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OZET

Korfareler genel goriise gore Tiirkiye Cumhuriyeti sinirlart igerisinde 3 tiir ile temsil
edilmektedir. Tiirkiye korfarelerin gen kaynagi olmasina ragmen, yapilan ¢alismalar
agirlikli olarak kromozomlar ve morfoloji lizerine yogunlagmis, sinirli sayida genetik
calisma yapilmstir.

Bu tez ¢alismasinda, Anadolu’da genis bir yayilis alanina sahip olan Nannosplax
xanthodon popiilasyonlar1 arasindaki genetik farkliliklar ilk kez Y kromozomu, yani
babasal hat iizerinden ortaya ¢ikarilmaya calisiimistir. Bu amagla, s6z konusu
kromozom Uzerinde yer alan ZFY ve SMCY8 gen bdlgeleri PCR yontemi ile
cogaltilarak dizi analizleri yapilmis ve farkli filogenetik yaklasimlar ile
degerlendirilmistir.

60 lokaliteden 12 farkli diploit kromozom (2n = 36, 38, 40, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56,
58, 60) sayisina sahip 65 erkek bireyin kullanildig1 ¢alisma sonucunda, ZFY gen
bolgesi icin 6, SMCY 8 gen bélgesi igin ise 8 farkli haplotip tespit edilmistir. Iki gen
bolgesi i¢in de yapilan filogenetik analizler benzer oriintiiler verirken, Anadolu’ da
yayilis gosteren Nannosplax xanthodon popiilasyonunun genetik olarak iki ana gruba
ayrildigi net sekilde goriilmektedir. Ozellikle ic Anadolu ve cevresini kapsayan
merkez popllasyonunun daha onceki c¢alismalarda da belirtildigi sekilde diger
orneklerden ayrildig1 goriisti desteklenmistir.

Anahtar Kelimeler: Nannosplax xanthodon, Korfare, Filogenetik, Y kromozomu,
ZFY, SMCY 8, Anadolu.
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Y-CHROMOSOME SEQUENCE VARIATIONS IN THE NANNOSPLAX
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ABSTRACT

Mole rats are represented by three species in the Republic of Turkey according to the
general opinion. Although Turkey is a source of mole rat genes, studies have mainly
focused on the chromosome and morphology was made a limited number of genetic
studies.

In this thesis, the genetic differences between the populations of Nannosplax
xanthodon species which have a wide spread area in Anatolia have been tried to be
revealed for the first time on the Y chromosome, that is, on the paternal line. For this
purpose, ZFY and SMCY 8 gene regions on the chromosome Y were amplified by
PCR method and sequence analyzes were performed and evaluated with different
phylogenetic approaches.

As a result of the study using 65 male subjects with 12 different diploid
chromosomes (2n = 36, 38, 40, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60) from 60 localities,
6 for ZFY and 8 different haplotypes were detected for the SMCY 8 gene region.
While phylogenetic analyzes performed for two gene regions give similar patterns, it
is clearly seen that Nannosplax xanthodon species distributed in Anatolia is
genetically divided into two main groups. In particular the view that separated from
the other sample as stated in previous studies of population centers including Turkey
and the surrounding interior is supported.

Keywords: Nannosplax xanthodon, Mole Rats, Phylogenetic, Chromosome Y, ZFY,
SMCY 8, Anatolia.
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1. GIRIS

Tiirkiye, Palearktik bolgede yiiksek tiir zenginligine sahip, Akdeniz havzasi,
Kafkaslar ve Iran-Anadolu gibi 3 énemli ‘biyogesitlilik sicak noktas1’ nin (hotspots)
paydasi olan bir Ulkedir. Anadolu, gesitliligini ¢ok sayida abiyotik faktore, toprak
kullanim tarihine ve Asya, Avrupa ve Afrika i¢cin 6nemli biyolojik gecis yollarindan
biri olmasina borg¢ludur. Ayrica, son buzul doneminde Avrupa'daki bazi bitki ve
hayvanlar i¢in si@inak gorevi gorerek evrimsel bir rol oynamistir ve dolayisiyla tiir
ici cesitliligin merkezidir. Anadolu, halen tiir bakimindan zengin yar1 dogal bozkirlar

ve bozkir ormanlar1 bulunan genis bir alan1 kaplar (Ambarli vd., 2016).

Anadolu 6zelinde Turkiye, son dénemlerde hem jeolojik olaylar bakimindan hem de
klimatolojik bakimdan diinyanin en hareketli bolgesini olusturmustur. Volkanik
faaliyetler, fay hareketlerine bagl olarak kirilmalar, kivrilmalar, buzul ve buzul arasi
donemler, gocler ve antropolojik etkiler, Anadolu’daki canlilarin gen yapisini bagka
hicbir {llkeyle karsilastirllamayacak derecede karistirmistir. Sonucta, bir¢ok
arastiricinin kabul ettigi gibi, Anadolu bir alttiir ve alttlir alt1 ¢esitlenmeler cenneti

olmustur (Demirsoy, 2002).

Diinya genelindeki 250’den fazla kemirgen tiirii yasamlarinin biiyiik boliimiinii kendi
inga ettikleri yuvalarda gegirirler. Yeralti ekotoplar1 karanlik, mikroklimatik olarak
kararli, hipoksik ve hiperkapniktir ve yer iistiinde bulunan ¢ogu duyusal ipucundan
yoksundur. Yuvalar yirticilara, iklimsel asirilik ve dalgalanmalara karsi siinak
saglar, ancak kazma islemi enerjisel olarak maliyetlidir ve topragin verimi nispeten
diistiktiir, ¢linkii besin kaynaklari ¢ogunlukla tahmin edilemez ve diizensiz sekilde
dagilmistir. Yer alti kemirgenleri, yiyecek arama, ¢iftlesme ve ilireme gibi bir¢cok
olayin yeraltinda gergeklestigi essiz yasam tarzlart igin bircok yodnden

uzmanlasmistir (Begall vd., 2007).

Stresli yeralti ekosistemi, ayn1 zamanda bir¢gok olumsuz faktérden korunmus yeralti
memelilerini ortaya ¢ikarmistir. Tim yeralti memelileri, ortak bir ekotop ile
konvergent molekiiler ve organizmal adaptasyonlar1 paylasirlar. Yer alti ekotopunun
baslica belirleyicileri, 6zellesme, rekabet ve izolasyondur. Bu Ozellikler, tim

organizasyonel seviyelerdeki adaptasyonlari yeraltindaki memeli yasami i¢in yerel



olarak optimize eden, evrimsel kalip ve siireglere yol agmistir (Begall vd., 2007).

Korfareler toprakalti yasama adapte olmus kiicik memelilerdir (Méhely, 1909;
Topachevskii, 1969; Savi¢ ve Nevo, 1990). Vicutlan silindirik sekillidir. Kulak
kepgeleri bulunmaz. Kuyruklar1 korelmistir ve tamamen kordiirler. Biitiin hayatlarini

yeraltina insa ettikleri tlinel sistemlerinde gegirirler (Topachevskii, 1969).

Korfareler, izole topluluklarda yasayan yalniz hayvanlardir. Ekili arazilerde, seyrek
ormanlik alanlarda, bozkirlarda ve dag yamaglarinda bulunurlar, yogun ormanlarda
gorilmezler. Yasam alanlar1 kaziya elverisli topraklarla sinirlidir ve ekinlere zarar
verdikleri i¢in bazi dagilim alanlarinda zararli olarak degerlendirilirler (Savi¢, 1982;
Savi¢ ve Nevo 1990; Nevo, 1993; Sozen, 2005; Yigit vd., 2006; Krystufek ve
Vohralik, 2009; Arslan vd., 2016).

Korfareler herbivordur. Cogunlukla bitki kokleri, yumru ve rizomlariyla beslenirler.
Toprag1 kazmak i¢in kesici 6n dislerini, kiirek olarak da alt ¢enelerini kullanirlar.
Agresif davranis yapilarindan dolayr dagilimlan pargahidir (Savic vd., 2017).
Oldukga tekdiize bir dis goriiniise sahip olmalar1 nedeniyle sistematik yapilar1 son
yiizyilda sik¢a tartisilmistir. Diger kemirgen gruplarina kiyasla, yasam bi¢imlerinden
kaynaklanan kosullar morfolojik ¢esitliligi azaltmistir. Bu nedenle tiim tiirler hem

eksternal olarak hem de osteolojik olarak oldukga benzerdir (Nevo, 2000).

Korfarelerin filogenisi ve sistematik yapisi iizerinde uzun zamandir siiregelen bir
tartisma ve anlagsmazlik mevcuttur (Savi¢ ve Nevo, 1990; Musser ve Carleton, 2005).
Taksonlar arasi iliskiler, morfolojik 6zelliklerin yakinligi ve molekiiler verilerin
uyumsuzlugundan dolay1 ¢oziilememis, bu nedenle de aragtirmacilar arasinda heniiz

bir goriis birligine varilamamustir.

Korfare sistematigi alanindaki ilk kapsamli calisma Méhely (1909), tarafindan
yayimlanmistir. Kafatas1 ve dis yapilar1 arasindaki kiiclik farkliliklar1 inceledigi bu
calismada M¢hely korfareleri 3 alt cinse ve 14 alttiirden olusan 8 tiire ayirmustir.
Daha sonra Ellerman ve Morrison-Scott, (1951) tarafindan yapilan ¢alismada

korfarelerin tek bir cins ve 3 tiirden olustugu belirtilmistir (Csorba vd., 2015).

Korfare sistematigi konusundaki bir sonraki temel calisma ise ylizlerce oOrnegi

inceleyen ve Meéhely, (1909) ile ayni1 sonuglara ulasan Topachevskii (1969),
2



tarafindan yayinlanmistir. Bu eski smiflandirma semasi giincel g¢alismalarda da
(Németh vd., 2009; Arslan vd., 2011; Krystufek vd., 2012; Chisamera vd., 2013)
kabul gormiistiir. Bununla beraber sitogenetik (Lyapunova vd., 1971) ve molekiiler
genetik (Hadid vd., 2012) arastirmalar familya i¢indeki derin taksonomik farkliliklari
desteklemis ve iki cinsin (Spalax ve Nannospalax) varligini géz oniine almistir
(Csorba vd., 2015).

Genel olarak Nannospalax cinsinin Tirkiye’de t¢ tiirii yasadigi belirtilmektedir.
Trakya’da N. leucodon, Anadolu’da batidan doguya kadar uzanan alanda N.
xanthodon ve Giiney Dogu Anadolu bolgesinde ise N. ehrenbergi. Bu (¢ tire ait,
Anadolu ve Trakya’dan farkli kromozom yapisinda olan 50’den fazla sitotip
kaydedilmistir. Ancak bu tiir ve sitotiplerin taksonomik durumlari tartismali olup,

yiiksek cesitliligi olusturan siirecler hakkinda bilgiler yetersiz kalmaktadir.

Turkiye korfarelerinde gok sayida bireyin kullanildigi genis 6rneklemli morfolojik
caligmalar yapilmustir, fakat morfometrik 6zelliklerle farkliliklarin ¢oziilmesi zordur
(Kankili¢ vd., 2017).

Sunulan bu tez ¢aligmasi ile Anadolu’da yayilis gosteren Nannosplax xanthodon’ un
farkli lokalitelerdeki popiilasyonlarinda Y kromozom dizilerinin farkliliklar:
arastirtlmis ve bu popiilasyonlar arasindaki filogenetik iliskiler babasal hat (Y

kromozomu) Uzerinden ortaya konulmustur.



2. LITERATUR OZETi
2.1 Korfareler (Spalacidae)

Spalacidae familyas: toprak alti yasama adapte olmus kazici kemirgenleri igerir.
Gozlerinin - bulunmayis1  ve kulak kepgelerinin  korelmis olmasiyla diger

kemirgenlerden ayrilirlar (Coskun ve Ulutiirk, 2004).

Spalacidae temsilcileri giinlimiizde Giineydogu Avrupa, Anadolu, Kafkasya,
Transkafkasya, Ukrayna, Ermenistan, Suriye, Filistin, Israil, Irak, Urdiin ve Kuzey
Afrika’da yayilis gostermektedir (Corbet, 1978; Savic ve Nevo, 1990; Harrison ve
Bates, 1991; Wilson ve Reeder, 2005).

Son donemlerde yapilan taksonomik caligmalara gore mevcut 8 tirle temsil
edilmelerine ragmen korfarelerin 70'den fazla farkli kromozom formuna ya da
sitotipine boliinebilecegi kabul edilir. Bu durum memeliler arasinda oldukga istisnai
bir durumdur (Krystufek ve Vohralik, 2005; Yigit vd., 2006; Arslan vd., 2016;
Kankili¢ vd., 2017).

2.1.1 Korfarelerin kdkeni

Korfareler ilk olarak Balkanlar'da yaklasik 24 Milyon yil 6nce ge¢ Oligosen
doneminde (de Leeuw vd., 2011) ortaya ¢ikmis ve evrimsel gegmisleri boyunca
mevcut dagilim araligi ile smirli kalmiglardir (Krystufek vd., 2012). Dahasi
bulunduklar1 alanlar giderek azalmaktadir. Bu nedenle giiniimiizde Almanya,
Avusturya, Polonya, Bat1 ve Orta Macaristan, Giiney Yunanistan ve Ege adalarinin
topraklari artik bu canlilar tarafindan terk edilmis durumdadir. (Savic ve Nevo, 1990;

Savic vd., 2017).

Anadolu korfareleri ise gecmisi erken miyosene uzanan uzun ve kesintisiz bir fosil
kaydina sahiptir (Unay, 1996). Genel kan1, mevcut korfarelerin Pliosen’in Ruscinian
periyodunda nesli tilkenen Pliospalax’tan olustugu yoniindedir (Kowalski vd., 2001;
Krystufek vd., 2012).
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(251.4 my6-65.5 mys) L )
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(542 my6-251.4 myo)
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(4.5 milyar -542
milyon yil dncesi) Arkeyan Devir (3.6-2.5 milyar yil 6nce)

myd: milyon yil nce

Sekil 2.1. Jeolojik devirler tablosu.

2.1.2 Spalacidae familyasinin filogenisi ve taksonomik durumu

Korfarelerin taksonomisini ve filogenisini aydinlatmak icin daha ¢ok morfolojik
yaklagimlar kullanilmistir (Topachevskii, 1969; Kivang, 1988; Nevo vd., 1988b;
Coskun, 1998; Kankilic vd., 2006, 2014; Puzachenko, 2006; Korobchenko ve
Zagorodniuk, 2009; Németh vd., 2013a). Bununla birlikte, toprak alti yasam
bicimlerinden kaynaklanan homojen bir dis goriiniise sahip olmalar1 siirlt degerde

bilgi saglamaktadir (Arslan vd., 2016).

Korfarelerin taksonomisinde morfolojik ve karyolojik 6zelliklere dayanan iki farkh
goriis 6ne c¢ikmaktadir. Birincisi, monogeneric (tek cinsli) model iken diger goriis
korfarelerin buyuk ya da kugik govdeli olarak ayrilmasina dayanan two-generic (iki
cinsli) gortstiir. Bu iki cinsin taksonomik farkliligi ve monofiletik gegmisi giincel
molekiler kanitlarla desteklenmektedir. Olduk¢a benzer olmalarina ragmen, biiyiik
govdeli korfare cinsi Spalax (Guldenstaedt, 1770), kicuk govdeli korfare cinsi
Nannospalax'tan (Palmer, 1903) belirgin morfolojik farkliliklar ile ayirt
edilebilmektedir (Savic vd., 2017).



Savi¢ ve Nevo, (1990); Musser ve Carleton, (2005); Krystufek ve Vohralik, (2009);
Spalacidae’yi sadece Spalax cinsini iceren monogenerik bir familya olarak
degerlendirirken, diger bazi arastirmacilar familyay:r Spalax (Guldenstaedt, 1770) ve
Nannospalax (Palmer, 1903) olmak iizere iki ayr1 cinse ayirmislardir (TopachevsKii,
1969; Savi¢, 1982; Savi¢ ve Soldatovi¢, 1984; Németh vd., 2009, 2013a). Spalax
cinsi, yiiksek diploid kromozom sayili karyotiplere sahip tirler igerirken (2n = 60 ya
da 62), Nannospalax cinsi, karyotipleri son derece degisken (2n= 36-62) tlrleri icerir
(Topachevskii, 1969; Lyapunova vd., 1974; Savi¢ ve Soldatovi¢, 1984; Arslan vd.,
2016). Ayn1 zamanda Spalax daha fazla sayida subtelosentrik kromozom sayisina
sahiptir. (Spalax NF= 116-124 ve Nannospalax NF= 72-98) (Lyapunova vd., 1971,
Savic ve Nevo, 1990; Nemeth vd., 2009; Kandemir vd., 2012).

Yapilan ¢ok sayida calismaya ragmen korfare tirleri, kromozomal formlar ve mevcut
popiilasyonlar arasindaki filogenetik iligkiler net bir ¢dziime ulasmamistir. Bununla
birlikte, mevcut analizlerden bazi énemli bulgular ortaya ¢ikmaktadir. Spalacidae
familyasinin iki biiyiik soy hatti olan Spalax ve Nannosplax cinslerinin monofiletik
karakterinin dogrulandigi goriilmektedir (Topachevskii, 1969; Hadid vd., 2012;
Chisamera vd., 2014).

Korfareler, fosil (Hofmeijr ve de Bruijn, 1985) ve genomik (Catzeflis vd., 1989)
kayitlara goére Anadolu’dan orjinlenmesine ragmen Tirkiye korfarelerinin genetik
yapisi lizerine az sayida calisma gerceklestirilmistir. Ayni sekilde Tiirkiye’de dagilim
gosteren farkli kromozomal formlarin filogenisi ve taksonomisi de belirsiz
durumdadir. Bu karmagikhigi gidermek icin bugiine kadar Tirkiye’deki bazi
kromozomal formlar arasinda, morfolojik (Kivang, 1988; Kankili¢ vd., 20006),
sitogenetik veriler ile (S6zen vd., 2006a; Ivanitskaya vd., 2008; Kankili¢ vd., 2007a;
Arslan vd., 2010a), allozim (Nevo vd., 1994, 1995; Kankili¢ vd., 2005), rRNA ve
mtDNA (Nevo ve Beiles, 1992; Nevo vd., 1993; Arslan vd., 2010b) varyasyonlari
arastirilmistir (Kankili¢ vd., 2013).

Turkiye korfareleri yerel oOlgekte bile yiiksek genetik cesitlilik gostermektedir.
Bununla beraber atasal popiilasyonlar1 iceren Turkiye korfareleri birbirlerinden
oldukca farklilasmistir. Diploid kromozom sayilarinin artan bozkir kosullariyla

pozitif korelasyon i¢inde oldugu gosterilmistir (Kankilig vd., 2013).



Korfarelerin  taksonomisi molekiler ve koromozomal datalarin eslestirildigi,
morfolojik, fizyolojik ve davranigsal bilgilerle desteklenen modern bir revizyona
ihtiya¢ duymaktadir (Savic ve Nevo, 1990; Krystufek ve Vohralik, 2009; Kandemir
vd., 2012).

2.1.3 Korfarelerde tiirlesme ve kromozomal evrim

Spalacidae familyasi, tiirlesme olaylarini incelemek igin olaganiistii ilging bir model
sunmaktadir. Ne yazik ki, bugline kadar genetik ¢esitliligi ve yapist hakkinda sadece
cok az bilgi elde edilmistir (Kankili¢ vd., 2013).

Tiirkiye’nin cografi dzellikleri bir izolasyon mekanizmasi gibi rol oynamakta ve
kromozomal formlarin ayrilmasina yol agmaktadir. Buna ragmen Tiirkiye’deki

bircok kromozomal soy herhangi bir bariyer olmadan farklilagmistir.

Korfareler tiim hayatlarii  yeraltinda gegirirken yer {istiindeki iklimsel
dalgalanmalara ve predatorlere karsi korunmaktadir. Bununla birlikte, karanlik,
enerji gereksinimi, hipoksi, hiperkapni, gida kitlig1 ve patojenite de dahil olmak

lizere birgok stresle karsilasirlar (Arslan vd., 2016).

Nevo vd., (1994b), Anadolu ve Orta Dogu'daki kor farelerin kromozomal tiirlesme
ve adaptif yayilimimin, ekolojik stresin artis1 ile korelasyon gosterdigi ve bu
korelasyonun mevcut taksonlarin tiim tyelerini kapsadigi gorlisiini belirtmistir.
Ivanitskaya vd., (2005) ve Matur vd., (2011, 2013), korfarelerde kromozomal

flizyonu karyotip evriminin ana kaynagi olarak degerlendirmistir.

Korfarelerdeki kromozomal evrimin yoni, kuraklik derecesi arttik¢a diploid
kormozom sayisinin da artis1 seklindedir (Nevo vd., 1994b, 1995). Bu hipotez Matur
vd., (2011) tarafindan elestirilmistir. Tiirkiye ile birlikte Israil, Kuzey Afrika,
Balkanlar, Ukrayna ve Rusya'da en ¢ok diploid sayiya sahip olan tiirler ve formlar en
kurak ve nemsiz bolgelerde yasarken, en diisiik diploid sayilara sahip formlar,

dagilim alaniin en nemli bolgelerinde ortaya ¢ikmaktadir (Arslan vd., 2016).

Korfarelerdeki oldukga karmasik karyotip evrimi gesitli tiirdeki kromozomal yeniden
duzenlemeleri icerir. Robertsonian mutasyonlar (fiizyonlar ve fizyonlar), perisentrik

inversiyonlar, sentromerik kaymalar ve C-heterokromatin igerigindeki degisiklikler
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bu gruptaki kromozomal evrim mekanizmalaridir. Ayn1 zamanda NOR bdlgelerinin
pozisyonal degisiminin kOrfarelerdeki evrimde 6nemli bir roli olabilir (Ivanitskaya
vd., 1997, 2008; Nevo vd., 2000; Arslan vd., 2014a; Arslan ve Zima, 2015a, b).

Genel goriise gore Robertsonian mutasyonlar, korfarelerde diploid kromozom
sayisindaki degisimin ana mekanizmasidir ve farklilagma siireci muhtemelen
peripatriktir (Nevo, 1991; Sézen, 2004). Ote yandan Nevo, (1991) ve Nevo vd.,
(1994b, 1995, 2000) iki kollu akrosentrik kromozlardaki fizyonlarin kromozom
sayisini  arttirmasini, kor farelerde kromozomal evrimin baslica mekanizmasi
oldugunu ileri siirmiistiir. Bu goriise gore, en diisiik diploid kromozom sayist (2n=
38) atasal form olarak kabul edilerek evrimlesmenin diisiikten yiikksek kromozom
sayisina dogru oldugu ileri siirilmistir (Sozen, 2004; Hadid vd., 2012).
Kromozomal evrimlesme konusundaki diger goriise gore ise, degisim atasal form
olan en yuksek diploit formdan (2n= 60) dlsiik diploit sayili formlara dogrudur
(Ivanitskaya vd., 2008; Matur vd., 2013; Matur vd., 2019).

Mevcut korfare taksonlarini ayirt etmek igin kullanilabilecek evrensel kromozom
farkliliklarin1 bulmak olduk¢a zordur. Spalax cinsinde siniflandirilan tiirlerin
karyotipindeki hemen hemen tiim otozomal kromozom giftleri iki kollu olarak ayirt
edilirken, Nannospalax iginde siniflandirilan 60 kromozomlu popiilasyonlar
cogunlukla akrosentrik otozomal kromozomlar igerir. Korfarelerdeki karyotiplerin
inanilmaz ¢esitliligi, bireysel kromozom formlar1 arasindaki hibridizasyon sorununu
ortaya cikarir. Sasirtict sekilde, hibrit tiirler yalnizca zaman zaman goriiliir ve
dagilim alanmin biiyiik boliimlerinde bulunmazlar (Arslan vd., 2016). Ornegin
balkan popiilasyonlarinda hi¢ hibritlesme goriilmemistir. Bu durum parapatrik
olusumlarin goriildiigii nadir alanlarda hatta temas bolgelerinde bile dogrulanmis

durumdadir (Savi¢ ve Soldatovié, 1984).

Tirkiye’de hibrit tiirler olduk¢a nadir goriiliir (Nevo vd., 1995; Ivanitskaya vd.,
1997; SOzen 2004; Soézen vd., 2006a, 2013). Tek istisna, Dogu Anadolu'nun
ortasinda bulunan muhtemelen hibrit karyotipe sahip (2n= 49) (i¢ heterozigot bireydir
(Coskun vd., 2010b).

Formlar arasindaki hibridizasyonun diizenli olarak goriildiigii tek bolge Israil'dir

(Wahrman vd., 1969a, b; Ivanitskaya vd., 2010).
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Savi¢ ve Soldatovi¢, (1984), cesitli formlarda caprazlama deneyleri yapmis ancak
bazi denemelerde c¢iftlesme bile olmamistir. Bu, farkli karyotiplere sahip
popiilasyonlar arasinda giiclii bir ¢iftlesme bariyeri oldugunu diistindiirmektedir.
Korfarelerde kromozomal degisikliklerle iiretilen lireme izolasyonu mekanizmalari
hakkindaki bilgilerimiz hala olduk¢a smirlidir. Ciftlesme Oncesi olasi izolasyon

mekanizmalarinin varhigryla ilgili az sayida bilgi vardir (Arslan vd., 2016).

2.1.4 Koruma durumu

Taksonomik belirsizlik yaninda korfare taksonlarmin koruma statiisiiniin
belirlenmesi, popiilasyon biiyiikliiklerini degerlendirmeyi giiclestiren toprakalti

yasam tarzlari tarafindan engellenmektedir (Csorba vd., 2015).

Uluslararas1 Dogal Hayat1 ve Dogal Kaynaklar1 Koruma Birligi (IUCN) tarafindan
hazirlanan kirmiz1 listede, korfarelerin sadece 3 tiirii kabul goriir ve bu 3 tiir ‘Data

Deficient’ (Yetersiz Veri) Kategorisi altinda degerlendirilir (Savic vd., 2017).

Pek ¢ok popiilasyonun dogal yasam alanlarinin kaybolmasi ve pargalanmasi
nedeniyle ciddi tehdit altinda oldugu agiktir. Bu durum, kiigiik boyutlu ve endemik
popiilasyonlarin ortaya ¢ikmasina neden olur. Coziilmemis taksonomik problemler,
dogru korumaya yonelik degerlendirmelerde ciddi dezavantaj olusturmaktadir

(Németh vd., 2013b; Csorba vd., 2015; Arslan vd., 2016).

2.2 Nannospalax (Palmer, 1903)

Nannosplax cinsi, diigiik diploid sayili ¢cok sayida akrosentrik kromozoma sahip
kiiglik govdeli tiirlerden olusur. Palearktik memelilerin 26 cinsi arasinda, bu cins en
yuksek karyotip degiskenligine sahip gruptur. Nannospalax tirleri ve popiilasyonlari
belirgin 2N ve NF cesitliligi sergiler, ancak mevcut karyotipleri hangi olaylarin
sekillendirdigi net degildir (Savic vd., 2017).

Nannospalax cinsinin Anadolu’dan koéken aldigi varsayilmaktadir (Savic ve Nevo,
1990). Gilinlimiizde bu cinsin iyeleri; Giineydogu Avrupa, Karadeniz ve Hazar
Denizini ¢evreleyen Gilineybati Rusya ve Ukrayna, Anadolu, Kafkasya,
Ortadogu’nun  Akdeniz kiyilarnt ve Kuzeydogu Afrika boyunca dagilim
gostermektedir (Wilson ve Reeder, 2005; Kankili¢ ve Giirpinar, 2014).
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Nannospalax’ larin Avrupa’da kabul edilen tlr sayilar1 1 ile 14 arasinda
degismektedir. Ancak bircok arastirmaci sadece ii¢ tiir tanimlamaktadir. Bunlar,
Gilineydogu Avrupa’da yasayan ve Akdeniz Korfaresi olarak isimlendirilen N.
leucodon (Nordmann, 1840); Transkafkasya, Anadolu’nun biiyiik boliimii ve bazi
Ege adalarinda yasayan ve Anadolu korfaresi olarak isimlendirilen N. xanthodon
(Nordmann, 1845) (sinonimi: N. nehringi (Satunin, 1898); son olarak da Turkiye,
Giineydogu Anadolu, Irak, Suriye, Liibnan, Israil, Urdiin ve Misir'da yasayan Israil

Korfaresi (Savic vd., 2017).

Morfolojiye dayali g¢alismalar Nannospalax’in Tiirkiye’de bu {i¢ tiirle temsil
edildigini gostermektedir (Wilson ve Reeder, 2005; Kankili¢ ve Giirpinar, 2014). 30
farkli kromozom formuna (2n= 32-62, NFa= 64-84) sahip olan Nannospalax
xanthodon (Nordman, 1840) Bati Anadolu’dan Dogu Anadolu’ya kadar uzanan
bolgedeki bireyleri icerir (Nevo vd., 1995; Sozen, 2004; S6zen vd., 2006a, 2006b;
Kankilig vd., 2007a, 2007b, 2009, 2010). 12 farkli kromozom formuna (2n= 48-58,
NFa= 62-82) sahip Nannospalax ehrenbergi bireyleri Giineydogu Anadolu’da
(S6zen vd., 2006b), 2 farkli kromozom formuna (2n= 56, NFa= 72,74) sahip
Nannosplax leucodon bireyleri ise Trakya bolgesinde dagilim gostermektedir (Sozen,
2004; Sozen vd., 2006b; Kankili¢ vd., 2013).

Birkag arastirmaci, N. xanthodon ve N. leucodon'u, N. leucodon stper tirl (S6zen
vd., 2006; Nevo vd., 1995) veya ayr1 bir Mesospalax cinsi olarak (Krystufek vd.,
2012) birlestirmistir.

Cins igindeki en Dbelirgin kromozomal ¢esitlilik Tirkiye korfarelerinde
kaydedilmistir. Anadolu’daki kurak ve yari1 kurak bolgelerdeki Rodent faunanin
Oonemli bir bilesenidirler (Kankilic vd., 2013, 2017). Karyolojik c¢aligmalar,
Nannosplax’in Tiirkiye’de 30 dan fazla sitotipi oldugunu gostermistir (Sézen vd.,
2013)

Gegmis caligmalar N. leucodon’un Giineydogu Anadolu hari¢ tiim Tiirkiye’de
yayildigin1 kabul ederken (Méhely, 1909; Ognev, 1947; Corbet, 1978; Kivang, 1988;
Harrison ve Bates, 1991), Krystufek ve Vohralik, 2009; Anadolu’da sadece
N.xanthodon ve N.ehrenbergi’nin bulundugunu belirtmis ve N.nehringi,

N.xanthodon’un sinonimi olarak degerlendirilmistir. Bununla birlikte, N.
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xanthodon'un Anadolu'daki gecerliligi hala tartisilmaktadir. Nannosplax’in
kromozomal ¢esitliliginin ana merkezi, sitotip cesitliliginin yaklasik %60’
barindiran Anadolu’dur. Tiirkiye korfarelerin gen kaynagi olmasina ragmen, yapilan
caligmalar agirlikli olarak kromozomlar ve morfoloji iizerine yogunlasmis, sinirh
sayida genetik ¢alisma yapilmistir. Nannospalax igindeki iliskileri anlamaya yonelik
allozimlerin (Nevo vd., 1995), RAPD’in (Kankili¢ vd., 2013), mitokondriyal
sekanslarin (Arslan vd., 2010; Hadid vd., 2012; Kandemir vd., 2012; Krystufek vd.,
2012) ve sitogenetik verilerin kullanildigi (Ivanitskaya vd., 2008; Arslan vd., 2011)
caligmalar yapilmistir (Kankili¢ ve Giirpinar, 2014).

Anadolu, Korfarelerin kromozomal evrimindeki farklilasma siire¢lerinin temel alani
olarak degerlendirilebilir, zira ti¢ Nannospalax da bu bolgede kaydedilmistir.
Nannospalax grubundaki kromozomal evrim mekanizmalari; Robertsonian yeniden
dizenlemeler, C-heterokromatin eklemeleri ve silinmeleri, perisentrik inversiyonlar,
sentromerik kaymalar, Okromatin delesyonlari, NOR bdélgelerinin pozisyonal
degisimleri ya da tam kromozom kayiplar1 seklinde ger¢eklesmektedir. Genel olarak
Robertsonian yeniden dizenlemeler, Nannospalax'daki kromozom degisikliklerinin
ana mekanizmasi olarak diistiniiliir. Bu diizenlemelere neden olan faktor hala kesin
olarak bilinmemekte ve detayli kromozomal ¢alismalara ihtiya¢ oldugunu

gostermektedir (Savic vd., 2017).

2.2.1 Nannospalax xanthodon (Nordmann, 1840)
Sinonimleri:

Nannospalax nehringi (Satunin, 1898)

Spalax munzuri (Coskun, 2004)

Spalax nehringi (Satunin, 1898)

Spalax xanthodon (Nordman, 1840)

N. xanthodon Anadolu’nun biiyiik béliimiinde yayilis gosterir ve bu takson diploid
kromozom sayilar1 2n = 36, 38, 40, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60 ve 62 olan 30
farkli kromozom formu icerir (Arslan vd., 2016; Kankilig¢ vd., 2017). Bununla
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beraber NF degerleri de 66-92 arasinda degismektedir (Nevo vd., 1994, 1995; S6zen
vd., 1998a, 1998b, 1999, 2000a, 2000b, 2011; Coskun, 2003, 2004; Matur ve SOzen,
2005; Kankilig vd., 2005, 2007, 2010; Ivanitskaya vd., 2008; Asan ve Yagci, 2008;
Matur vd., 2011; S6zen vd., 2013).
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Sekil 2.2. Nannosplax xanthodon’un yayilis haritasi (IUCN).

Bazi ¢aligmalar kromozomal formlarin her birinin tiir diizeyinde genetik farkliliklara
sahip oldugunu gosterirken (Nevo vd., 1995; Arslan vd., 2010b; Kandemir vd., 2012)
bazi aragtirmacilar da her kromozomal formun bir tiire esit oldugu yaklasiminm

reddetmektedir (Kankili¢ vd., 2014; Kankili¢ ve Glirpinar, 2014).

Arslan vd. (2010b), mtDNA sitokrom b gen bdélgesinin 630 baz ciftini iceren
kismryla yaptigi ¢caligmada N.xanthodon’un 3 kromozomal formunun (2n=40, 58 ve
60) genetik farkliliklar gosterdigini ve bu 3 formun ayri tlirler olabilecegini
belirtmistir. Ayni sekilde Kandemir vd. (2012); sitokrom b gen bolgesinin 420 baz
ciftini igeren baska bir kismiyla yaptigi ¢caligmada, N.xanthodon’a ait 6 kromozomal
formdaki popiilasyonlarin yeni tiir olduklarin1 gdsteren dnemli dl¢lide farkli genetik

ozellikler tespit etmistir.

Kankilig vd., (2013)’e gore N.xanthodon 3 ana gruba ayrilmakta ve bu ayrimin
Tiirkiye’deki cografi bolgeler ve ekolojik yapiyla da uyumlu oldugu goriilmektedir.
Cogunlukla tilkenin batisinda yer alan birinci grup diisiik diploid kromozom sayisina

sahip bireylerden olusurken, daha ¢ok orta Anadolu’da yayilan ikinci grup yiiksek
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diploid kromozom sayili bireylerden olusmaktadir. 2n=50 diploid kromozom

sayisina sahip diger grup ise Tiirkiye nin dogusunda insular yayilis gostermektedir.

Kankilig vd., (2014) yaptiklar1 ¢alismada N.xanthodon’un tiim Anadolu’da degil
sadece batt Anadolu’da yayilis gosterdigini belirlemis, Tiirkiye’de 5 tiiriin
varhigindan bahsetmistir (Trakya’da N. leucodon, Giineydogu Anadolu’da N.
ehrenbergi, Dogu Anadolu’da N. nehringi, Bati Anadolu’da N. xanthodon ve Orta

Anadolu’da N. labaumei).

Sekil 2.3. Nannosplax xanthodon’a ait bir birey (Fotograf: T. Kankilig).

2.3 Y Kromozomu

Y kromozomu erkek bireylere 6zgii, diisiik gen sayisina sahip bir kromozomdur.
Genellikle baskin bir sekilde eseyi belirler. Babadan ogula kalitlanir ve bu nedenle
disilerde bulunmaz. Kromozoma dayali esey belirleme sistemine sahip birgok yiiksek
organizmada, tamamen haploid karakteristige sahip tek kromozomdur. Y
kromozomunun rekombine olmayan bolgesi MSY olarak adlandirilir ve insanlarda
kromozomun %95 ini olusturur. Geri kalan %5 lik bolge kromozomun telomer
ucunda yer alan pseudo-otozomal bolgedir ve PAR olarak adlandirilir. Mayoz

sirasinda X kromozomuyla beraber rekombine olur (Hellborg, 2004).
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Y kromozomundaki birgok gen X kromozomundaki genlerle homologtur. Bununla
birlikte genomdaki diger kisimlardan transpozisyon ya da translokasyon yoluyla

edinilmis baz1 ¢ok kopyali genler de mevcuttur (Skaletsky, 2003).

Bu essiz ozellikler Y kromozomunu ilging kilmakta ve popiilasyon genetigi, evrim

ve adli tip gibi birgok alan i¢in kullanigh hale getirmektedir (Hellborg, 2004).
2.3.1 Memelilerde Y kromozomunun yapisi

Monotremler (Tek delikliler) farklilagmis ilk memeli soy hattidir. Cok biiyiik
heteromorfik Y kromozomlarina sahiptirler. Monotremlerin aksine Marsupialler
(Keseliler) 12 mb ¢ifti ve bir avu¢ genden olusan ¢ok kiigiik bir Y kromozomuna
sahiptirler (Hellborg, 2004).

Bir¢cok plesentalida Y kromozomu genomdaki en kiigiik kromozomlardan biridir.
Genellikle kiiciik bir Okromatik kisim ve biyiikligi tirden tire degisen
heterokromatik bir bolge icerir (Leithe-Silva vd., 2003; Marchal vd., 2003; Nova vd.,
2002; Toder vd., 1997; Wolf vd., 1965). Okromatik kisim ¢ogu plesentali memeli ve
keselilerde SRY dahil olmak Uzere birkac gen icerir (Marshall Graves 2002a; Toder
vd., 2000a; Waters vd., 2001). DFFRY, SMCY, DBY, ZFY ve UTY bircok memeli
ordosunda mevcut olan diger 5 gendir (Murphy vd., 1999). (Sekil 2.4.)

SRY ) 1
RPS4Y N
ZFY > N
‘Tl

PRKY
AMELY —

e R
o = Okromatik Bolge
ARSDP " .
GYG2P - E] = Heterokromatik Bolge
i ‘ @ = Pscudootozomal Bélge
CASKP
uTYy
TBAY i
KALP :
TSP ;-
SMCY S
EF1AY
REMY

Sekil 2.4. Y kromozomu genleri.
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Spermatogenez sirasinda bu bolgelerdeki mutasyonlar blokajla sonuglandigi i¢in bu
genlerin 6nemli erkek spesifik islevlere sahip olduklart diisiiniilmektedir (Mazeyrat
vd., 1998).

Y kromozomunun gen igerigi ve genlerin konumu tiirler arasinda g¢esitlilik
gostermektedir. Ornegin amelogenin geni sigirlarda PAR bolgesinde yer alirken
insanlarda bu bolgede degildir (Liu vd., 2002). Farelerde amelogenin geni sadece X
kromozomundaki bir kopyayla temsil edilirken (Chapman vd., 1991) monotremlerde

ve marsupiallerde otozomal bir gendir (Watson vd., 1992).

Gen kopyalarmin sayisi tiirler arasinda farklilik gosterir. Ornegin farelerde, ZFY,
Zfyl and Zfy2 genleri iki kopya olarak bulunurken insanlarda birer kopyadir
(Mazeyrat vd., 1998). Bazi tiirlerde Y kromozomunun tamami kaybolmustur (Just

vd., 2002; Just vd., 1995; Vogel vd., 1998).
2.3.2' Y kromozomu belirteclerinin gelistirilmesi

Erkek spesifik modellere odaklanan popllasyon genetigi ya da evrim c¢aligsmalari, Y
kromozomundan elde edilen genetik belirteclere ihtiyac duyar. Bu belirtecler, tir ici
calismalardaki polimorfik diziler seklinde ya da herhangi bir Y kromozom spesifik

dizi seklinde de olabilir (Hellborg, 2004).

Yakin zamana kadar Y kromozom belirteglerinin kullanimi neredeyse Sadece
insanlarla simirlt kalmistir. Y kromozomu polimorfizmlerini tanimlamaya yonelik ilk
calismalarda; SINE (short interspersed nuclear element) ve LINE (long interspersed
nuclear element) insersiyonlari, tek niikleotid polimorfizmleri (SNPs),
mikrosatellitler ve minisatellitler (Kayser vd., 2004) gibi Y spesifik belirtecler
kullanilmistir (Luo vd., 2007).

Insan  disindaki memelilerin  dogal popiilasyonlarindaki Y  kromozom
polimorfizmlerinin arastirilmasi, uygun Y spesifik belirteclerin eksikligi nedeniyle
kisitlanmaktadir. Bu belirteclerin eksikliginin nedenlerinden biri, Y kromozomunun
secici supurme (selective sweep) ve/veya efektif popiilasyon boyutundan kaynakli
diisiik genetik cesitlilige sahip oldugu konusundaki yaygin varsayimdir (Dorit vd.,
1995; Hellborg ve Ellegren, 2004). Mitokondriyal DNA’da oldugu gibi Rekombine

olmayan Y kromozomu da otozomal DNA’nin dortte biri kadar efektif popiilasyon
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biiyiikliigiine sahiptir. Bu nedenle genetik siiriiklenmeye duyarli oldugu tahmin
edilmektedir (Petit vd., 2002). Ikinci sebep; bu kromozomda yiiksek oranda bulunan
gen konversiyonu, dejencrasyon ve tekrarli diziler gibi olusumlarin, Y spesifik

genetik belirteglerin tespitini zorlastirmasidir (Rozen vd., 2003; Skaletsky vd., 2003).
2.3.3 YCATS

Popiilasyon genetigi ve evrim g¢alismalari, Y kromozomundan elde edilen genetik
belirteclere ihtiya¢ duyan erkek spesifik modellere odaklanmistir (Hellborg, 2004).
Birgok tiirde Y kromozomu belirte¢lerinin miktar1 kisithidir. Bu nedenle bu turlerdeki
poplilasyon genetigi calismalarinda otozomal belirtecler ve mtDNA belirtecleri

kullanilmaktadir.

O'Brien vd., (1993) ile Lyons vd., (1997) karakterize edilmemis genomlardaki
sekanslar icin CATS boélgelerinin genis 6lgekli kullanimi kavramini dile getirdiler.
CATS (comperative anchored tagged sequences) bolgeleri; bir organizmaya ait
spesifik bir gen i¢indeki, bu geni veya bir baska tiirdeki varyasyonlarini tespit etmede
bir belirte¢ gorevi goren herhangi bir dizidir ve tiirler arasinda blyuk o6lcude
korunmus durumdadir. CATS yaklasimi ile tiirler arasinda dizi farkliliklart
(polimorfizmler) tespit edilebilir veya genler haritalandirilabilir (Kahl, 2015). Sinirh
genetik bilgiye sahip tiirler ile insan ve fare gibi genis genetik haritaya sahip
tiirlerdeki bilgi faydali hale getirilebilir (Lyons vd., 1999).

2.4 Molekuler Filogeni ve Filogenetik Yontemler

Filogeni kelimesi; ‘kabile’ veya ‘aile’ anlamima gelen Yunanca kokenli phyl ile
‘koken’ anlamina gelen geny kelimelerinden olusmustur. Yasamin tarihgesini, yani
atalar ile onlarin soylar1 arasindaki kalitsal baglantilar1 ifade eder. Bir diger deyisle

yasamin evrimsel tarihidir (Avise, 2006).

1837'de Darwin tiirlerin donisiimiiyle ilgili diisiincelerini kaydettigi deftere ilk

filogeni tasvirlerini yapmustir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Darwin’e ait B kodlu not defterinin 36. Sayfasi’nda yer alan ¢izim.

Bir filogeni {izerinde yer alan tiirler arasindaki evrimsel iliskiler, paylastiklar1 son
ortak atadan itibaren gecen goreli zaman ile tanimlanir. Birbirleriyle daha yakin bir
ortak atay1 paylasan tiirler, kardes tlirler (sister species) olarak degerlendirilir. Bu
tiirler birbirlerinin yasayan en yakin akrabalaridir. Evrimsel iliskiler, yalnizca
agactaki dallanma noktalarimin diizeni ve bu diizende tanimlanan ortak atalarin

goreceli yaslari ile belirlenir (Herron ve Freeman, 2007).

Evrimsel bir aga¢ hicbir zaman ortaya c¢ikarilmis bir gercegi ifade etmez. Sadece
belirli bir teknikle analiz edilmis belirli bir veri klimesine dayanan bir hipotezi ifade
eder. Ancak belirli bir filogenetik aga¢ i¢in gii¢lii kanitlar oldugunda, 6rnegin; ¢esitli
tekniklerle farkli arastirmaci ekipleri tarafindan analiz edilen coklu veri setleri ayni
hipotezi destekliyorsa, bu agacin iyi kuruldugunu sdyleyebiliriz. Bu durumda bile

agacin gegici oldugu kabul edilmelidir (Herron ve Freeman, 2007).

Molekiiler filogeniler, karsilastirmali ¢alismalar1 desteklemek, biyocografik
hipotezleri test etmek, tlirlesmenin zamanlamasini degerlendirmek, nesli tiikenmis
proteinlerin amino asit dizisini ¢ikarmak, hastaliklarin gelisimini izlemek ve hatta

kriminal vakalarda kanit saglamak i¢in kullanilmaktadir (Linder ve Warnow, 2005).
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2.4.1 Filogenetik analiz basamaklari

Filogenetik ¢alismalarin dogasi ve kapsam1 6nemli derecede degisebilir ve farkl veri
setleri ve hesaplama yontemleri gerektirse de, herhangi bir filogenetik analizde temel
adimlar ayn1 kalir: Bir veri seti bir araya getirilip hizalanir. Hesaplama yontemleri ve
olasiliksal modeller kullanilarak dizilerden filogenetik agaglar olusturulur. Tahmini
agaclar istatistiksel olarak test edilir ve degerlendirilir (Durbin vd., 1998; Linder ve

Warnow, 2005; Lio ve Goldman, 1998).
2.4.2 Filogenetik aga¢ olusturmak

Filogenetik agaclar, evrimsel igerik saglayan veri setlerinden iiretilir. Bu veriler;
DNA, RNA veya amino asitlerin dizi hizalamalarindan, tek niikleotid
polimorfizmleri (SNP) veya restriksiyon fragman uzunlugu polimorfizmleri (RFLP)

gibi molekiiler belirteglerden ya da morfolojik verilerden olusabilir.

Filogenetik agaglar olusturulurken, aga¢ topolojisini belirlemek ve dizilerin
filogenetik iliskilerini en iyi tanimlayan dallarin uzunluklarmi hesaplamak igin
istatistiksel yontemler uygulanir. Agaglar1 olustururken kullanilan birgok yontem
mevcuttur. Uygulanan en yaygin hesaplama yontemleri arasinda uzaklik matriksine
dayali yontemler ile kesikli veri yontemleri olarak tanimlanan yontemler bulunur

(Durbin vd., 1998; Li, 1997; Lio ve Goldman, 1998).
2.4.2.1 Uzakhk yontemleri

Uzaklik matriksi yontemleri diziler arasindaki mesafeleri hesaplar ve pratikte
oldukga hizlidir. Bu yontemler, diziler arasindaki niikleotid veya amino asit yer
degistirme sayilar1 gibi evrimsel uzakliklar1 hesaplamak igin kiimeleme teknikleri
(Clustering) kullanirlar. Daha sonra, uzaklik degerleri arasindaki fonksiyonel
iligkilere dayali algoritmalar kullanarak filogenetik agaclar olustururlar (Durbin vd.,
1998; Li, 1997).

Neighbor-Joining (NJ)

Dizi verilerini analiz etmek i¢in siklikla kullanilan uzaklik temeline dayanan

yontemlerden biri Neighbor Joining (NJ)’ tir (Saitou ve Nei, 1987). Bu yontemde
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hesaplama islemi oldukga basittir. Algoritmada farkli topolojilerin karsilagtirmasi yer
alir ve hem topoloji hem de dal uzunluklar ile son aga¢ otomatik olarak firetilir
(Miyamoto ve Cracraft, 1991). Neighbor Joining, hesaplama hizinin sonug
benzersizligi ile birlestigi, aga¢ olusturma i¢in yaygin olarak kullanilan bir gesit
kiimeleme (Clustering) yontemidir. Bu yontemin ¢ogu uygulamasi tek bir agac verir

(Page ve Holmes, 1998).
2.4.2.2 Kesikli veri yontemleri

Kesikli veri yontemleri, ¢coklu dizi veri setinin her bir siitununu ayr1 ayri inceler ve
bu bilgileri en iyi temsil eden agaci bulmaya calisir. Uzakliga dayali yontemler,
kesikli veri yontemlerinden ¢ok daha hizli olma egiliminde olsalar da, temel agac
yapisinin diginda genellikle daha az bilgi verirler. Diger taraftan, kesikli veri
analizleri bilgi ac¢isindan zengindir. Bu yontemler hizalamadaki her siitun i¢in ayr1
bir aga¢ olusturur, bu nedenle belirli bir dizi i¢indeki spesifik dgelere ait evrimsel
gecmisi izlemek miimkiindiir (Hall, 2004; Li, 1997; Linder ve Warnow, 2005; Lio ve
Goldman, 1998).

Kesikli veri yontemlerinin genellikle evrimsel tarihe dair en iyi degerlendirmeleri
rettigi distintliir. Bununla birlikte, bu yontemler hesaplama agisindan Kdlfetli
olabilir ve blyuk veri kiimeleri igin makul bir dogruluk diizeyi elde etmek haftalar

veya aylar surebilir (Linder ve Warnow, 2005).
Maksimum Parsimoni (MP)

En yaygin kullanilan aga¢ tahmin tekniklerinden maksimum parsimoni, minimum
sayida evrimsel degisiklik gozlemlenen agaci olusturmak igin bir dizi algoritma
uygular. Maksimum parsimoni algoritmalari, filogenetik olarak bilgilendirici alanlar

tanimlar.

Bu yontemde, atasal tiirlerin DNA (veya amino asit) dizileri, belirli bir agac
topolojisi goz Oniline alinarak, mevcut tiirlerin DNA dizilimlerinden ¢ikarilir ve
diziler arasinda gozlemlenen tiim farklar1 agiklamak i¢in gereken minimum evrimsel
degisiklik sayis1 hesaplanir. Bu say1 tiim olasi topolojiler i¢in elde edilir ve en az

sayida evrimsel degisiklik gosteren topoloji son aga¢ olarak secilir. Bu yontem
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agirlikli olarak bir agacin topolojisini bulmak i¢in kullanilir ancak dal uzunluklar

bazi varsayimlar altinda tahmin edilebilir (Fitch, 1971; Miyamoto ve Cracraft, 1991).
Maksimum Olasilik (Likelihood, ML)

Maksimum olasilik yontemi, niikleotid degisimini tahmin etmek i¢in olasiliksal bir
evrim modeli olusturur. Bu yontem, gozlemlenen verileri en makul hale getiren en
yiiksek olasiliklilart segerek, rakip hipotezleri degerlendirir. Bir hipotezin olasiligi,
hipotezi veren verinin olasiligi olarak tanimlanir. Filogenetik yapilanmada
hipotezler, evrimsel aga¢ ve evrimsel modelin diger parametreleridir (Li, 1997; Lio

ve Goldman, 1998).

Evrimsel agaclar i¢in gerekli olasilik hesaplamalar1 basitlikten uzaktir ve genellikle
hipotezlenmis karmasik hesaplamalar gerektirir. Bu yontem, bir zaman aralifinda her

daldaki bir niikleotidin baska bir niikleotide degisme olasiligin1 belirtir.

Maksimum olasilik, dizi evriminin ac¢ik modellerini igerebildigi ve evrimsel
hipotezlerin istatistiksel testlerine izin verdigi i¢in cazip bir yontemdir. ML iki
problemi ¢6zmelidir. Hangi dal uzunluklari, gézlemlenen verileri en olas1 hale getirir
(yani, bu aga¢ i¢in maksimum olasilik degeri nedir) ve muhtemel tiim agaglar i¢inden

hangi agag en yiiksek olasiliga sahiptir (Page ve Holmes, 1998).
Bayesian Analizi (Bayesian Inference, Bl)

Bayesian analizi, diger birgok analiz yontemi ile ayni evrim modellerini
kullanmasma ragmen, evrimsel biyolojide uzun siiredir devam eden karmagsik
sorularin ele alinmasi igin giliglii bir ara¢ olmustur. Bayesian analizi, bir agagtaki
filogenilerin sonraki (posterior) olasilik dagilimlarinin hesaplanmasina dayanir. Bir
agacin posterior olasiligi, agacin dogru olma olasiligi olarak yorumlanabilir. Grubun
tarihi ile ilgili cikarimlar, agacglarin sonraki olasiliklarma baghdir. Ornegin, en
yuksek posterior olasiliga sahip agag, filogeninin en iyi dl¢iimii olarak segilebilir
(Huelsenbeck vd., 2001).
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2.4.3 Agaclarin degerlendirilmesi

Agac olusturma algoritmalar1 bir veya daha fazla optimal agac¢ liretir. Bu olasi
agaclar, bir agacin digerinden daha kullanish olup olmadigin1 gérmek ve Onerilen
filogeninin makul olup olmadigini degerlendirmek i¢in bir dizi istatistiksel teste tabi
tutulur. Agaglar1 degerlendirebilmek icin kullanilan en yaygin yontemlerden biri,

“Bootstrap” analizidir.

Bootstrap Analizi

Bir filogeni analizi yapilirken sorulmasi gereken ilk soru analizin ne kadar giivenli
oldugudur. Bunu cevaplamanin en iyi yolu daha fazla karakter i¢in veri toplamak ve

analizi defalarca tekrarlamaktir (Herron ve Freeman, 2007).

Bootstrap, anlamli istatistiksel dagilimlar iireten agaglarin degerlendirilmesi i¢in
kullanilan istatistiksel bir yontemdir. Bootstrap analizi kullanilarak, tam olarak
hesaplanmasi1 zor olan dagilimlar, yapay veri kiimelerinin tekrar tekrar olusturulmasi
ve analizi ile tahmin edilir. Analizin amaci, tim veri kiimesinin agaci destekleyip

desteklemedigini test etmektir (Baldauf, 2003; Durbin vd., 1998; Li, 1997).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 Orneklem

Bu ¢aligma Aksaray Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Uygulama ve Arastirma
Merkezi, Molekiiler Biyoloji ve Metabolizma Laboratuvari’nda yiiriitiilmiistiir. Bu
calismada kullanilan korfare Ornekleri Dog¢. Dr. Teoman KANKILIC® 1
yiiriitiiciliigiinii yaptigt TUBITAK tarafindan desteklenen 112T660 kodlu “DNA’da
SSR (Mikrosatellit) Analiz  Yontemiyle Korfare (Nannospalax nehringi)
Populasyonlarinin  Genetik Yapisinin Arastirilmasi” isimli proje kapsaminda
toplanan Orneklerden saglanmistir. Tiirkiye’deki 60 lokaliteden toplanan, 12 farkl
diploit kromozom sayisina (2n= 36, 38, 40, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60) sahip
65 adet Nannosplax xanthodon 6rnegi kullanilmistir. Calismada kullanilan 6rneklerin

listesi Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan 6rnekler.

No | Mize No Lokalite Kromozom

1 6251 Aydin- Kogarli - Haydarli Koyt 2n= 36 NF= 68
2 6209 Aydin- Kogarli - Haydarl1 Koyt 2n= 36 NF= 68
3 231 Gokeeada 2n=38 NF=74
4 6144 Balikesir - Kepsut 2n=38 NF=74
5 6131 Manisa - Akhisar 2n= 38 NF=74
6 6138 [zmir - Foga 2n=38 NF=74
7 6164 [zmir - Foga 2n=38 NF=74
8 6254 Isparta - Yenisarbademli 2n=40 NF=72
9 6266 Isparta - Yenisarbademli 2n= 40 NF=172
10 6269 Isparta - Yenisarbademli 2n= 40 NF=172
11 6255 Konya - Yesildag 2n= 40 NF=172
12 73 Tunceli - Kirmiz1 Koprii 2n= 44 NF=72
13 449 Osmaniye - Kadirli 2n=46 NF=70
14 248 Adana - Kozan 2n=46 NF=70
15 78 Agrn - Taglicay 2n= 48 NF= 68
16 79 Van - Kocapinar 2n= 48 NF= 68
17 3370 Erzurum - 20 km dogu 2n=50 NF=172
18 4642 Giresun - Egribel 2n=50 NF=172
19 4661 Bayburt - Demirdzu 2n=50 NF=72
20 4846 Rize - Ovit 2n=50 NF=72
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Cizelge 3.1 (devam). Calismada kullanilan 6rnekler.

21 | 4880 Kars - Selim 2n=50 NF=70
22 | 4881 Kars 2n=50 NF=70
23 | 4012 Bolu - Yenicag 2n=52 NF= 70K
24 | 4202 Bolu - Abant 2n=52 NF= 70K
25| 4834 Bolu - Gerede 2n=52 NF= 70K
26 | 3985 Bolu - Mengen - Demirciler Koyl 2n=52 NF= 70K
27 | 120 Mersin - Sebil Yaylasi 2n=52 NF=72G
28 | 123 Mersin - Camliyayla 2n=52 NF=72G
29 | 242 Kirikkale - Sulakyurt 2n=54 NF=74
30 | 4913 Kirikkale - Keskin 2n=54 NF=74
31| 571 Adana - Karaisali 2n=54 NF=74
32 | 565 Adana - Karaisali 2n=54 NF=74
33 | 566 Adana - Tufanbeyli 2n=54 NF=74
34 | 575 Adana - Saimbeyli 2n=54 NF=74
35 74 Bingdl - Yolgati 2n=54 NF=74
36 77 Bitlis - Rahva 2n=54 NF=74
37 87 Mus - Bozbulut 2n=54 NF=74
38 | 6117 Manisa - Kula 2n=56 NF=72B
39| 152 Mersin - Glilek 2n=56 NF=72G
40 | 134 Adana - Pozant1 2n=56 NF=72G
41 36 Nigde - Camardi 2n= 58 NF= 72
42 | 430 Mersin - Gulnar 2n=58 NF=72
43 | 174 Nigde - Ulukisla 2n=58 NF= 72
44 | 166 Nigde - Madenkdy 2n=58 NF=72
45 569 Aksaray - Bozcatepe 2n=60 NF=74
46 | 573 Adana - Feke 2n= 60 NF= 74
47 | 574 Adana - Feke - Mansurlu 2n= 60 NF= 74
48 197 Kahramanmaras - Goksun 2n=60 NF=74
49 | 4307 Konya - Beysehir - Kireli 2n= 60 NF=76
50 | 5848 Kitahya - Emet 2n=60 NF= 76
51 | 5944 Eskisehir - Sivrihisar - Gunyuzi 2n=60 NF= 76
52 | 6119 Kiitahya - Simav 2n=60 NF= 76
53 | 6201 Isparta - GOnen 2n=60 NF=78
54 | 4933 Bolu - Ayman Yaylasi 2n= 60 NF=78
55 | 5052 Samsun - Kavak 2n=60 NF=78
56 | 4915 Ankara - Kizilcahamam - Soguksu 2n= 60 NF= 80
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Cizelge 3.1 (devam). Calismada kullanilan 6rnekler.

57 4657 Sivas - Imranli 2n=60 NF= 80
58 4538 Konya - Kulu 2n= 60 NF=80
59 4534 Ankara - Bala 2n= 60 NF= 80
60 5304 Yozgat - Saraykent 2n= 60 NF=80
61 4646 Erzincan - Refahiye 2n= 60 NF=80
62 6199 Denizli - Acipayam 2n=60 NF=84
63 6223 Denizli - Cameli - Bigakli koyii 2n=60 NF=84
64 6198 Burdur - Yesilova 2n= 60 NF= 84
65 6253 Burdur - Yesilova - Harmanl 2n= 60 NF= 84
3.2 DNA izolasyonu

Y kromozomundaki genetik farkliliklart 6lgmek tzere -80 °C’de saklanmakta olan
farkli cografik bolgelere ait 65 adet erkek N. xanthodon bireyinin (Cizelge 3.1) doku
orneklerinden 15-20 mg alinarak DNA izolasyon kiti (Qiagen DNeasy Blood &
Tissue kit) ile izolasyon yapilmistir. Doku 6rneklerinin total DNA izolatlar1 agoroz

jel elektroforezinde yiirtitiilmiistiir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. DNA izolatlarinin agaroz jel goriintiisii.
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1. Oncelikle alman her bir doku, steril bistiiri ya da siv1 azot ile steril havanda
mekanik olarak pargalanarak 1.5 ml’lik ependorf tiiplerine aktarilmistir.

2. Mekanik olarak parcalanan dokular, 180 pul ATL Buffer ve 20 ul Proteinaz K
eklenerek, 56°C’de tamamen parcgalana kadar inkiibe edilmistir.

3. Elde edilen lizat 15.000 rpm’de 3 dk santrifiij edilmis ve slipernatant yeni bir
ependorf tipine alinmigtir.

4. 4 ul RNase A (100 mg / ml) eklenerek vortekslenmis ve oda sicakliginda 2 dk
bekletilmistir.

5. 200 ul AL Buffer ve 200 ul %96’lik Etil alkol eklenerek vortekslenmistir.

6. Bu asamadan sonra 6rnekler, DNeasy Mini Spin kolona alinip, 8000 rpm’de 1
dk santrifiij edilmistir.

1. Kolon bosaltildiktan sonra, 6rnek iizerine 500 ul AW1 Buffer eklenmis, 8000
rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir.

8. Kolon tekrar bosaltilmis ve bu defa AW2 eklenerek santrifiij islemi 15.000
rpm’de 3 dk olacak sekilde tekrarlanmistir.

9. Kolon tekrar bosaltilarak AW?2 Buffer artigin1 tamamen uzaklastirmak igin
15.000 rpm’de 1 dk daha santrifiij edilmistir.

10.  Spin kolonu yeni bir steril ependorf tlpune alinmis ve ilizerine 70°C’de
isitilmig 80 pl AE Buffer eklenerek 20 dk oda sicakliginda bekletilmistir.

11. 15.000 rpm’de 1 dk santrifiij ile DNeasy Mini Spin kolonun filtresine
baglanmis olan DNA ependorf tlipline AE Buffer ile diistirilmustiir.

12. 80 ul AE igindeki toplam DNA, ¢alisilmak tizere -20 °C derin dondurucuda

saklanmustir.
3.3 Y Kromozom i¢in Kullamilan Primerler ve Primer Optimizasyonu

Tez oOnerisinde DBY 14 intron ve DBY 4 intron bdlgelerinin ¢ogaltilmasi
planlanmistir. Ancak bu primerlerin optimizasyonu  gergeklestirilememistir.
Optimizasyon i¢in Y kromozomuna ait farkli primerler diizenlenerek, bunlardan en
iyl sonu¢ veren ikisi kullanilmistir. Her gen boélgesinin ileri ve geri primerlerinin
dizayn1 “BM laboratuvar Sistemleri” adli ticari firmaya yaptirilmistir. Optimizasyon
icin deneme yapilan tim primerler Cizelge 3.2°de gosterilmistir. Y kromozomu
varyasyonunu belirlemek icin ZFY (Zinc Finger Protein Y-Linked) ve SMCY 8 gen
bolgeleri ¢ogaltilmistir.
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Cizelge 3.2. Caligilan primerlerin listesi.

Optimizas
Gen Denenen Primer Ciftleri yon Kaynaklar
Basarisi

DBY | F: 5-CAAGAAGTGCCTTCTTGGTTG- 3’ Basaris Eﬁgbferr? ve
14 R: 5’- GGCTCCAAATCCTCCACTG - 3’ sarisiz 20039 '
UTY | F: 5-CATCAATTTTGTAYMAATCCAAAA-3' Basaris Eﬁgbferr? ve
11 R: 5 TGGTAGAGAAAAGTCCAAGA-3’ sarisiz 20039 '
SMCY | F: 5-TGGAGGTGCCCRAARTGTA-3’ N E’ﬁgbr"err? ve
7 R: 5-AACTCTGCAAASTRTACTCCT-3’ asars 2003 '
SMCY | F: 5-TTGGATCTCAATCTAGCAGT -3’ Basarl E'ﬁgbferr? ve
8 R: 5-CGCTCAGCYTCCGTGAYG -3’ asartit 2003 *

F:5-AATCCACAGGGGTTTTGGTT-3’ Turner vd.,

R:5'-GGGAGCAGGCCCTTTATTAC-3’ 2007

SRYS286 5-

GTTGGGCGGGGTTGAGGGGGTGTTGAGGGCGGAG

-3’ Sinclair vd.,
SRY Basarisiz 1990

HMG777

5-GGCCGATACTTATAGTTTCGGGTATTT-3’

SRY-X1:5'-TCCCCATACTGGAGTGTGTTAC-3' Marchal vd.,

SRY-T:5-TGAGGACCCAAATAGAAATGAG-3' 2008

P1-5EZ 5'-ATAATCACATGGAGAGCCACAAGCT-

, Aasen ve
ZFY 3 Basarih Medrano

P2-3EZ 5'-GCACTTCTTTGGTATCTGAGAAAGT- 1900

3'

3.4 PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Her iki gen bdlgesinin PCR ile ¢ogaltilmasi sirasinda 2 farkli denatiirasyon,

baglanma ve uzama kosulu kullanilmigtir. Her iki gen bolgesi iginde Touch Down

PCR teknigi uygulanmistir. Baglanma sicakligi her dongiide 0,5°C azalacak sekilde

gerceklestirilmistir. Baslangig denetiirasyonu 95°C’de 5 dakika, denatiirasyon

94°C’de 45 saniye, baglanma sicakligi ise her iki primerde farkli olacak sekilde
diizenlenmistir. SMCY 8 bdlgesi icin 60-50°C ve ZFY bolgesi igin 55-45°C

araliginda her dongiide 0,5°C azalmaktadir (Touchdown PCR) ve baglanma siiresi 1
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dakika olarak belirlenmistir. Uzama evresi 72°C de 1 dakikadir. Bu sekilde

denatilirasyon, baglanma ve uzama evresi 20 dongii olarak tekrarlanmaktadir.

Bundan sonra denatiirasyon 94°C’de 30 saniye, her iki primer i¢in en diisiik
baglanma sicakliginda (SMCY 8 icin 50°C ve ZFY icin 45°C) 1 dakika ve uzama
evresi 72°C’de 1 dakika olacak sekilde 20 dongii daha tekrarlanir. Toplamda 40
dongu olur. Son uzama evresi ise 72°C’de 10 dakika olacak sekilde PCR

sonlandirilir.
3.4.1 PCR Uruanudnun agaroz jel elektroforezinde yarattlmesi

PCR iiriinleri %1,5 olarak hazirlanmis agaroz jele yiiklenmistir. Elektroforez tanki
icine yerlestirilen agaroz jel elektrik akimi ile kosturulduktan sonra jel goriintiileme
sistemi kullanilarak ultraviyole 1sik altinda fotograflanmistir (Sekil 3.2 ve 3.3).
Agaroz jel hazirlanirken jeldeki ilk kuyucuga 5 pl 100 bp DNA Ladder yiiklenmistir.
Ornekler ise 3’er pl almmus ve 3 pl 5x Green Reaction Buffer (yiikleme ¢ozeltisi) ile
karistirilarak sirayla diger kuyucuklara yiiklenmistir. En son kuyucuga Ornek
eklenmeksizin yalnizca PCR kontrol karisimi konarak herhangi bir kontaminasyon

olup olmadig1 gozlenmistir.

Sekil 3.2. SMCY 8 gen bolgesi PCR uruntniin agaroz jel gorintisu.
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Sekil 3.3. ZFY gen bolgesi PCR Urinlniln agaroz jel goruntisa.
3.5. DNA Dizi Analizi

Orneklerden elde edilen PCR drlnlerinin agaroz jelde temiz ve saf bant verip
vermedikleri kontrol edilmistir. Uygun bant veren &rnekler iki yonlu (ileri ve geri)
sekans analizine gonderilmistir. Sekans reaksiyonu i¢in BigDye Terminator cycle
sequencing kit (Applied Biosystems) kullanilmig ve sekans iiriinleri ABI Prism 3730
kapilar otomatik sekans cihazinda (Applied Biosystems) yiiriitilmek iizere “BM

Laboratuvar Sistemleri” ticari firmasina gonderilmistir.
3.5.1 Dizilerin hazirlanmasi ve tammlayic istatistikler

Diziler, Sequencher v.4.8 (Gene Codes Corp.) ile diizenlenmis ve Mega versiyon X'
de (Kumar vd., 2018) ClustalW uygulanarak hizalanmistir. Niikleotit komposizyonu,
degisken ve parsimoni bilgisi veren sitelerin sayisi (the number of variable and
parsimony-informative sites) ve transisyon / transversiyon orant Mega versiyon X’
de (Kumar vd., 2018) hesaplanmistir. Haplotip sayist (H), segregating sites (S),
haplotip ¢esitliligi (Hd), niikleotit ¢esitliligi (x), pairwise niikleotit farkliliklari
ortalamasi (K) ve sitelerin parsimoni bilgisi her bir gen bdlgesi i¢in tiim drneklerde

DnaSp 6.12 (Rozas vd., 2017) programinda hesaplanmustir.
3.6 Filogenetik Analizler

En uygun evrimsel model AIC (Akaike information criterion) ve BIC (Bayesian

information criterion) kriterleri kullanilarak Mega version X programinda
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belirlenmistir. Filogenetik iliskilerin yapilandiriimasinda Bayes ¢ikarimi (Bayesian
phylogenetic inference, BI), maksimum olasilik (Maximum Likelihood, ML) ve
Neighbor Joining (NJ) yaklasimlar1 kullanilmistir. NJ agaci Mega version X

programi kullanilarak ¢izilmistir.

Bl analizi BEAST 1104 (Suchard vd., 2018) programi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Her bir kodon pozisyonu i¢in uygun niikleotit altiinite modeli
(nucleotide substitution models) ve tiirlesme i¢in “Yule model, strick clock” ve
varsayilan oran 1 degerinde birakilarak MCMC (Markov Chain Monte Carlo) zinciri
1000 ornekleme frekansiyla 10 milyon jenerasyon olarak uygulanmistir. TRACER
1.7 (Rambaut vd., 2018) kullanilarak konvergens ve effektif ornek biiyiikligi
degerlendirilmis ve “The maximum clade credibility” agaci ise TreeAnnotator 1.10.4

programinda tretilmistir.

ML analizi, “the ML+thorough bootstrap” ile 1 kez 1000 tekrar ve uygun alt model
kullanilarak RAXML versiyon 8 (Stamatakis, 2014) programinda yapilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Genetik Cesitlilik

Bu tez c¢alismasinda Tiirkiye’de yayilis gosteren ii¢ korfare tiiriinden biri olan
Nannosplax xanthodon’a ait 65 ornegin ZFY ve SMCY 8 gen bdlgelerinin dizi
analizi yapilmistir. Analiz verileri Sequencher 4.8 (Gene Codes Corp.) ile
diizenlenmis ve Mega versiyon X'de (Kumar vd., 2018) ClustalW uygulanarak
hizalanmistir. ZFY gen boélgesinin tiim dizilerinden 425 bp uzunlugunda bir boliimii
analiz edilmistir. Calisilan 6rneklerde ZFY dizilerinin Timin / Urasil niikleotitleri
bakimindan zengin oldugu belirlenmistir. Bazlarin yiizde oranlar1 % 32.35 Timin /
Urasil, % 24.07 Adenin, % 2296 Sitozin ve % 20.62 Guanin seklinde
siralanmaktadir. Piirinlerin piirinlere (A < G) veya pirimidinlerin pirimidinlere (T
<> () degisimine neden olan transisyon nokta mutasyonlar1 ve piirinlerin
primidinlere (C < A, C <> G) veya primidinin piirinlere degisimine (T <> A, T <
G) neden olan transversiyon nokta mutasyonlar1 tiim Ornekler i¢in hesaplanmistir
(Cizelge 4.1) Tim orneklerde 11 pozisyonda niikleotit degisimi gozlenmistir.
Transisyon / Transversiyon orani piirinler (A ve G) i¢in ky= 1000, pirimidinler (T, U,
S) icin ko= 189.035 olarak belirlenmistir. Toplam Transisyon / Transversiyon orani
ise R= [A*G*k;+T*C*k,] / [(A+G)*(T+C)] formiilii ile hesaplanmis ve R= 257.578

olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.1. ZFY dizilerinin niikleotitler arasindaki transisyon ve transversiyon
degisim oranlar1 (Koyu yazilan sayilar transisyon degisimlerini, italik
yazilanlar transversiyon degisim oranlarin1 gostermektedir).

A T C G
A - 0.06 0.04 37.26
T 0.04 - 7.84 0.04
C 0.04 11.05 - 0.04
G 43.48 0.06 0.04 -

SMCY 8 gen bolgesinin 355 bp uzunlugunda bir kismi analiz edilmistir. Bu
bolgedeki dizilerde Adenin, Guanin ve Timin / Urasil baz oranlarinin birbirine yakin
oldugu ancak Sitozin‘in diger bazlara gére daha diisiik oranda oldugu gozlenmistir.

Bazlarin yiizde oranlar1 % 28.56 Timin / Urasil, % 26.87 Guanin, % 26.58 Adenin ve
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% 17.98 Sitozin seklinde siralanmaktadir. Tim 6rneklerde 5 pozisyonda niikleotit
degisimi gozlenmistir. SMCY 8 dizilerinin niikleotitler arasindaki transisyon ve
transversiyon degisim oranlar1 Cizelge 4.2°de verilmistir. Transisyon / Transversiyon
orani purinler (A ve G) i¢in k;= 19.418, pirimidinler (T, U, S) i¢in ko= 0.714 olarak
belirlenmistir. Toplam Transisyon / Transversiyon oranit ise R= 5.723 olarak

hesaplanmustir.

Cizelge 4.2. SMCY 8 dizilerinin nikleotitler arasindaki transisyon ve transversiyon
degisim oranlar1 (Koyu yazilan sayilar transisyon degisimlerini, italik
yazilanlar transversiyon degisim oranlarini gostermektedir).

A T C G
A - 2.25 1.41 41.05
T 2.09 - 1.01 211
C 2.09 1.60 > 211
G 40.61 2.25 1.41 -

Calisilan korfare orneklerinde her iki gen bélgesi (ZFY ve SYMCS) igin haplotip
sayisi (H), segregating sites (S), haplotip ¢esitliligi (Hd), niikleotit gesitliligi (),
pairwise niikleotit farkliliklar1 ortalamasi (K) ve sitelerin parsimoni bilgisi
hesaplanmistir. Calisilan korfare 6rneklerinin her iki gen bdlgesinin haplotipleri

Cizelge 4.3’de verilmistir.

ZFY gen bolgesinde 65 6rnegin dizi analizinde 409 site monomorfik olup polimorfik
site sayis1 5, parsimoni bilgisi veren site sayist 3 (bu sitelerin pozisyonlar1 252, 273,
381), pairwise nikleotit farkliliklar1 ortalamasi k= 0.793 olarak hesaplanmistir. ZFY
gen bolgesi i¢in 6 haplotip belirlenmis, haplotip ¢esitliligi Hd= 0.634 (standart
sapma: 0.039), niikleotit ¢esitliligi n= 0.00192 (standart sapma: 0.00020)

bulunmustur.

SMCY8 gen bdlgesinde 342 site monomorfik olup 8 polimorfik site, 5 parsimoni
bilgisi veren site (bu sitelerin pozisyonlari 20, 90, 104, 158 ve 361.), pairwise
nlkleotit farkliliklar1 ortalamasi k= 1.391 olarak hesaplanmistir. Tiim 6rnekler igin
belirlenen haplotip sayisi1 8, haplotip ¢esitliligi Hd= 0.668 (standart sapma: 0.037),
niikleotit ¢esitliligi 7 = 0.00398 (standart sapma: 0.00030) olarak hesaplanmustir.
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Cizelge 4.3. ZFY ve SMCY8 gen bolgeleri analizi sonuglarina gore belirlenen

haplotipler.
Mize | Lokalite Kromozom Haplotip | Haplotip
No ZFY SMCY 8
6251 | Aydm - Kogarli - Haydarli 2n= 36 NF= 68 H1 H1
6209 | Aydm - Kogarli - Haydarli 2n= 36 NF= 68 H1 H1
231 Gokceada 2n=38 NF=74 H1 H1
6144 | Balikesir - Kepsut 2n=38 NF=74 H2 H1
6131 | Manisa - Akhisar 2n= 38 NF=74 H1 H1
6138 | Foca 2n=38 NF=74 H1 H4
6164 | Foca 2n=38 NF=74 H1 H4
6255 | Konya - Yesildag 2n=40 NF= 72 H1 H2
6254 | Isparta - Yenisarbademli 2n=40 NF=72 H1 H2
6269 | Isparta - Yenisarbademli 2n=40 NF=72 H1 H2
6266 | Isparta - Yenisarbademli 2n=40 NF=72 H1 H2
73 Tunceli - Kirmizi Koprii 2n=44 NF=72 H1 H1
449 Osmaniye - Kadirli 2n=46 NF=70 H1 H1
248 Adana - Kozan 2n=46 NF=70 H3 H3
78 Agn - Taslicay 2n= 48 NF= 68 H1 H1
79 Van - Kocapinar 2n= 48 NF= 68 H1 H1
3370 | Erzurum - 20 km dogu 2n=50 NF= 72 H1 H1
4642 | Giresun - Egribel 2n=50 NF= 72 H1 H1
4661 | Bayburt - Demirdzi 2n=50 NF= 72 H1 H1
4846 | Rize - Ovit 2n=50 NF=72 H1l H1
4880 | Kars - Selim 2n=50 NF=70 H1 H1
4881 | Kars 2n=50 NF=70 H1l H1
4012 | Bolu -Yenigag 2n=52 NF= 70K H4 H1
4202 | Bolu - Abant 2n= 52 NF= 70K H1 H1
4834 | Bolu - Gerede 2n=52 NF= 70K H4 H1
3985 | Bolu - Mengen - Demirciler Kdyu 2n=52 NF= 70K H4 H1
120 Mersin - Sebil Yaylast 2n=52 NF=72G H3 H3
123 Mersin - Camliyayla 2n=52 NF=72G H3 H3
242 Kirikkale - Sulakyurt 2n=54 NF= 74 H1 H1
4913 | Kurikkale - Keskin 2n=54 NF=74 H5 H1
571 Adana - Karaisali 2n=54 NF=74 H1 H1
565 Adana - Karaisali 2n=54 NF=74 H1 H1
566 | Adana - Tufanbeyli 2n=54 NF=74 H1 H1
575 | Adana - Saimbeyli 2n=54 NF=74 H1 H1
74 Bingdl - Yolgati 2n=54 NF=74 H1l H1
77 Bitlis - Rahva 2n=54 NF=74 H1l H1
87 Mus - Bozbulut 2n=54 NF=74 H1l H1
6117 | Manisa - Kula 2n=56 NF=72B H3 H3
152 Mersin - Gllek 2n=56 NF=72G H1 H4
134 Adana - Pozanti 2n=56 NF=72G H1 H4
36 Nigde - Camardi 2n=58 NF=72 H3 H3
430 Mersin - Giilnar 2n=58 NF=72 H1 H3
174 Nigde - Ulukisla 2n=58 NF=72 H3 H3
166 | Nigde - Madenkdy 2n=58 NF= 72 H3 H3
569 Aksaray - Bozcatepe 2n= 60 NF= 74 H3 H6
573 | Adana - Feke 2n=60 NF=74 H3 H3
574 Adana - Feke - Mansurlu 2n= 60 NF=74 H3 H3
197 Kahramanmaras - Goksun 2n= 60 NF=74 H3 H3
4307 | Konya - Beysehir - Kireli 2n= 60 NF=76 H3 H3
5848 | Kutahya - Emet 2n=60 NF= 76 H3 H5
5944 | Eskisehir - Sivrihisar - Gliny(zii 2n= 60 NF=76 H3 H3
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Cizelge 4.3 (devam). ZFY ve SMCY 8 gen bdlgelerinin analizleri ile belirlenen

haplotipler.
6119 | Kitahya - Simav 2n= 60 NF= 76 H3 H3
6201 | Isparta - Gbnen 2n=60 NF=78 H6 H3
4933 | Bolu - Ayman Yaylasi 2n= 60 NF=78 H3 H3
5052 | Samsun - Kavak 2n= 60 NF=78 H3 H3
4915 | Ankara - Kizilcahamam - Soguksu 2n= 60 NF= 80 H3 H3
4657 | Sivas - Imranli 2n= 60 NF= 80 H3 H8
4538 | Konya - Kulu 2n= 60 NF= 80 H3 H3
4534 | Ankara - Bala 2n=60 NF= 80 H3 H3
5304 | Yozgat - Saraykent 2n= 60 NF= 80 H3 H7
4646 | Erzincan - Refahiye 2n= 60 NF= 80 H3 H3
6199 | Burdur - Yesilova 2n= 60 NF= 84 H6 H3
6253 | Burdur - Yesilova - Harmanl 2n=60 NF= 84 H6 H3
6223 | Denizli - Cameli - Bigakli kdyii 2n= 60 NF= 84 H6 H3
6198 | Denizli - Acipayam 2n= 60 NF= 84 H6 H3

4.2 Y Kromozomu Gen Béolgeleri Icin Filogenetik Analiz

Kdrfare drneklerinde her iki gen bolgesinde saptanan haplotiplerin nukleotit dizileri
ile Bayes ¢ikarimi (BI), Maksimum olasilik (ML) ve Neighbor Joining (NJ)
yaklagimlar1 kullanilarak filogenetik analizleri yapilmistir. Filogenetik analizler igin
en uygun evrimsel modeller AIC (Akaike information criterion) ve BIC (Bayesian
information criterion) kriterler1 kullanilarak her iki gen bdlgesinde ayr1 ayn
¢ozimlenmistir. Dis grup olarak Nannospalax ehrenbergi (Nehring, 1898)

kullanilmistir.

ZFY gen bolgesi igin “K2: Kimura parameter” ve SMCY8 gen bdlgesi i¢in “JC:
Jukes- Cantor” filogenetik analizlerde kullanilacak en uygun evrimsel modeller

olarak belirlenmistir

ZFY gen bolgesi igin belirlenen haplotip dizileri “K2: Kimura parameter” modeli ile
Neighbor joining, Maksimum olasilik ve Bayes analizi kullanilarak yapilan
filogenetik agaclar Sekil 4.1, 4.2 ve 4.3’de verilmistir. Ug filogenetik agac da
cogunlukla benzer oriintiiye sahiptir ve N.xanthodon’un temel olarak iki ana klada
ayrildigr goriilmektedir. Birinci ana klad 2n=60, 58K, 56B, 52G ve 46B diploit
kromozomlu popiilasyonlar1 icermektedir. ikinci ana klad ise tirtn 2n= 36, 38, 40,
44, 46, 48, 50, 52K, 54, 56G ve 58G diploit kromozomlu popiilasyonlarini

kapsamaktadir.
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Sekil 4.1. ZFY gen bolgesi dizileriyle olusturulan Neighbor Joining agaci.
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Sekil 4.2. ZFY gen bolgesi dizileriyle olusturulan Maksimum Olasilik agaci.
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Sekil 4.3. ZFY gen bolgesi dizileriyle olusturulan Bayes agaci.

SMCY 8 icin belirlenen haplotip dizileri “JC: Jukes- Cantor” modeli ile Neighbor
Joining, Maksimum olasilik ve Bayes analizi kullanilarak yapilan filogenetik agaclar
Sekil 4.4., 4.5. ve 4.6.’da verilmistir. ZFY gen bdlgesinde oldugu gibi bu gen
bolgeisnde de N.xanthodon temel olarak iki ana klada ayrilmaktadir. Birinci ana klad
tiirlin 2n= 46, 52G, 56B, 58, 60 diploit kromozomlu popiilasyonlarini icermektedir.
Ikinci ana klad ise 2n= 36, 38, 40, 44, 48, 50, 52K, 54 ve 56G diploit kromozomlu

popiilasyonlari icermektedir.
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Sekil 4.4. SMCY 8 gen bolgesi dizileriyle olusturulan Neighbor Joining agaci.
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Sekil 4.5. SMCY 8 gen bolgesi dizileriyle olusturulan Maksimum Olasilik agaci.
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Sekil 4.6. SMCY 8 gen bolgesi dizileriyle olusturulan Bayes agaci.
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4.3 Y Kromozomu Gen Bélgeleri I¢in Network Analizi

ZFY gen bolgesine gore Network Median-Joining yaklasimi ile olusturulan ag
orgiisti Sekil 4.7’de verilmistir. Network ag oriintiisii olusturulan filogenetik agaglara
benzer bir yapi olusturmustur. N. xanthodon’un iki ana haplogruba ayrildigi
gorulmektedir. Birinci grup 2n= 46B, 52G, 56B, 58K, 60 kromozomlu
popiilasyonlari, ikinci ana grup ise 2n= 36, 38, 40, 44, 46G, 48, 50, 52K, 54, 56G ve
58G diploit kromozomlu popiilasyonlar1 kapsamaktadir.

HS @

H4

Hé

Sekil 4.7. ZFY gen bolgesi DNA dizi analizi verileri kullanilarak olusturulan
Network agaci (Parantez icindeki rakamlar haplotipler arasindaki
mutasyon sayilarini gostermektedir).

SMCY 8 gen bolgesine gore Network-Median-Joining yaklagimi ile olusturulan ag

orgiisti Sekil 4.8”da verilmistir. Network ag oriintiisii, olusturulan filogenetik agaglari

destekleyen bir yap1 géstermistir. Bu gen bolgesi igin de, N. xanthodon’un iki ana
dala ayrildigi goriilmektedir. Birinci ana grup 2n= 46B, 52G, 56B, 58, 60 diploit

kromozomlu popiilasyonlar1 igerirken, ikinci grup ise 2n= 36, 38, 40, 44, 48, 50,

52K, 54 ve 56G diploit kromozomlu popiilasyonlar1 igermektedir.
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Sekil 4.8. SMCY 8 gen bolgesi DNA dizi analizi verileri kullanilarak olusturulan
Network agaci (Parantez igindeki rakamlar haplotipler arasindaki
mutasyon farkin1 géstermektedir).
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Nevo vd., (1995), Anadolu’da yayilis gosteren her bir kromozom formunun farkli
birer biyolojik tiir olabilecegini ve tiir sayisiin 14-20 arasinda olabilecegini
belirtmistir. Ancak giiniimiize kadar yapilan molekiiler ¢aligmalar tiir sayisinin bu
kadar yuksek sayida olamayacagmna isaret etmektedir. Bununla beraber bazi
arastirmacilar ise kriptik tiirlerin varligini1 géz 6niinde bulundurmuslardir (Hadid vd.,
2012; Kankili¢ ve Giirpmnar, 2014; Kankili¢ vd., 2015). Bu tez ¢alismasinda da Y
kromozomu gen bolgeleri ile yapilan analizler onceki molekiiler calismalari

desteklemistir.

Kankili¢ vd., (2015), Bolu ve civarinda yayilis gosteren 2n= 52K popiilasyonlarinin
mtDNA verilerine gore yeni bir tlir olarak adlandirilmasi gerektigini belirtmistir.
Mitokondriyal DNA’y1 esas alan (maternal hat) bu calismalarda genetik cesitlilik
oldukga yuksektir. Haplotip ¢esitliligi Hd= 0.9°dan yiiksek ve niikleotid gesitliligi n
= 0.01’den daha biiyiik orandadir. Bu calismada ise, kullanilan Y kromozom
belirtecleri ZFY ve SMCY 8 gen bolgeleri mtDNA’ya gore ¢ok diisiik bir genetik
cesitlilik gostermistir. Tiim sitotiplerde 6-8 haplotip tespit edilmistir. ZFY igin Hd=
0.634, m = 0.00192 ve SMCY 8 icin Hd= 0.668, niikleotit ¢esitliligi = = 0.00398
olarak hesaplanmistir. Bu degerler mtDNA ¢aligsmalariyla karsilastirildiginda genetik
cesitlilik son derece diisiik olmasina karsin bu grubun diger popiilasyonlardan

genetik olarak farklilastig1 savi desteklenmektedir.

Y kromozomu, sahip oldugu diisiik genetik ¢esitlilik nedeniyle popiilasyon genetigi
ve evrimsel genetik calismalarinda yaygin kullanima sahip degildir. Bu tez
calismasinda Y kromozomu belirtecleri, Spalacidae familyasi i¢in ilk kez
kullanilmigtir ve ilgili gen bolgelerini cogaltacak primerlerin belirlenmesinde

sorunlarla karsilasilmistir.

Bu calisma i¢in daha 6nce memeli tiirlerinde c¢aligilan birgok primer denenmis ve
sadece ZFY ve SMCY 8 gen bélgelerine ait primerlerde bagar1 saglanabilmistir. Tki
gen bolgesi de genetik farkliliklarin agiga ¢ikartilmasinda oldukcga basarili olmus ve
son derece benzer sonuclar vermistir. iki gen bélgesi arasindaki tek fark, 2n= 58
diploit kromozomlu Mersin - Giilnar (NF= 72) 6rneginin ayriminda goziikkmektedir.
SMCY 8 gen bdlgesinin analizine gore bu 6rnek, Nigde ili sinirlart igerisinden
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toplanan ve kendisiyle ayni diploit kromozom ve NF degerlerine sahip diger ii¢
bireyle ayni haplogrupta konumlanmistir. Ancak ZFY gen bolgesinin analizi
sonucunda, bu Ornek ayni diploit kromozom sayisina sahip diger ii¢ Ornekten

ayrilarak farkli haplogruba yerlesmistir.

N. xanthodon’un tek basina tiim Anadolu korfare populasyonlarini temsil eden bir tiir
olamayacag: goriilmektedir. Y kromozomu belirteclerinden olan iki gen bolgesi de
incelendiginde poligenik bir yap1 goriilmekte ve tiir acik sekilde iki ana klada
ayrilmaktadir (I¢ Anadolu ve yakin cevresini kapsayan merkez popilasyonu ve
merkezdeki bu grubu cevreleyen ikinci bir popilasyon). Merkezdeki popiilasyon igin
daha once Kankili¢ ve Girpmar, (2014) ile Kankilig vd., (2014) tarafindan
Nannosplax labaumei ismi kullanmilmistir. Hadid vd., (2012)’de orta Anadolu’daki
yuksek kromzomlu (60-62) tiirleri Nannosplax vasvarii soyhatti olarak tanimlamistir.
2n= 62 formu Nevo vd., (1994b, 1995) tarafindan Anadolu'daki gesitli bolgelerde
(Afyon, Ankara, Konya, Kayseri, Sivas) tespit edilmis ancak daha sonra bir daha
kaydedilmemistir ve bu nedenle varlig: siipheli olarak kabul edilir (S6zen vd., 2006b;
Coskun vd., 2010b; Arslan vd., 2016).

2n= 38 sitotipi, 2n= 60 ile birlikte Anadolu’daki en yaygin iki formdan biridir
(Arslan vd., 2016). Bu form (2n= 38), Savi¢ ve Soldatovi¢, (1984) tarafindan
Nannospalax nehringi anatolicus olarak tanimlanirken Krystufek ve Vohralik,
(2009) tarafindan Izmir sitotipi olarak adlandirilmistir. Daha sonra Kankilic vd.,
(2009) 2n= 38 kromozomlu popilasyonu Nannosplax leucodon anatolicus olarak
yeniden isimlendirirken Kankilig ve Giirpinar, (2014) bu sitotipi Nannosplax

xanthodon’a dahil etmistir.

2n= 38 sitotipi ve 2n= 60 sitotipleri farkli g¢alismalarda atasal form olarak
onerilmislerdir (S6zen, 2004; Ivanitskaya vd., 2008; Hadid vd., 2012; Matur vd.,
2013). Molekdler verilerin kullanildig1 tiim ¢alismalarda bu iki form ayr1 kladlarda
konumlanmigtir (Hadid vd., 2012; Kandemir vd., 2012; Krystufek vd., 2012;
Kankili¢ vd., 2013; Kankili¢ vd., 2015). Son olarak Matur vd., (2019), mtDNA ve
mikrosattellitleri kullanarak yaptiklari ¢caligmada benzer bir sonuca ulasmislardir. Bu
tez calismasi Ozelinde de Y kromozomu verileriyle gergeklestirdigimiz filogenetik

analizlerde bu iki form farkli soy hatlarinda yer almustir.
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Matur vd., (2019)’un ileri slirdiigli, 2n= 52 sitotipinin Bat1 Anadolu popiilasyonuna
genetik olarak daha yakin oldugu goriisii bu c¢alismada da desteklenmistir. Bolu
civarindan aliman bu Ornekler Bati Anadolu oOrnekleriyle ayni haplogrubu

paylasmistir.

ZFY gen bolgesi icin Isparta, Burdur ve Denizli civarinda yer alan 2n= 60 diploit
kromozomlu 6rnekler ayr1 bir haplotip altinda gruplanirken SMCY 8 gen bdlgesi

verileri boyle bir ayrimi desteklememistir.

Anadolu’nun merkezinden kiyilara dogru gidildik¢e diploit kromozom sayisinin
genellikle azaldig1 goriilmektedir. Merkezi gevreleyen kenar populasyonunun tyeleri
merkez gruptaki bazi bireylerle ayn1 diploit kromozom sayisin1 paylagsalar da kendi
iclerinde genetik olarak daha yakin durumdadirlar. Bir bagka deyisle Bati Anadolu
poptilasyonu ile Dogu Anadolu popiilasyonu cografi olarak olduk¢a uzak olmalarina
ragmen merkezde yer alan diger tiirlere gore genetik benzerlikleri daha fazladir.
(Calismada kullanilan kromozom formlarinin Anadolu’daki dagilimi ve gen

bolgelerine gore haplotip dagilimlar sekil 4.9, 4.10 ve 4.11°de verilmistir).
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Sekil 4.9. Calismada kullanilan 6rneklerin kromozomal dagilima.
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H3, H5, H6, H7 ve H8 = 1. Klad [®]
H1,H2ve H4=2.Klad ®

Sekil 4.10. SMCY 8 gen bolgesinin analizine gore mevcut haplotip dagilimi.
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H3ve H6=1.Klad [e]
H1,H2,H4ve H5=2.Klad @

Sekil 4.11. ZFY gen bolgesinin analizine gére mevcut haplotip dagilimi.
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