilen bulgularla uygun bulunmamistir. Bu tez
caligmasinda yapilan filogenetik analizler sonuglari, Dogu Anadolu’da yayilis gdsteren
korfarelerin (2n= 48, 50, 54), I¢ Anadolu’da yayilis gdsteren korfarelerin (2n= 52, 56, 58, 60),
kuzeyde Bolu ili civarinda (2n= 52K) ve gilineyde Beysehir Golii etrafinda izole olarak
bulunan korfare populasyonlarinin ayri tiir seviyesinde farkliliklara sahip olduklarim
gostermektedir. Bu bolgelerde bulunan korfare populasyonlari i¢in tanimlanan en eski tiir
veya alttiir kayitlar incelendiginde, I¢ Anadolu korfareleri igin en eski kayitin N. leucodon
cilicicus Mehely, 1909; Dogu Anadolu korfareleri i¢in N. nehringi Satunin, 1898; Bolu
civarinda bulunan korfareler i¢in N. leucodon captorum Hinton 1920 oldugu belirlenmistir.
Bu tez calismasinda I¢ Anadolu korfareleri igin isim dnceligi nedeniyle ilk olarak Nigde-

Madenkdy’den bir alttiir olarak tanimlanan cilicicus, tiir seviyesine ¢ekilmis ve i¢ Anadolu’da
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yayilis gosteren ve 2n= 52, 56, 58, 60 diploid kromozom degerine sahip olan korfare
populasyonlar1 N. cilicicus tiir ismi altinda siniflandirilmistir. Dogu Anadolu bdlgesinde ve i¢
Anadolu’nun dogu kisminda yayilis gosteren 2n= 48, 50, 54 diploid kromozom sayisina sahip
korfareler ise ilk olarak Kars-Kaskoparan’dan tanimlanan tiir olan N. nehringi tiiri altinda
siniflandirilmistir. Ayrica tez ¢alismasi sonucunda Tiirkiye sinirlarindan Izmir’den tanimlanan
en eski tlir olan N. xanthodon tiiriiniin sadece Bati Anadolu’da yayilis gosterdigi ve bu tiiriin
sadece iki sitotiple (2n= 36 ve 2n= 38) temsil edildigi belirlenmistir. Bu tez ¢aligmasi sonucu
elde edilen bulgular, Bolu ve civarinda bulunan 2n= 52 diploid kromozom degerine sahip olan
populasyonlarin diger korfare sitotiplerden farkli oldugunu ve bu populasyonlarin ayr1 bir tiir
ismi altinda siniflandirilmasi gerektigini gostermektedir. Bu formun yayilis gosterdigi
cografik alan dikkate alindiginda, bu boélgeden verilen en eski korfare kayd: N. leucodon
captorum Hinton, 1920 oldugundan, Bolu populasyonlar1 N. captorum tiir adi altinda
siiflandirilmistir. Bu tez ¢alismasinda ayrica, Beysehir’de izole kii¢iikk bir populasyon
halinde bulunan 2n= 40 sitotipinin ise ayr1 bir tiir olarak degerlendirilmesi gerektigi sonucuna
varilmigtir. Hem karyolojik ve morfolojik hem de cografik yayilisi agisindan bu bolgeden elde
edilen korfare orneklerine benzer bir kayit daha 6nce tanimlanmadigindan, bu sitotipin yeni
bir isim altinda smiflandirilmalidir. Bu tez calismasi sonucu Tiirkiye korfarelerinin ii¢ tiir
altinda smiflandirilmasinin hatali oldugu anlasilmis ve Tirkiye’de N. xanthodon, N.
ehrenbergi, N. leucodon, N. cilicicus, N. captorum, N. nehringi olmak iizere en az 6 tiiriin
bulundugu kabul edilmistir. Bu tez ¢alismasi sonucu Tiirkiye korfareleri i¢in Onerilen bu
siniflandirma daha 6nce yapilan molekiiler ¢aligmalarin sonuglari ile uyumlu bulunmustur.
Tiirkiye korfareleri iizerine yapilan DNA temelli ilk ¢alismada Arslan vd. (2010) 3 sitotipe
(2n= 40, 2n= 58, 2n= 60) ait 6rnekte mitokondriyal DNA sitokrom b boélgesinin bir kisminin
sekans analizi sonucunda, Bat1 Anadolu sitotip grubuna ait 2n= 40 sitotipi ile I¢ Anadolu
sitotip grubuna ait 2 sitotip 2n= 58 ve 2n= 60 arasinda K2P divergence degerlerini sirasiyla %
10.05 ve % 11.33 olarak belirlemistir.

Kandemir vd. (2012) I¢ Anadolu ve Bat1 Anadolu N. xanthodon sitotiplerinde mitokondriyal
DNA sitokrom b bdlgesinin filogenetik analizi sonucunda diisiik diploid kromozom degerine
sahip Bati Anadolu sitotiplerin (2n= 36, 2n= 38, 2n= 40) ayr1 bir monofiletik grup
olusturarak, yiiksek degerli I¢ Anadolu sitotiplerinden (2n= 56, 2n= 58, 2n= 60) yiiksek K2P
distance degeriyle ayrildigini belirtmistir.

Bradley ve Baker (2001) tarafindan kemiriCiler igin belirlenen “average sister-Species
difference” seviyesi (% 2.7 ve daha fstii) olarak belirlenmis ve adi gegen g¢alismada bu

degerin tizerindeki degerlerin tiir seviyesinde farkliliga isaret ettigi vurgulanmistir. Kandemir
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vd. (2012) ve Arslan vd. (2010) tarafindan sitokrom b bolgesi kullanilarak hesaplanan
sitotipler arasinda belirlenen K2P degerleri ile Bradley ve Baker (2001)’m K2P divergence
degerleri karsilastirildiginda, mevcut sitotiplerin tiir seviyesinde genetik farkliliga sahip
oldugu séylenebilir.

Bu tez c¢alismasinda tiirler arasinda sitokrom b gen bolgesi icin K2P divergence degerleri
hesaplanmistir (Cizelge 5.1.). Sitokrom b gen bolgesi i¢in tiirler arasinda hesaplanan Kimura-
2-parametresi mesafe degerleri Bradley ve Baker (2001) tarafindan kemiriciler i¢in belirlenen
“average sister-species difference” seviyesi (% 2.7 ve daha iistii) degerlerinden daha yiiksek
degerler gostermektedir. Sitokrom b gen bolgesi i¢in hesaplanan en diisiik divergence degeri
% 3 ile N. cilicicus ve N. xanthodon tiirii arasinda belirlenirken, en yiiksek divergence degeri
% 7.7 ile N. xanthodon ile N. ehrenbergi tiirleri arasinda belirlenmistir. Bu degerler Arslan

vd., (2010) ve Kandemir vd., (2012) ¢alismasindaki degerler ile paralellik gostermektedir.

Cizelge 5.1. Sitokrom b gen bdlgesine ait tiirler arasinda hesaplanan Kimura-2-Parametresi

mesafe matriksi (Koyu) ve standart hatalar1 (italik).

Tirler 1 2 3 4
1  N.xanthodon 0,007 0,004 0,008
2 N.nehringi 0,050 0,008 0,012
3 N.cilicicus 0,030 0,075 0,009
4 N.ehrenbergi 0,077 0,128 0,087

Diger bir ¢alismada Hadid vd. (2012) Nannospalax ve Spalax cinslerine ait korfare
populasyonlarinda mtDNA’nin yaklagik 4 kb bdlgenin sekans analizlerini calisarak, N.
vasvarii tiirii olarak diisiindiigii I¢ Anadolu populasyonlarmi (2n= 60, 2n= 62) ayr1 bir klad
“vasvarii”, Anadolu’dan calistig1 diger sitotipleri (2n= 38, 2n= 40, 2n= 50, 2n= 54) ayr bir
klad “xanthodon” i¢inde gruplandirmistir. Bu tez calismasinda da i¢ Anadolu drnekleri diger
korfare orneklerinden oldukga farkli bulunmustur. Bu tez ¢alismasindan farkli olarak Hadid
vd. (2012) I¢ Anadolu korfare drnekleri icin N. vasvari tiir adim kullanmistir. N. vasvari ilk
kez Szunyoghy (1941) tarafindan Malatya’dan tanimlanmistir. Fakat I¢ Anadolu’dan Mehely
(1909) tarafindan Nigde—Madenkdy’den N. I. cilicicus alttiirii daha 6nce tanimlandigindan
oncelik kurali dogrultusunda gegerli ismin N. cilicicus olmasi gereklidir. Malatya’dan
toplanmis elimizdeki 6rnekler ile Nigde-Madenkdy’den toplanan korfare 6rnekleri morfolojik
acidan incelendiginde her iki topotip Orneklerinde morfolojik olarak 6zdes olduklar
belirlenmistir. Bu durumda Hadid vd. (2012) tarafindan I¢ Anadolu érnekleri i¢in kullanilan

N. vasvari tiir isminin yanlis kullanildigin1 gostermektedir.
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Son olarak Krystufek vd. (2012) mtDNA’nin sitokrom b bolgesi sekans analizleri sonucunda
da I¢ Anadolu sitotiplerini (2n= 58, 2n= 60) ve Bat1 Anadolu sitotiplerini (2n= 38, 2n= 40)
ayr1 kladlarda gruplamistir. KryStufek vd. (2012) calismasinda sitotipler ve tiirler arasinda
belirlenen genetik iliskiler bu tez ¢alismasinin sonuglari ile benzerlik gostermektedir.

Bu tez ¢alismasindan elde edilen sonuglar ile bu zamana kadar Tiirkiye korfareleri tizerine
yapilan molekiiler calismalarin sonuglar1 bir biitiin olarak degerlendirildiginde Tiirkiye’de

bulunan korfare tiirleri ve bu tiirlerin cografik yayilislar: Sekil 5.1.’de verilmektedir.
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Sekil 5.1. Tiirkiye’deki korfare tiirlerinin cografik yayilislari.

5.2 Alttiir ve Sitotip Seviyesinde Taksonomi ve Genetik Iliskiler

Anadolu, korfarelerin biyocesitliligi acisindan olduk¢a onemli bir bolgedir. Anadolu’nun
ekolojik ve cografik agidan birbirlerinden oldukga farkli bolgeler igermesi, bu bdlgelerde
yasayan canlilarin farkli ekolojik kosullara adaptasyonunu zorunlu kilmistir. Bu nedenle
ozellikle toprak altinda asir1 zor sartlarda yasayan korfareler yagamlarini devam ettirebilmek
icin giiclii adaptasyon stratejileri gelistirmistir. Bu adaptasyon stratejilerinin en 6nemlisi bu
canlilarin belirgin 6zelliklerinden biri olan kromozomal yeniden diizenlemelerdir (Nevo vd.,
1994; Ivanitskaya vd., 1997; Arslan vd., 2011; S6zen vd., 2013). Anadolu’nun farkli ekolojik
ve cografik yapisi, Anadolu’da farkli endemik korfare sitotiplerinin (2n= 36, 38, 40, 44)
olusmasina ve farklilagmasina neden olmustur. Ozellikle Toros Daglar1 veya Kizilirmak gibi
biiylik nehirler, hareket yetenekleri oldukca diisiik olan korfare populasyonlarinin birbirlerine
izole olmalarimi1 saglayarak, izole olan bu bolgelerde genis yayilisa sahip sitotiplerin

olusmasina neden olmustur (Kankili¢ vd., 2013). Ayrica, bu canlilarin diisiik hareket
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yetenekleri, beslenmek i¢in belirli bitki koklerini tikketmeleri ve topragi kazabilmek icin daha
az kayalik toprak istekleri korfare populasyonlarinin aralarinda sanki bir nehir ya da dag
silsilesi varmiscasina izole populasyonlar olusturmasina ve farklilagmasina neden olmaktadir
(Kankili¢ vd., 2013). Bu nedenle nehirler ve dag silsileleri ile farklilasan yaygin yayilis
gosteren farkli sitotipler, kendi yayilis alanlarinin periferinde ileri derecede farklilasarak
kiigiik izole sitotipler olusturmaktadir. Molekiiler c¢alismalarda Anadolu korfare sitotipleri
arasinda yiiksek diizeyde genetik farklilik degerleri belirlenmistir (Arslan vd., 2010;
Kandemir vd., 2012). ilk olarak Nevo (1995) Tiirkiye korfare populasyonlar: ve sitotipleri
iizerine yaptigr Allozim temelli ¢calismasinda, Tiirkiye korfareleri i¢in belirlenen sitotiplerin
tir seviyesinde farkliliga sahip oldugunu ve birbirlerinden farkli allel igeriklerine sahip
olduklarmi beirterek, Tiirkiye’de mevcut morfotiirlerin haricinde ilave 20 biyolojik tiiriin
bulunabilecegini ifade etmistir. DNA temelli yapilan molekiiler ¢alismalarda Arslan vd.
(2010) ve Kandemir vd. (2012), analiz ettikleri sitotiplerin tiir seviyesinde genetik farkliliga
sahip olduklarmi belirtmisglerdir. Bu calismalardan farkli olarak Krystufek vd. (2012), ilk
olarak Nevo vd. (1995) tarafindan ifade edilen Tiir=Sitotip yaklagimini reddetmis ve boyle bir
yaklasimin korfare taksonomisini karmasaya siiriikleyecegini ileri slirmiistiir. Son olarak
Kankili¢ vd. (2013, 2014a, 2014b) Tiir = Sitotip yaklasimini kismen redderek, mevcut tiim
korfare sitotiplerinin olmasa da, belirli bazi sitotiplerin (2n= 36, 40, 52K) tiir seviyesinde
farklilik gosterdigini ifade etmislerdir. Bu tez galismasi oncelikle diger calismalardan farkl
olarak hemen hemen tiim sitotipleri birarada degerlendirme imkani saglamistir. Bu zamana
kadar Tirkiye korfareleri lizerine yapilan biitlin molekiiler ¢alismalarda (Nevo vd., 1994;
Arslan vd., 2010; Krystufek vd., 2012; Kandemir vd., 2012; Hadid vd. 2012; Kankili¢ vd.,
2013, 2014a) I¢ Anadolu’da yayilis gosteren sitotipler (2n = 60, 58, 56, 52G) N. xanthodon
tiirline ait sitotiplerden ve diger tiirlerden genetik agidan farkli bulunmus ve ayr bir klad
icerisinde monofiletik grup olusturmuslardir. Fakat bu tez caligsmasi haricinde hi¢ bir
calismada bu grup ayrt bir tiir altinda smiflandirilmamistir. Bu klad icindeki sitotipler
genellikle I¢ Anadolu’da yaygin yayilis gosteren 2n= 60 sitotipinin yayilisinin periferinde
bulunan tiirev populasyonlardir ve hem genetik ¢aligmalarda hem de klasik morfolojik
caligmalarda bu sitotipler arasinda belirgin farkliliklar belirlenmemistir (Kivang, 1988;
Kankilig vd., 2006; Kankili¢ vd., 2014b). Bu sitotipler diploid kromozom sayilar1 agisindan
birbirlerinden olduk¢a farkli olsalar da, tiir seviyesinde ve hatta alttiir seviyesinde bile
farklilik icermemektedirler. Bu nedenle bu tez ¢alismasinin sonuglar1 Tiir=Sitotip yaklagimini
reddetmektedir. Bu tez calismasinda birim olarak sitotiplerin ayri bir takson olarak

siiflandirilmasindan ziyade, ortak genetik 6zellikler tagiyan sitotip gruplarinin ayri bir takson
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olarak diisiiniilmesinin daha dogru bir yaklasim oldugu belirlenmistir. Bu tez ¢alismasinda
yapilan filogenetik analizlerin sonuglari ve bu zamana kadar Tiirkiye korfareleri iizerine
yapilan diger molekiiler ¢calismalarin sonuglart bir biitiin halinde degerlendirildiginde, farkl
diploid kromozom degerine sahip olan populasyonlarin farkli zamanlarda farkli ana
kromozomal formlardan (en genis yayilis gosteren sitotipler) evrimlestigi ve ayr1 monofiletik
gruplarda kiimelendikleri goriilmektedir. Ornegin Bat1 Anadolu’da ve Anadolu’nun kuzeyinde
yayilis gosteren sitotiplerin (2n= 36, 2n = 40, 2n= 50B, 2n= 52K), genis yayilisa sahip 2n= 38
sitotipinden farklilasan tiirev populasyonlar olduklar1 bu ¢alismada kabul edilmistir. Ayrica,
I¢ Anadolu’da bulunan sitotip grubu hem Bat1 Anadolu’daki sitotip grubundan (2n= 36, 38,
40, 50B, 52K), hem de Dogu Anadolu’daki sitotip grubundan (2n= 48, 2n= 50, 2n= 54M)
genetik olarak oldukga farkli bulunmustur.

Fakat Anadolu’nun kuzeyinde Bolu ve civarinda yayilis gosteren 2n= 52K ve giineyde
Beysehir Golii etrafinda bulunan 2n= 40 sitotipleri Bati Anadolu sitotip grubuna dahil olsalar
da bu gruptan ve diger sitotiplerden ileri derecede genetik farklilik gdstermislerdir. Bu tez
calismasinda yapilan filogenetik analizlerde Bolu ve Beysehir populasyonlarinda belirlenen
genetik farklilik, daha 6nce Nevo vd. (1994) tarafindan yapilan Tirkiye korfarelerinde
allozim elektroforezi ile ilgili ¢aligmada, bu populasyonlarin allozim kaynakli farkli allel
icerikleri nedeniyle de belirlenmistir. Bolu populasyonlarinda belirlenen genetik farklilik,
ribosomal DNA ve mitokondriyal DNA’nin RFLP analizleri sonucunda da belirlenmistir
(Suzuki vd., 1996, Kankili¢ vd., 2014a). Suzuki vd. (1996) tarafindan Bolu populasyonlarinda
goriilen genetik farkliligin neredeyse morfotiirler (N. xanthodon ve N. ehrenbergi) arasinda
goriilen kadar yiiksek oldugu bildirilmistir. Benzer olarak Kankili¢ vd., (2014a) ¢calismasinda
mitokondriyal DNA’nin D-loop ve Sitokrom b gen bdlgelerinin farkli restriksiyon
endoniikleazlar ile kesimi sonucunda, bu iki sitotipte farkli bantlanma paternlerinin olustugu
ve bu iki sitotipin diger sitotiplerden daha ileri diizeyde genetik farkliliga sahip olduklari ileri
stirtilmiistiir.

Diger taraftan bu tez ¢alismasinda N. nehringi tiirii i¢inde simiflandirilan {ig sitotip i¢in (2n=
48, 50, 54) durum daha karmasik bulunmustur. Bu tez ¢alismasinda yapilan tiim analizlerde I¢
Anadolu’da Kirikkale civarinda ve Adana’nin kuzeyinde yayilis gosterdigi belirlenen 2n = 54
sitotipi I¢ Anadolu korfare populasyonlarindan oldukca farkli, fakat N. nehringi topotip
orneklerine ise oldukga yakin iligkili bulunmustur. Bu sitotip drneklerine (2n= 48, 50, 54) ait
kafatas1 ve fallus ozellikleri incelendiginde belirgin morfolojik karakterlerin (damagin
arkasinda diken seklinde ¢ikint1 icermesi, biiyiik kafatasi, dis koklerinin 3 koklii ve alveollerin

lic gbzlii olmasi, farkli bakulum yapisi, fallusun {i¢ lob icermesi) 6zdes olduklar1 ve bu
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ozellikler ile I¢ Anadolu’daki sitotiplerden ayrildiklar1 belirlenmistir. Bu tez ¢alismasinda N.
nehringi tiirline ait sitotipler (2n= 48, 50, 54) filogenetik agaclarda ortak klad icerisinde
kiimelenseler de her bir sitotip yiiksek bootstrap degeriyle alt dallarda farkli gruplar
olusturmuglardir. Bu durum daha 6nce Kivang (1988) tarafindan Dogu Anadolu korfare
orneklerinin iki alttiire sahip oldugunu (N. |. armeniacus ve N. l. nehringi) ileri siiren
smiflandirmasini  destekler niteliktedir. N.nehringi tiiriine ait sitotiplerde goriilen bu
gruplasma N. ehrenbergi sitotipleri arasinda da belirgin olarak goriilmektedir. Her iki tiire ait
sitotiplere ait ornekler daha once korfareler iizerine yapilmis molekiiler ve morfoloji temelli
caligmalara dahil edilmediginden ve sadece bu tez ¢alismasinda kullanildiklarindan dolay1, bu
sitotiplerin taksonomik durumlar1 hakkinda kesin sonuglara varilamamistir. Bu nedenle
ozellikle N. nehringi ve N. ehrenbergi tiirlerine ait sitotipler baska molekiiler markerlar
kullanilarak analiz edilmeli ve bu sitotiplere ait 6rneklerin morfolojik 6zellikleri belirlenerek,

bu sitotiplere sahip populasyonlarin alttiir ve tiir durumlari tekrar gézden gecirilmelidir.
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