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ONSOZ
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Yiksek Lisans Tezi
OZET

TURKIYE'DEKI DAREVSKIA RUDIS (BEDRIAGA, 1886) VE DAREVSKIA BITHYNICA
(MEHELY, 1909) TURLERININ MiKROSATELLIT BELIRTECLERI iLE SISTEMATIGININ
INCELENMESI

Halime KOC

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal

Danigsman: Prof. Dr. Bilal KUTRUP
2015, 108 Sayfa

Darevskia rudis (Bedriaga, 1886) Kafkaslar ve Anadolu’da yasayan bir kaya kertenkele tiirtidiir.
2013 yilina kadar Darevskia rudis’in sadece Anadolu’ da 3 alttiirii[D. r. bithynica (Mehely, 1909),
D.r. tristis (Lantz ve Cyren, 1936), D. r. rudis (Bedriaga, 1886)], Anadolu ve Kafkaslarda 3 alttiirii
[D.r. bischoffi (Bohme ve Budak, 1977), D. r. macromaculata (Darevsky, 1967), D.r. obscura
(Lantz ve Cyren, 1936)] ve sadece Kafkaslarda 2 alttiirii[D. r. svanetica (Darevsky ve Eiselt, 1980)
ve D. r. chechenica (Eiselt ve Darevsky,1991)] adet olmak iizere 8 alttiiriiniin varligi kabul
ediliyordu. 2013 yilinda D. r. bithynica alttiiriiniin D. r. tristis alttiirii ile morfolojik olarak
benzerlik gosterdigi ve D. rudis’e ait diger alttiirlerden yine ayni morfolojik karakterler esas
alinarak farklilik gosterdigi gerekgesi ile bu tiirden ayrilarak D. bithynica ismi ile tiir seviyesine
yiikseltilmistir. Ayn1 zamanda bu tiiriin 2 alttiirii (D. b. bithynica ve D. b. tristis) tanimlanmustir.
Ayrica D. rudis’e ait oldugu bildirilen Kagkar Daglari’ndan D. r. mirabilis alttiirii ile Nigde’den D.
r. bolkardaghika alttiirii yalnizca morfolojik karakterler esas alinarak tavsif edilmistir. Bu
caligmada ise Mikrosatellit Belirte¢ Yontemi (Fragment Analizi) kullanilarak, Tiirkiye’de yasadigi
bilinen D. rudis’e ait 5 alttiir ile (D. r. rudis, D. r. mirabilis, D. r. macromaculata, D. r. obscura ve
D. r. bischoffi) ile D. bithynica ’ya ait 2 alttiiriin (D. b. bithynica ve D. b. tristis) taksonomik
durumlar1 59 lokaliteden toplanan 96 bireyde, 5 adet mikrosatellit lokusu kullanilarak molekiiler
diizeyde incelendi. Yapilan fragment analizinde, D. bithynica nin ayri bir tiir oldugu molekiiler
seviyede desteklenmis oldu. D. b. tristis olarak bilinen taksonun ise D. rudis’e ait oldugu agiga
cikarildi. Ayrica D. r. mirabilis taksonunun, D. rudis’e ait incelenen diger tiim alttiirlerin

popiilasyonlarindan oldukga farkli bir genetik yapiya sahip oldugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: D. rudis, D. bithynica, sistematik, Mikrosatellit, fragment analizi
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Master Thesis
SUMMARY

AN INVESTIGATION ON SYSTEMATICS OF DAREVSKIA RUDIS (BEDRIAGA, 1886) AND
DAREVSKIA BITHYNICA (MEHELY, 1909) SPECIES IN TURKEY BY MICROSATELLITE
MARKERS

Halime KOC

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Bilal KUTRUP
2015, 108 Pages

Darevskia rudis (Bedriaga, 1886) is a rock lizard species living in the Caucasus and Anatolia. Until
2013, Darevskia rudis was considered the presence of 8 subspecies that 3 subspecies [D. r.
bithynica (Mehely, 1909), D. r. tristis (Lantz et Cyren, 1936), D. r. rudis (Bedriaga, 1886)] in only
Anatolia; 3 subspecies [D. r. bischoffi (B6hme und Budak, 1977), D.r. macromaculata (Darevsky,
1967), D.r. obscura (Lantz et Cyren, 1936)] in Anatolia and Caucasica; 2 subspecies [D. r.
svanetica (Darevsky und Eiselt, 1980) ve D.r. chechenica (Eiselt und Darevsky, 1991)] in only
Caucasus. D. r. bithynica subspecies that living in only Anatolia as demonstrated D. r. tristis
subspecies by morphological similarities and D. r. bithynica restricted D. rudis’ s other subspecies
based on the same morphological characters was raised to species level on D. bithynica in 2013.
Therewith, 2 subspecies of this species (D. b. bithynia, and D. b. tristis) is defined. Also, D. r.
mirabilis from Kagkar Mountains and D. r. bolkardaghika from Nigde, has been characterized as
the basis of morphological characters only of D. rudis. In this study, the taxonomic status 5
subspecies (D. r. rudis, D. r. mirabilis, D. r.macromaculata, D. r. obscura ve D. r. bischoffi) of D.
rudis and 2 subspecies (D. b. bithynica ve D. b. tristis) of D. bithynica that collected from 59
localities from Turkey, 96 individuals were investigated at the molecular level using 5 microsatellit
loci. In the fragment analysis, D. bithynica was introduced as a separate species at the molecular
level. The taxa which known as D. b. tristis was revealed to belong to D. rudis. Also, D. r.
mirabilis was determined to has a quite different genetic structure than other subspecies studied

populations of D. rudis.

Key Words: D. rudis, D. bithynica, systematic, Microsatellite, fragment analysis
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AFLP : Cogaltilmis parga uzunluk polimorfizmi
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EST : Ifade edilmis sekans isaretleri

Fst : Fiksasyon indeksi
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eden mutasyon
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PCR : Polimeraz zincir reaksiyonu

Pop : Popiilasyon

QTL : Genetik haritalarin olusturulmasi

RAPD/AP-PCR : Rasgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA

RFLP : Restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmi
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SSLPs : Tek dizi uzunluk polimorfizmi

SSRs : Basit dizin tekrarlar
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Reptil, Latince’deki “repere” (siiriinmek) ve “reptum” (siirlinerek hareket eden)
kelimelerinden koken alan reptilia, siiriingen siifinin bilimsel adi olarak kullanilir. Bu
sinifa yilanlar, kertenkeleler, kaplumbagalar, timsahlar ve sphenedon denen tek bir tiirii
olan “Kalak Baglilar” grubu (Ordo: Rhynchocephalia) dahildir. Bu 5 tip hayvan bugiin
yasayan siirlingenleri temsil etmektedir. Fosil gruplar1 da dikkate alinirsa 16 siirlingen
¢esidinden s6z etmek gerekir. Siirlingenlerin ¢ogu fosil formlardir ve en bol bulunduklari
zaman Mesozoik’tir (Kuru, 1999).

Stirlingenler, omurgalilarin  “Tetrapoda” denen “4 bacaklilar” yahut “kara
omurgalilar1” grubunun ikinci smifini teskil ederler. Her bir bacakta 5 parmak ve parmak
uclarinda keratin yapisindaki tirnaklar bulunur. Embriyolarinda embriyoyu saran bir
amnion zarina sahiptirler. Biitlin amniota grubunda oldugu gibi erginlerinde bosaltim
organi olarak metanefroz tip bobrek, emriyolarinda ise mezonefroz tip bobrek bulunur.
Kalpleri 3 gozlii ile 4 gozlii kalp arasinda bir yap1 gosterir. Genel olarak kalpleri 2 atrium
ve kismen ikiye bdliinmiis bir ventrikulus igerir. Bu nedenle siiriingenlerin tamami
“poikilotherm” (viicut sicakligi ¢evre sicakligina gore degisen, sogukkanli) hayvanlardir.

Alyuvarlar1 nukleuslu ve oval sekillidir. Ekseriyetle ayr1 eseylidirler ve gruplara gore
farkl1 sayilarda “kopulasyon organi” (penis, hemipenis) mevcuttur. Daima i¢ déllenme
vardir. Kertenkelelerde ¢ift kopulasyon organ1 (hemipenis) bulunur. Ekseriyetle
ovipardirlar. Fakat bazi tiirlerde gercek vivipari de goriiliir. Gelisimlerinde larva sathasi,
diger bir deyisle metamorfoz yoktur. Onemli &zellik olarak, derileri keratin (epidermik)
pullar ve plaklar ile ortiilidiir. Bunlar viicudu mekanik etkilerden korumanin yaninda
viicudun fazla su kaybetmesini de engeller. Derileri bez bakimindan fakir ve kurudur. Salgi
bezleri neredeyse yok gibidir. Kaplumbagalar harig, siiriingenlerin hepsinde ¢enelerde

gercek disler bulunur (Kuru, 1999).



1.2. Squamata Ordosunun Genel Ozellikleri

Cok belirgin olarak kiremit gibi dizilmis kikirdak pullu, bazen deri kemikleri tasir
(kabuklu kertenkele). Pullarin dizilisi ¢ok defa tiirlere 6zgiidiir. Kloaklar1 enine yariktir,
erkeklerin hemipenisleri ¢ifttir. Bazi pullarin yapisi biiyiik Ol¢iide degisebilir (eseylere
gore). Bazen pullar, karina, diken ve tiiberkiiller de tasiyabilirler. Pullar, ¢ok defa basta ve
ventral tarafta daha biiyiiktiir. Birgok yilanda, karin tarafi, boyuna dizismis genis yapili
bircok pulla Ortiilmiistiir. Bunlar harekete yardimci olur. Pullar, algilama goérevi yapan
duyu alanlar1 ve kil gibi ince uzantilar da tasirlar (baz1 Agama tiirlerinde). Pullar periyodik
olarak ya tiim olarak (yilanlarda ve bazi Geko tiirlerinde) ya da parga parga
(kertenkelelerde) degistirilir. Deri degistirmeye hazirlik, gdzlerin donuklasmasi ile
anlasilir. Dermisteki farkli renk hiicreleri yalniz baslarima ya da birlikte derinin rengini
olusturur. Renk degisimi, melaninin, melanoforlarda yer degistirmesi ile olur. Ozellikle
Bukalemunda renk degistirme ¢ok belirgindir. Agamalarda, lIguanalarda ve birkag
glindiizcii Gekoda renk, 1sikla, sicaklikla ve uyarilma ile degisir. Deri bezce fakirdir.
Bezlerin ¢cogu holokrindir. Dil genellikle ¢atallidir, esas gorevi koku taneciklerini, burun
boslugundan yalitilmis ve agiz bosluguna agilan Jacobson organina tagimadir.

Uyelerde kérelme, genel bir egilimdir; sadece yilanlarda degil, keza kertenkelelerin
bazi gruplarinda da iiye korelmesi goriiliir. Pek az tiiri sadece sularda (denizyilani), bir
kismi da kiyilara yakin sularda (bazi kertenkeleler ve Agamalar) yasar. Birgcok Squamata
derisini ve kuyrugunu yeniler. Kuyruk, daha dnce 6zel bir omurla belirlenmis yerden kopar
(ototomi). Yenilenen kisim eskisine nazaran daha basit yapili olusur ve omur tasimaz;
sadece kikirdak bi destek iskelete sahiptir. Lacerta tiirlerinde yeni kuyruk giinde 2 mm
kadar biiyiiyebilir (Demirsoy, 2003).

1.2.1. Lacertilia Subordosunun Genel Ozellikleri

Cogunlukla 4 bacakli olmakla birlikte duruma gore bazen bu bacaklar kérelmistir;
fakat iiye kemerlerinin kalintist hemen her zaman mevcuttur. Kulak zari her zaman;
pariyetal goz ise olduk¢a yaygin olarak vardir. Cok defa hareketli géz kapaklar1 ve tigiincii
g0z kapagi vardir. Alt ¢cene saglam bir ekleme sahiptir; kafatas1 kemikleri ise ¢cok defa siki
bir sekilde birbirlerine baglanmistir. Kuyruk, genellikle bir kopma ¢izgisine sahiptir.

Kuyrugu atma yetenekleri vardir.



Collerden denizlere kadar degisik ortamlar1 isgal etmislerdir. Toprak altinda
yasayanlarin iiyeleri korelmistir. Derileri viicuda gevsek ve esnek bir sekilde baglanmistir.
Pullar, kiremit gibi 9. dizilidir; viicudun alt tarafindaki pullar daha kiiciik yapilidir. idrar
kesesi vardir. Kloak kanali ile disariya atilan idrar, kat1 haldedir ve kuslarda oldugu gibi
tirik asit bilesimindedir. Genellikle bocekleri ve kiiglik omurgalilart yerler; otcul olanlar1 da
vardir. Kural olarak erkekleri kalca porlari tasir, bircogunda deri tarak ve cikintilar
bulunabilir ve dzellikle tireme donemlerinde daha canli renklidirler. Ovipar, ovovivipar ve
vivipar olanlar (gergek plasentali) vardir. Erginlesme siireleri genellikle 2-4 ay siirer. Bazi

tiirlerinde partenogenez goriiliir (Demirsoy, 2003).

1.2.2. Lacertidae (Asil Kertenkeleler) Familyasinin Genel Ozellikleri

Madagaskar ve Avustralya disinda Eskidiinya’ya genis olarak yayilmis bu familyanin
tiyeleri tipik bir kertenkelenin viicut yapisint gosterir. Boylar1 nadiren 30 cm’yi asar (en
fazla bir tiirii, Lacerta lepida, 60 cm’dir). Oransal olarak kii¢iikbaslari, biiyiik ve simetrik
olarak diizenlenmis boynuzumsu plaklar ile kaplidir. Pullarin altinda kemik plaklar yoktur.
Kuyrugun kopma noktasi, 6. kuyruk omurunu 7. omura baglayan, kikirdagimsi bir yerdir.
Kuyrugu her zaman uzundur ve kolayca kopabilir. Kopan kuyruk belirli bir siire kendi
kendine hareket eder. Buradaki kaslarin ani kasilmasiyla kuyruk kopar. Yenilenen
kuyrukta omur yoktur. Geng yasta yenilenen kuyruk aslina daha ¢ok benzer. Yaslandik¢a
ve kopma islemi tekrarlandikca, yenilenen kuyrugun sekli daha bozuk olarak ortaya
cikmaya baglar. Bazen, yenilenme sirasinda ¢ok kuyrukluluk ortaya ¢ikar. Gozkapaklar
hareketli; gozbebekleri yuvarlaktir. Bazen alt goz kapaginda saydam bir kisim bulunur.
Kulak acikligi her zaman bulunur. Dilleri uzun ve catallidir. Disleri pleurodont ve
¢enelerin i¢ kenarina dizilmis durumdadirlar.

Her zaman 4 bacaklidirlar ve bacaklari iyi geligsmistir. Her ayakta 5 parmak vardir.
Cok hizli kosar ve hemen saklanabilirler. Renkleri ¢ok degiskendir. Kurak yerlerde
yasayanlari daha c¢ok kahverengi olmalarina karsin, giines goéren ormanlik alanlarda
yasayanlarin ¢ogunlugu yesildir. Bir¢ogu, boyutlar1 ve sekli popiilasyonlara gore degisen
boyuna seritler ve benekler tasirlar. Kumlu, tash ve kisa otlu arazilerde bulunurlar. Nadiren
agaclara tirmanirlar; ancak pek azi ormanda bulunur. Giindiiz aktiftirler; genellikle giinesli
ve yar1 kurak yerleri tercih ederler; nemli yerleri sevenlerin sayist ¢ok azdir. Hemen hepsi

kiiciik omurgasizlarla, 6zellikle boceklerle beslenirler. Birkag iri tiirli, geng¢ kemirgenler



hatta yilanlarla beslenirler. Baz1 meyveleri yedikleri de bilinmektedir. Sadece kiigiik
adalarda yasayan baz tiirleri sadece bitki yer. Ozellikle erkeklerin arka femur bolgelerinde
bulunan porlardan ¢ikan bazi salgilar, ¢iftlesme doneminde diger erkeklere territoryumu
bildirir. Hemen hepsi ovipardir. Yalniz Lacerta, Eremias ve yiiksek daglada yasayan bazi
bazi cinslerinin baz tiirlerinde ovoviviparlik goriilir. Bu familyaya ait tiirlerin bir¢ogu,
lokal popiilasyonlarda c¢ok degisiklikler (varyasyon) gosterdiginden, bir alttiir

olabileceklerini de her zaman goz oniinde tutmak gerekir (Demirsoy, 2003).

1.2.3. Darevskia Cinsinin Genel Ozellikleri

Frontal plak olduk¢a genistir. Oksipital plak hemen her zaman mevcuttur. Burun
deligi 2-4 bazen 6 plak arasinda yer alir ve supralabial plak ile temastadir. Alt géz kapagi
cogunlukla pulludur; bazen saydam bir pencere bulunabilir. Collare (yakalik) gelismis
durumdadir. Parmak altindaki pullarda karina bulunmaz; femoral delikler her zaman
vardir. Avrupa, Bat1 Asya ile Orta ve Kuzey Afrika’da yaygindirlar (Demirsoy, 2003).

Darevskia rudis Tiirtintin Sistematikteki Yeri (Arribas ve ark., 2013):

e Phylum : Chordata (Kordalilar)

e Grup : Craniata (Kafatasi olanlar)

e Subphylum : Gnathostomata (Gergek ¢eneliler)

e Superclasis : Tetrapoda (Dort tiyeliler)

e Clasis : Reptilia (Stirtingenler)

e Ordo : Squamata (Pullular)

e Subordo : Lacertilia (Kertenkeleler)

e Familia : Lacertidae

e Genus : Darevskia

e Species : Darevskia rudis
Subspecies:

e Darevskia rudis rudis

e Darevskia rudis mirabilis

e Darevskia rudis macromaculata
e Darevskia rudis obscura

e Darevskia bischoffi



Darevskia bithynica Tiiriiniin Sistematikteki Yeri ve Morfolojik Ozellikleri:

Phylum
Grup
Subphylum
Superclasis
Clasis
Ordo
Familia
Genus

Species

Subspecies :

: Chordata (Kordalilar)

: Craniata (Kafatasi olanlar)

: Gnathostomata (Gergek ceneliler)
: Tetrapoda (Ddrt tiyeliler)

: Reptilia (Siirtingenler)

: Squamata (Kertenkeleler)

: Lacertidae

: Darevskia

: Darevskia bithynica

Darevskia bithynica bithynica

Darevskia bithynica tristis

1.2.4. Darevskia rudis ve Darevskia bithynica Tiirleri Hakkinda Genel Bilgiler

Darevskia rudis (Bedriaga, 1886)’in yayilis alan1 kuzeyde Cegenistan’dan giineyde

Azerbaycan-Karabag Bolgesi’ne, doguda Hazar Denizi’nin bati kiyisindan batida Nigde ili

Orta ve Dogu Karadeniz Bolgesi boyunca uzanir (Sekil 1).

Sekil 1. D. rudis ’in tiim altiirlerinin dagilisin1 gosteren harita (URL-1)



Darevskia rudis, dagilis alan1 igerisinde 6 tanesi [D. r. bischoffi (B6hme ve Budak,
1977), D. r. bolkardaghica (Arribas, 2013), D. r. macromaculata (Darevsky, 1967), D. r.
mirabilis (Arribas, 2013), D. r. obscura, (Lantz ve Cyren, 1936) ve D. r. rudis (Bedriaga,
1886)] Anadolu’da ve 2 tanesi [D. r. chechenica (Eiselt&Darevsky, 1991) ve D. r.
svanetica (Darevksy&Eiselt, 1980)] Kafkaslar’ da olmak iizere 8 alttiire ayrilir (URL-1-2).

Darevskia bithynica, yayilis alaninin tamami Tiirkiye’yi kapsayacak sekilde 2 alttiire
[D. b. bithynica (Mehely, 1909) ve D. b. tristis (Lantz ve Cyrén, 1936)] sahiptir. D. b.
bithynica'nin dagilis alant Uludag ile sinirli iken D. b. tristis’in dagilis alan1 Bati
Karadeniz Bolgesi’dir (Sekil 2).

Sekil 2. D. b. bithynica ve D. b. tristis ’in dagilis haritas1 (URL-2)

Darevskia rudis ilk olarak 1886 yilinda Bedriaga tarafindan Batum &rneklerinden
Lacerta depressa var. rudis olarak tanimlanmigtir. Dr. Jean Valentin’in Batum ve Tiflis’ten
topladig1 6rnekler ile Bedriaga’nin Batum’dan topladigi 6rneklerin, 1892 yilinda Boettger
tarafindan karsilastirmali incelemesinin sonucunda Lacerta depressa olarak bilinen tiiriin
aslinda Lacerta muralis’in bir varyetesi oldugu séylenmis ve Batum ile Tiflis’ten toplanan
ornekler Lacerta muralis var. depressa f. modesta olarak tayin edilmistir. Boulenger (1904)
L. muralis’in tir tanimin1 desteklemistir fakat bu tiir i¢in Lacerta muralis var. depressa
olarak bir ayrima gitmistir.

1909 yilinda Mehely tarafindan yapilan oldukga kapsamli bir arastirmada, ilk olarak

Eversmann tarafindan 1834 yilinda tavsif edilen ve o zamana kadar Lacerta muralis ile



konspesifik oldugu gerekgesi ile kabul gormeyen (Boetger, 1892; Boulenger, 1904, 1913)
ve Camerano (1873) tarafindan tavsif edilen Lacerta depressa’ nin sinonimi olarak goriilen
Lacerta saxicola tiirtiniin varligina isaret edilmistir.

Mehely (1909), L. saxicolanin Lacerta muralis’ten farkli oldugunu rapor etmistir.
Ayrica bu tiirlin politipik bir tiir oldugunu bildirmis ve rudis drneklerini Lacerta saxicola
rudis olarak isimlendirmistir. Bu ¢alismanin kabul edilmesinin ardindan bu isimlendirme
kabul gérmiistiir (Nikolskii, 1916; Lantz ve Cyren, 1936; Terentijev ve Chernov, 1940,
1949).

1967 yilina gelindiginde Darevsky, Lacerta saxicola drneklerini mercek altina alarak
bu tir ile ilgili genis kapsamli bir revizyon c¢alismast hazirlamistir. Bu revizyon
caligmasina gore Lacerta saxicola rudis, saxicola’ dan farklidir ve ayr1 bir tiir olarak
tanimlanmasi gereklidir. Bu bilgi 1s181nda Lacerta saxicola rudis, saxicola’ dan ayrilmis ve
tir diizeyine ¢ikarilmistir. Ayrica, 1936 yilinda Lantz ve Cyren tarafindan tavsif edilen
Lacerta saxicola obscura’yr da bu tiirlin alttiirii olarak tanimlamigtir. Ayni ¢alismada
Lacerta rudis tiirine ait Lacerta rudis macromaculata alttiirii tavsif edilmistir (Darevsky,
1967).

Bohme ve Budak, 1977 yilinda Lacerta rudis’ in Tiirkiye revizyonunu hazirlamis ve
Rize civarindan topladiklari 6rneklerin diger popiilasyonlardan farkli olduguna dikkat
cekmislerdir. Bu caligmanin devami niteliginde olan bir aragtirmada Bohme und Budak
(1978) Rize ve dogusundaki popiilasyonlar1 Lacerta rudis bischoffi adiyla yeni bir alttiir
olarak rapor etmislerdir. Bunun yaninda, Lantz ve Cyren’in 1936 yilinda belirttigi gibi
tiriin i1lk defa Bedriaga tarafindan 1886 yilinda Batum’dan toplanmadigini Camerano
tarafindan 1878 yilinda Trabzon’dan toplandigin1 ortaya koyarak terra typica designata’ya
gitmislerdir.

Tiirtin bir bagka alttiirii olan tristis ilk kez Lantz ve Cyren tarafindan 1936 yilinda
Adapazari’ndan toplanarak Lacerta saxicola tristis olarak tavsif edilmistir. Ayrica, bu
alttiirin Anadolu’da yasayan ve bu calismada tavsifi yapilan mehelyi ve obscura
formlarinin Lacerta saxicolanmin iki yeni alttiir ile yakin filogenetik iliskisine dikkat
¢ekmislerdir. Bu alttiiriin varliginda Terentijev ve Chernov (1940), Bodenheimer (1944),
Mertens (1952), Darevsky (1965, 1967a, 1967b) ve Basoglu ve Baran (1977) hem fikir
olmuslardir. Mertens 1952 yilinda yaptig1 bir arastirmada Lacerta saxicola tristis’ in Bolu
ili civarinda da bulundugunu rapor etmis ve bu formun bazi morfolojik 6zellikleri

bakimindan paratiplerinden farkliliklar tagidigini bildirmistir.



Darevsky ve Eiselt 1967 yilinda, Lantz ve Cyren tarafindan tavsif edilen Lacerta
saxicola mehelyi alttiiriiniin nomen nudum igerdigini belirterek mehelyi alttiriiniin yayilis
sahasindaki formlarini incelemis ve Adapazari’ndan Sinop’a kadar yayilis gosteren
mehelyi formunu tristis alttiiriine dahil etmisler ve bu yayilis sahasinin dogu kisminda da
yeni bir alttiiriin bulundugunu belirtmislerdir.

Darevsky ve Lukina (1977) Clark ve Clark tarafindan 1973 yilinda toplanan
orneklerle yaptig1 bir arastirmada Lacerta saxicola tristis olarak bilinen formun; Lantz ve
Cyren’ 1n 1936 yilinda belirttigi gibi obscura ile olan benzerligine dikkat ¢ekmisler ve en
azindan tiir diizeyi bakimimdan bu iki formun konspesifik oldugunu belirtmislerdir. Bunun
yaninda Darevsky’nin 1967 yilinda yaptigi bir revizyon calismasinda, obscura’ nin,
Lacerta rudis’in alttiirii olarak degerlendirilmesinin bir sonucu olarak Lacerta saxicola
tristis” in rudis’in bir alttiirii olarak kabul edilmesi gerektigi sonucuna ulasilmistir.

Bohme ve Budak (1977) Anadolu’dan topladiklart rudis 6rneklerini incelemisler ve
Kizilirmak Nehri’nin rudis popiilasyonlarinda, alttiir diizeyinde sinir teskil ettigini
belirterek tristis’ 1 Lacerta rudis’ in bir alttiiri olarak degerlendirmislerdir (Tayhan, 2008).

2013 yilinda Arribas ve ark. tarafindan hazirlanan bir morfoloji ¢alismasinda, o
zamana kadar Darevskia rudis’in bir alttiirii iken tiir diizeyine ¢ikarilan bithynica ilk kez
Werner tarafindan 1902 yilinda Uludag’dan toplanmis ve Lacerta depressa tiiriine dahil
edilmistir. bithynica’ nin, Lacerta depressa tiiriine dahil edildigi ¢alismada bu 6rneklerin
Bedriaga tarafindan 1886 yilinda Tiflis ve Batum’dan toplanan Lacerta depressa var. rudis
olarak betimlenen Ornekler ile morfoloji acisindan asir1 benzerligine dikkat cekilmigtir.
Boulenger ise 1904 ve 1913 yillarinda yaptig1 arastirmalarda Lacerta depressa olarak
bilinen tiirtin Boettger’in 1892 yilinda belirttigi gibi Lacerta muralis’ in bir varyetesi
oldugunu savunmaktadir ve bu goriisten yola ¢ikarak Uludag orneklerini Lacerta muralis
var. chalybea olarak tavsif etmistir. Mehely ise 1909 yilinda genis bir sahada yiiriittigii
calismasiyla Lacerta saxicola tiiriiniin varhigina dikkat g¢ekerek Amasya ve Uludag
orneklerini Lacerta saxicola bithynica alttiiri olarak tavsif etmistir. Nikolskii ise 1916
yilinda topladig1 drnekleri degerlendirerek chalybea alttiiriiniin Lacerta saxicola’ ya dahil
edilmesi gerektigini ve Uludag orneklerinin bu kategoride degerlendirilmesi gerektigini
savunmustur. 20 yil sonra Lantz ve Cyren’in kaya kertenkeleleri ile yaptig1 ¢alismada
Mehely (1909)’ i desteklemis ve Uludag orneklerini Lacerta saxicola bithynica olarak
tayin etmislerdir. Ilerleyen dénemlerde de bithynica alttiiriiniin varligi desteklenmistir

(Terentijev ve Chernov, 1940; Bodeheimer, 1944; Darevsky, 1967; Basoglu ve Baran,



1977). Bohme ve Bischoff 1984 yilinda bithynica’nin Lacerta rudis ile olan morfolojik
benzerligine dikkat ¢ekerek bithynica alttiiriiniin Lacerta rudis tiiriine dahil etmislerdir.
bithynica, 2013 yilina kadar da Darevskia rudis 'in alttiirii olarak bilinmekteydi.

2013 yilinda Arribas ve ark. tarafindan morfolojik karakterlerin esas alinarak
hazirlandig1 ¢alismada bithynica tiir diizeyine ¢ikarilirken D. b. bithynica nominant alttiir
kabul edilerek, tristis’ in de bu tiiriin bir diger alttiirii oldugu rapor edilmistir.

Bohme ve Budak 1977 yilinda yaptiklar1 ¢alismada Amasya Orneklerini Lacerta
rudis rudis olarak tayin etmislerdir. Bu ¢alismanin sonuglarma bakildiginda bithynica
tiriiniin yayilis sahasinin yalnizca Uludag ile smirli kaldigr goriilmektedir. Bohme ve
Budak’in bir sene sonra yaptiklari bir arastirmada Kizilirmak Nehri’nin tristis ve rudis
alttiirleri arasinda bariyer gorevi gordiigiinii bildirmislerdir.

Lacerta rudis tiriine ait yeni alttiirlerin tavsif edildigi ve tirtin kapsamli
revizyonunun yapildig1 ¢aligmalarda tristis ve bithynica 6rnekleri degerlendirilmemistir
(Darevsky ve Eiselt, 1980; Eiselt ve Darevsky, 1991).

1999 yilina kadar Lacerta rudis olarak bilinen bu tiir Arribas (1999) tarafindan
yapilan morfolojik, osteolojik ve karyolojik calisma sonrasinda diger kaya kertenkeleleri
ile birlikte genus ismi degistirilerek Darevskia genusuna dahil edilmistir (Derivito nominis:
I.S. Darevsky, Institute of Zoology, Russian Academy of Science, St Petersburg, Russia).

Yukarida da belirtildigi gibi 2013 yilina kadar D. r. bithynica ve D. r. tristis olarak
bilinen alttiirler hakkinda tam bir degerlendirme c¢alismasi yapilmamistir ve bu alttiirlere ait
kapsamli veriler bulunmamaktadir. Bu yiizden de tiir ve alttiir degerlendirmeleri tamamen
yorumsal olmustur. Sayet Onceden yapilan c¢alismalarda belirtildigi gibi bithynica,
tristis’ten farklilik gdsteriyorsa bu durum, bithynica’nin biiyiik bir kara parcasi {izerinde bir
ada popiilasyonu yapisi gostermesinden kaynaklanir (Bohme ve Bischoff, 1984). 2013
yilina gelindiginde ise Tiirkiye’de D. rudis’e ait tiim popiilasyonlar morfolojik olarak
incelenmis bithynica’nin tiir diizeyine ¢ikarilmasina karar verilmistir. Bunun neticesinde
D. bithynica bithynica nominant alttiir olurken, D. bithynica tristis ise bu tiiriin alttiirii
olmustur.

Ayni ¢alismada D. rudis’in 2 yeni alttiirii daha tavsif edilmistir. Bu tavsifler de
morfolojik kriterlere gore yapilmustir. ilki, D. r. bolkardaghica’dir ve tip lokalitesi
Karago6l, Ulukisla-Nigde’dir. S6z konusu alttiir, dorsalinin oldukc¢a acik tonlarda olmasi,
rostral ve frontonasal plaklarinin ayri olmasi, suprasiliyar graniil serilerinin genellikle tam

ve kesintisiz olmasi, masetterik plagin timpanik plak kadar yahut daha kiigiik olmasi,
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masetterik ile timpanik plak arasindaki pul sayilarinin 2 ila 4 arasinda olmasi, plaklarin
genellikle sert ve karinali olmasi, dorsal pul sayisi ve bas iizerinde bulunan plaklarin
sayisinin benzerligi, femoral por, lamella sayisi, arka bacak uzunlugu, anali ¢evreleyen
plak sayis1 ve anal plak Olglimlerindeki diisiik degerler, list ¢enede bulunan dis sayis1 ve
dislerin biiyiikliiklerindeki benzerlik, Sternal frontanelin farkli olusu, postfrontal ve
postorbitarinin neredeyse esit olmasi ile postorbitalin, skuamoz uzunlugunun yarisina
yakin bir kismi ile drtiismesi dzellikleriyle D. rudis 'in alttiirii kabul edimistir. Ikincisi, D. r.
mirabilis tir ve tip lokalitesi Ovit Gegiti’dir. S6z konusu alttiir, ise bir D. rudis bireyinde
oldugu gibi rostral ve frontonasal plaklarin ya temas halinde ya da tamamen ayr1 olmasi
(0rneklerin yarisinda temas halinde oldugu kaydedilmistir), suprasiliyar graniillerin
neredeyse her Ornekte kesintili olmasi, masetterik plagin timpanik plaktan daha biiyiik
olmasi ve bu iki plagin arasinda yalnizca bir adet pulun sinir teskil etmesi, tibial plaklarin
kismen karinali olmasi, dorsaldeki pul sayisinin, anali ¢eviren plak sayilarinin ve anal plak
Olctimlerindeki yiiksel degerler, femoral por sayisinin ve arka bacak uzunlugunun
neredeyse bas kadar kisa olmasi, postfrontal ve postorbitarinin neredeyse esit olmasi ve
kopriiciik kemiklerinin bibirlerine bakan kisimlart ice dogru kavisli degil ha¢ bigciminde
olmast ile D. rudis’ in alttiirii kabul edilmistir (Arribas ve ark., 2013).

Yukarida sozii gegen tiirler ve alttiirlerin yayilis sahalar1 Tiirkiye’yi kapsamaktadir.
D. rudis’in yayilis1 Tirkiye’yi kapsamayan 2 alttiirii daha vardir. Bunlardan biri D. r.
svanetica olup 1980 yilinda Eiselt ve Darevsky tarafindan kuzey Giircistan ve kuzeybati
Abhazya’nin merkez bdlgelerinin giiney yamaglarinda D. rudis’ten morfolojik olarak
farkliliklar gosterdigi gerekgesiyle ayri bir alttlir olarak tanimlanmustir. Bir digeri, D. r.
chechenica olup, 1991 yilinda Eiselt ve Darevsky tarafindan Cegenistan’tan toplanan
orneklerin, tlirlin diger alttiirlerinden morfolojik olarak gozlenen farkliliklarindan dolay1
ayri bir alttiir olarak tanimlanmustir.

Bu ¢alismada Darevskia bithynica bithynica, Darevskia bithynica tristis, Darevskia
rudis rudis, Darevskia rudis mirabilis, Darevskia rudis macromaculata, Darevskia rudis
obscura ve Darevskia rudis bischoffi popiilasyonlarina ait ornekler incelenmis ve bu
tirlerde ilk kez Mikrosatellit DNA Belirteci yontemi kullanilarak, molekiiler seviyede

popiilasyonlar aras1 benzerlik ve farkliliklar ortaya konmustur.
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1.3. Genetik Degisimin Tespiti icin Molekiiler Sistematikte Yaygin Olarak
Kullanilan Bazi1 Metotlar

Genetik farkliliklarin belirlenmesi, popiilasyonlarin dogru smiflandiriimalarinda
temel unsurdur. Genetik varyasyonun seviyesi, secilim/lireme programlarinda ve tiirlerin
degisen ¢evre kosullarina adaptasyon saglamasinda énemli bir yere sahiptir. Herhangi bir
biyolojik kaynagi etkili olarak yonetmek i¢in, mevcut popiilasyonlarin genetik varyasyon
diizeyi mutlaka tanimlanmalidir. Bazi genetik belirtegler kullanilarak bir ¢ok tiir i¢in belirli
diizeyde bilgilere ulasilabilir olmasmma ragmen, popiilasyon genetigi ve uzun siireli
arastirmalar i¢in genom haritalama, kantitatif karakter lokuslarinin belirlenmesi gibi ilave
bilgilere de ihtiyag duyulur (Arslan, 2006).

Kertenkele popiilasyonlarint konu alan caligmalarda genetik belirtegclerden uzun
siireden beri yararlanilmaktadir.

Tiirler aras1 veya tiir i¢i kertenkele popiilasyonlar1 arasindaki genetik farkliliklar:
aciga ¢cikarmak i¢in molekiiler calismalar yapilmaktadir. Gilinlimiizde bu ¢alismalar genel
olarak protein ve DNA olmak {izere iki tiir genetik belirteg sistemi kullanilarak

yapilmaktadir.

1.3.1. Protein Varyasyonu

Molekiiler sistematikte kullanilan ilk teknik protein elektroforezidir. Proteinle ilgili
ilk c¢alismalar 1960’larda hemoglobin ve transferin gibi proteinlerle baglamis ve sonraki
bir¢ok calismada enzim proteinleri kullanilmistir. Her bir lokus proteini, aminoasit yiikiine
bagl olarak elektriksel alanda farkli hareket etmektedir. Eger bir proteini kodlayan lokusta
birden fazla allel varsa, her bir allel tarafindan kodlanan polipeptitler farkli amino asit
iceriklerinden dolayr farkli elektriksel yiike ya da biiylikliige sahip olacaklardir.
Elektroforez bu gibi allelik farkliliklar1 ortaya ¢ikarmaktadir. Allozim belirtegleri
kodominanttir; yani bir lokustaki allellerin timii ayirt edilebilir ve Mendel kalitimi
gosterirler. Orneklerin hizli bir sekilde analiz edilebilirligi, kullanilan kimyasallarmn
maliyetinin distkligi, teknigin kolaylikla 6grenilebilir olmasi, ¢alisilan lokus iiriiniiniin
islevinin bilinmesi ve bir¢ok tiir i¢in yeterli diizeyde bilgi altyapisinin olmasi bu yontemin
baslica avantajlarindandir. Dezavantaji ise, taze ya da hemen dondurulmus doku gereklidir.

Enzim aktivitesinin dokudan dokuya farklilik gosterebilir olmasindan dolay1 birden c¢ok
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dokunun incelenmesi gerektirmesidir. Protein bant kaliplarinin analizi 6zellikle poliploid
durumlarda zor olabilir. Hesaplanan genetik varyasyonun miktar1 gergekte oldugundan
daha az bulunabilir. Clinkii, DNA’daki mutasyon sonucu degisen aminoasit ayn1 elektriksel
yiike sahip olabilir veya genetik kodun dejenerasyonundan dolayr olusan bazi mutasyonlar
aminoasit degisimiyle sonu¢lanmayabilir. Bu yolla genomun c¢ok kiiciik bir kismi
incelenebilir. Ciinkii genomda bu tip enzimleri kodlayan genlerin sayisi azdir ve bunlarin
hepsi bilinmemektedir. Bu sekilde ancak genomun %5’inden daha azinin incelenebilir
olmasindan dolayi, yakin tiirler ya da popiilasyonlar arasinda varyasyonu saptamak zordur

(Arslan, 2006).

1.3.2. DNA Belirteg¢ Sistemleri

1960’11 yillarin ortalarina kadar popiilasyonlar arasi ve popiilasyon i¢i varyasyonun
tespiti icin genel olarak biyo-ekolojik 6zellikler, markalama, parazit dagilimi, fizyolojik ve
davranig Ozellikleri, morfolojik veya meristik karakterleri kullanilmaktayd: (Lewontin,
1964). i1k olarak 1970 lerde alloenzimin yaygin bir sekilde kullanimindan sonra molekiiler
genetigin gelisimi hizli bir sekilde artmistir (Eroglu, 2008).

Protein elektroforezi ile yapilan ¢alismalarin en biiyiik avantaji kisa zaman almas1 ve
ekonomik olmasidir fakat dezavantaji mutlaka taze materyale ihtiya¢ duyulmasidir. Bazi
popiilasyon ve tiirlerde DNA c¢alismalarina gore cok daha diisiik seviyede polimorfik
olmasi, bu yontemin kullanilmasint sinirlayan en 6nemli dezavantajdir. Bu nedenle son
yillarda yapilan ¢alismalarda DNA belirteg sistemleri tercih edilmektedir.

DNA’ya dayali belirtegler, DNA seviyesinde bireylerin karsilagtirilmasini saglar.
Ayni sekilde, molekiiler ve biyokimyasal belirtecler, genotipler arasindaki genetik
akrabalig1 tam olarak ¢aligmaya olanak verir (Williams ve ark., 1990).

DNA belirtecleri ile tespit edilen genetik varyasyonun toplam miktari, protein
metotlar ile tespit edilen miktardan oldukca fazladir. Bunun baslica sebebi DNA zincirinin
direkt olarak incelenmesidir.

Uzun yillar boyunca, molekiiler biyolojideki yavas fakat uzun soluklu ¢alismalar,
molekiiler siniflandirma ve polimorfizmin gdsterilmesi igin gerekli oranda da pahali olan
teknikler hemen hemen her genomun calisilmasina izin vermistir. Karmasik ve pahali
oluslari, popiilasyon biyolojisinde hedeflenen projelerin tam olarak uygulanmasini

sinirlamaktaydi. Iste tam da bu siralarda PCR, metodoloji ¢alismalarinda bir devrim
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niteligi kazand1 (Mullis ve ark., 1987). 1988 yilinda termostabil DNA polimerazin kesfi de
PCR’nin kullanimini olduk¢a artirmistir. Teknik, oldukca diisiik miktarlarda kalip DNA
kullanarak bir veya daha fazla sayida hedef DNA fragmentinin in vitro sartlarda enzimatik
olarak ¢ogaltilmasi esasina dayanir. Cogaltilan DNA belirtecleri daha sonra otoradyografi
veya boyama yapilarak elektroforetik olarak gozlenir (Feral, 2002).

Kertenkele sistematigini konu alan calismalarda yaygin olarak kullanilan DNA
belirtegleri sunlardir; Mitokondrial DNA (mtDNA), Restriksiyon Par¢ca Uzunluk
Polimorfizmi (RFLPs), Rasgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPDs), Cogaltilmis Parga
Uzunluk Polimorfizmi (AFLPs), Mikrosatellit, Tek Niikleotid Polimorfizmi (SNPs) ve
Ifade Edilmis Sekans Isaretleri (ESTs). Tiim bu belirteglerin kullanim yerleri, tek basina
yeterliligi, avantaj ve dezavantajlari Tablo 1’de verilmistir. Bu belirte¢ler kullanilarak
genetik varyasyonun tahmini, akrabalik, ebeveyn tayini, tiir tespiti, hibrit bireylerin

belirlenmesi ve genetik haritalarin olusturulmasi (QTL belirlenmesi ile) gerceklestirilebilir.



Tablo 1. Genetik ¢alismalarda kullanilan belirteg tipleri, 6zellikleri ve potansiyel uygulama sahalar1 (Liu ve Cordes, 2004).

. . Kisa Onceden molekiiler bilgiye A Kategori Olast Allel | Polimorfizm
Belirteg Tipi adi ihtiya var mi? Ozellik (Tip I/Tip 11Y? Caligilan lokus sayisi oran Uygulama sahasi
Mendel Gen baglantist
Alloenzim Evet Kalitim, Tip | Tekli 2-6 Diisiik haritalama,
Kodominant Popiilasyon ¢aligmalari
Mlt%(lgnAdrlal mtDNA Hayir! Maternal Kalitim Coklu Haplotipler Maternal soy
Restriksiyon . : <
Parca Uzunluk | RFLP Evet Mendelian, Tip I yada Tekli ) Diisiik Gen baglantist
A L Kodominant Tip haritalama
Polimorfizmi
Rasgele Popiilasyon ¢aligmalari
Cogaltilmis RAPD, Mendel . o : ..
Polimorfik | AP-PCR Hayir Kalitim, Dominant Tip 1l Coklu 2 Orta ve Hibrit b'el'lrlemf.:ul.gln
parmak izi teknigi
DNA
Cogaltilmig Mendel Gen baglantisi
Parga Uzunluk | AFLP Hayir Kalitim, Tip Il Coklu 2 Yiiksek haritalama,
Polimorfizmi Dominant Popiilasyon ¢aligmalari
Mendel Cogunlula rartaama,
Mikrosatellit | SSR Evet Kalitim, gunu Tekli Coklu Yiiksek . !
Kodominant Tip Popiilasyon ¢alismalart,
Babalik Testi
Gen baglantist
[fade edilmis Mendel haritalama, fiziksel
Sekans EST Evet Kalitim, Tip | Tekli 2 Diisiik haritalama,
Isaretleri Kodominant Karsilastirmal
haritalama
. . Mendel . . Gen baglantisi
Tek.NUkl.eon.d SNP Evet Kalitim, T.' pl Tekli 2, fakat 4°e Yiiksek haritalama,
Polimorfizmi : Tipll kadar .
Kodominant Popiilasyon ¢aligmalari
Mendel Tip | . - Gen baglantisi
Ekleme/Cikma | Indels Evet Kalitim, Kodominant Tip 11 Tekli 2 Diistik haritalama

! Korunmus PCR primerleri yakin tiiriin sekans bilgisinden adapte edilmistir.
2 Tip I belirtegler, genin bilinen fonksiyonuyla, Tip II belirtegler ise anonim genom segmenti ile alakalidir (O’Brien, 1991)

vl
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1.3.3. Mitokondrial DNA

Son zamanlarda molekiiler biyolojideki yeni tekniklerin gelisimi DNA’daki
varyasyonun incelenmesini miimkiin kilmaktadir. Genomun bir parg¢asi olan kodlanmayan
kisimlardaki varyasyonun dogrudan incelenmesiyle, tim baz degisiklikleri tespit edilebilir.
DNA elementleri genel olarak farkli oranlarda evrimlestiginden filogenetik ya da
popiilasyon diizeyindeki arastirmalari i¢in uygun belirteglerin seg¢ilmesi miimkiindiir
(Bektas, 2008).

Hayvan mtDNA’s1, popiilasyonlar arasindaki farklilagsmayi, evrimsel tarihi, evrimsel
stireglerin dinamiklerini ve tarihsel biyocografya ile ilgili dnemli verileri saglamaktadir.
Bundan dolay1 popiilasyon, tiir ve daha {ist taksonomik gruplar arasindaki genetik sinirlari
boyunca secere izlerinin belirlenmesine olanak verir. Ayrica, tiirlin genetik Yyapisinin
belirlenmesi dogal popiilasyonlarin yonetimi i¢in en énemli gorevlerden birisidir. Bu gibi
veriler koruma biyolojisi agisindan son derece 6nemlidir (Arslan, 2006).

Hayvan mtDNA’s1 15-20 kb uzunlugunda, 22 tRNA, 2 rRNA, 13 elektron transferi
ve oksidatif fosforilasyonda gérev yapan ve 13 mRNA’y1 kodlayan toplam 37 genden
olusan kapal1 halkasal bir molekiildiir. Yaklasik 1 kb uzunlugunda olan ‘kontrol bdlgesi’
replikasyonun bagladig1 bolgedir. MtDNA’da genlerin diizeni genellikle sabittir, ancak gen
organizasyonu bazi hayvan taksonlarini ayirabilir (Desjardins ve Morais, 1990). Memeli
hayvanlarda mtDNA’nin, replikasyon sirasinda meydana gelen mutasyonlarin tamir
mekanizmasindaki eksiklik nedeniyle, ¢ekirdek DNA’sindan daha fazla dizi farkliligina
sahip oldugu bulunmustur (Wilson ve ark., 1985). Pont-Kingdon ve ark. (1995) omurgasiz
tirlerden Sarcophyton glacum’da tamir mekanizmasinin oldugunu bulmuslardir (Arslan,
2006).

Mitokondri genomu filogenetik ¢aligmalar i¢in yararli olan pek ¢ok Ozelliklere
sahiptir (Avise, 1994). En 6nemli 6zelligi klonal kalitimidir. Mitokondri genomu haploittir
ve rekombinasyon gostermez. Ikinci olarak, mtDNA tek kopya cekirdek DNA’ya gore
daha hizli evrimlesmektedir. Bu 0Ozelliginden dolayi, yakin akraba tiirler ve
popiilasyonlarin filogenetik iliskilerini ¢aligmak i¢in uygundur. mtDNA’nin anasal olarak
kalitimlaniyor olmasi filogenetik analizler icin avantaj olarak kabul edilir. Her ne kadar
mtDNA’s1 ¢ogunlukla anasal olarak kalitimlaniyorsa da, bazi tiirlerde hem anasal hem
babasal kalittim gosterebilir (Margoulas ve Zouros, 1993). Bunlar taksonomik problemleri

cozmede etkili bir sekilde kullanilabilir. Mitokondrinin protein kodlayan genleri, kodlama
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yapmayan yerleri ve transkribe olmayan kontrol bolgesinin, popiilasyon, tiir ve cinS gibi
yakin gecmiste ayrilmis taksonlarin iligkilerini analiz etmek i¢in kullanilmis oldugu
gosterilmistir. Daha yiiksek takson gruplar g¢alisildiginda, genlerin kodlama yapmayan
yerleri ve hizla evrimlesen bolgelerinde ¢ok sayida baz degisimleri olmaktadir. Bu yiizden
de filogenetik iliski belirsizlesmektedir. Ust takson gruplar icin 12S ve 16S rRNA gibi
daha yavas evrimlesen bolgeler daha yararli olabilir.

Cytb geni muhtemelen kertenkelelerde en fazla calisilan genlerden birisidir.
mtDNA’sinin Cytb geni, popiilasyon genetiginde yiiksek taksonomik gruplara kadar
degisen iliskileri analiz etmek i¢in kullanilmistir (Bermingham ve ark., 1997; Lydeard ve
Roe, 1997).

Mitokondriyal ribozomal RNA genleri ile (12S ve 16S rRNA alt birimleri)
cogunlukla daha wuzak taksonlar arasindaki akrabalik ¢alisilmistir. Kertenkele
caligmalarinda 6zellikle cins ve tiir diizeyindeki ayrimlar1 saptamada kullanilir. mtDNA
kontrol bolgesi, mtDNA replikasyonunu saglar ve ayrica bu bolgeye yer degisim lobu (D-
loop) adi verilir. Ciinkii sarmalin iki zincirinden biri replikasyon sirasinda yeni sentezlenen
zincir ile yer degistirir. mtDNA’da bulunan iki sarmalin birbirinden ayr1 iki replikasyon
orjini vardir. Agir zincirin replikasyon orijini, D-loop denilen kontrol bolgesinde yer alir.
Bu bolge, replikasyon orijinini ve her iki zincire ait promotor bdlgelerini igerir.
MtDNA’nin %35-7’sini iceren D-loop bolgesi gen icermez. Bu bolge disinda genler ¢ok siki
paketlenmistir. Genler arasi bolge yoktur ve genler iginde intron bdlgeleri

bulunmamaktadir.

1.3.4. Satellit DNA Belirtecleri

Son yillarda DNA iizerinde yapilan arastirmalarda; DNA’daki bazlarin ve baz
diziliglerinin birbiri ardi sira tekrar ettigi belirlenmistir. DNA, sezyum klorid yogunluk
gradienti icinde santrifiij edildiginde; 1,701g cm™ de ana bant olusur. Bu DNA’nin esas
bolimiinii gosterir. Buna ek olarak; GC igeriklerinin diisiik olmasi nedeniyle daha az
yogun olan ii¢ ek bant daha vardir (satellitler). Bunlar; 100-6500 baz cifti (bg) tekrarlardan
olusan klasik satellit DNA, 10-20 bg¢ tekrarli minisatellitler (bunlar ayrica VNTR
(Degisken Sayida Ardisik Tekrar) olarak da bilinmektedir) ve 2-6 bg tekrarh
mikrosatellitlerdir. Mikrosatellitler; en sik goriilen tekrarlayan DNA dizileridir (Passarge,

1995). Tekrar motifleri ise ikili, Giglii, dortlii veya besli sekilde olabilir ((CA)n veya
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(AGC)n gibi) (Cift¢i, 2003). Tekrarlayan diziler genellikle kodlanmayan (noncoding)
bolgelerde bulunurlar. Tekrarlayan bu niikleotit dizileri; kromozomal sentromeri

cevreledikleri i¢in “satellit (uydu)” ismini almiglardir (Primrose, 1998; Butler, 2005).

1.3.5. Minisatellit DNA Belirtegleri

Minisatelitleri Wyman ve White (1980) tarafindan kesfedildikten sonra Jeffreys ve
ark. (1985) tarafindan ilk defa molekiiler belirteg olarak kullanmistir. Birgok lokusun es
zamanl arastirilmasi, ¢ok lokuslu DNA parmak izinde oldugu gibi her birey icin 6zgiil
bant kaliplarinin olugsmasina neden olmaktadir. Pedigri analizlerinde ¢alisilan ¢ok lokuslu
parmak izi varyasyonunun Mendel kalitimi gosterdigi ortaya ¢ikarilmistir (Wright, 1993).
Cok lokuslu parmak izi insanlarda analik-babalik tespitinde ve adli tip uygulamalarinda
kullanilmigtir (Jeffreys ve ark., 1985; Burke ve Bruford, 1987). Ancak bantlarin hangi
lokusa ait oldugu tespit edilemedigi i¢in, populasyon i¢inde Hardy-Weinberg dengesini test
etmek miimkiin degildir (Bentzen ve ark., 1991).

Cok lokus parmak izinin yorumlanmasindaki zorluklar nedeniyle tek lokus
minisatelit belirtegler gelistirilmistir (Wong ve ark., 1987). Bu belirtegleri gelistirmek i¢in
caligilacak organizmadan DNA’nin izole edilmesi ve klonlanmasi zorunludur. Ferguson ve
ark. (1995) diger belirtec sistemleri ile sinirli diizeyde varyasyonun goriildiigli darbogaz
geciren popiilasyonlarda, tek lokus minisatelit problarin daha faydali oldugunu ortaya
cikarmiglardir. Tek lokus minisatelitlerde yiiksek varyasyonun goriildiigli diger bir alan,
yavrularin ebeveynlerini belirleme ¢alismalaridir (Ferguson ve ark., 1995).

Niikleeer genomda asir1 farklilik gosteren minisatellit lokuslarin ortaya cikarilmasi
genetik belirtec sistemler igerisinde yeni degisikliklere neden olmustur. Kodlama
yapmayan bolgelerin farkliliklarinin  g6zlenmesi yalnizca popiilasyon ve filogenetik
caligmalar1 degil, ayrica popiilasyondaki familyalari, akrabalik derecelerini ve fertlerin
dogru olarak taninmasini1 da miimkiin kilmistir. Minisatellit veya VNTR (Variable Number
of Tandem Repeat) lokuslar1 birka¢ yiiz tekrara kadar ulasan kisa nukleotid dizilimlerine
(9-64) sahiptir. Cok lokus problar birden fazla lokusta bulunan sirali tekrar igeren niikleotit
dizilimlerinin merkezinin hibridizasyonunda kullanilmaktadir. Tekrar sayilarindaki
farkliliklarin esit olmayan kromatid degisikliginden ve replikasyon sirasinda DNA
kaymasindan meydana geldigi disiiniilmektedir (Jeffreys ve ark., 1990). Diisiik iyon

konsantrasyon sartlarinda problar istenilen niikleotit dizilimlerinin bulundugu ¢ok fazla
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sayida lokusa hibridize olur ve DNA parmak izi olusturur. Bunlar ve bunun gibi multilokus
problar (MLP) genis bir alana yayilmis sekilde bitki, kus ve hayvan tiirlerinin popiilasyon
calismalarinda kullanilmaktadir (Burke ve Bruford, 1987; Hanotte ve ark., 1991; Hauser ve
ark., 1992).

Minisatelitlerin avantajlar1 yaninda bir¢ok dezavantajada sahiptir. Standart tek lokus
minisatelit analizinde blotlama yani elektriksel ortamda jel iizerinde gog ettirilen ve
fraksiyonlarina ayrilan protein veya niikleik asitlerin bir destek tabakaya aktarildiktan
sonra 0zgiil olarak belirlenmesi islemi yapilmasi nedeniyle yiiksek konsantrasyonda ve
hasar gormemis DNA’ya ihtiya¢ vardir. Bu sinirlamalar1 asmak i¢in minisatelit lokuslar
PCR analizine uygun hale getirilmistir. Ilgilenilen minisatelit lokusunun PCR firiinii,
agaroz jelde ayristirilmakta ve etidyum bromid ile boyanarak alleller tespit edilmektedir.
Bu yaklasimdaki bir problem biiyikk allellerin ¢ogalmadaki zayiflik nedeniyle
goriilememesidir. Diger bir problem minisatelit lokuslarinda karmasik mutasyon
stirecleridir (Wright, 1993; O’Reilly ve Wright, 1995). Eger allelller ayn1 biiytikliikte ya da
biiytikliikk farklari birbirine ¢ok yakin ise allellerin jel tizerinde olusan bant kaliplari {ist
iiste cakismakta ve bunlarin ayrimi oldukca zor olmaktadir. Ayni zamanda biiyiikliik
farklar1 ¢ok fazla olursa yine hesaplama hatalarina neden olabilmektedir. Bu problemi
¢ozmek amac ile arastiricilar sadece belirli biiytikliik araligindaki fragmentlerin analizini
yapmaktadir. Bir baska acidan bakacak olursak, multilokus polimorfik belirtegler genetik
caligmalarda genis kullanim alanina sahip olmalarma ragmen ¢ok fazla sayida bant
olusmasi nedeniyle de heterozigotlugun veya homozigotlugun tespitine olanak
saglamazlar. Ayrica ayni lokustan gelen bantlarin veya farkli lokuslardan benzer
bliytikliikteki DNA parcalarinin jel iizerinde aynmi sekilde yer degistirmesi genetik
hesaplamalarda belirsizlikler yaratir. Bu yiizden allel ve genotip frekanslar1 hesaplanamaz.
Bu mevcut istatistiki analizlerin kullanimini olanaksiz kilmaktadir (Lynch, 1991). Tek
lokus parmak izi veya profil ¢ikarma yontemi bu problemlerin iistesinden gelmektedir ve
populasyon genetigi ¢alismalart i¢in ¢ok uygundur. Es zamanli olarak ¢ok fazla lokusun
merkez dizisinin hibridize edilmesinin diginda yiiksek iyon konsantrasyonu sartlarinda,
lokusa 6zel problar tek lokus veya minisatellit bolgenin tekrar gostermeyen ug kisimlarina
hibridize olurlar. Bireyler ayn1 miktarda siral1 tekrar ile ya homozigottur ya da farkli sayida
sirali tekrar ile iki farkli bant tireterek heterozigot olurlar. Multilokus DNA parmak izi
problarinin aksine tek lokus probu yeter miktarda dizin benzerligine sahip olabilmek i¢in

yakin iligkili organizmadan veya calisilan tiiriin kendisinden izole edilmelidir (Wong ve
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ark., 1987). Bu, tiirden genomik kiitiiphane olusturulmasimi ve klondan uygun probun
izolasyonunu gerektirir. Bu uzun siireli protokol baslangicta insan iizerine yapilan
caligmalarla siirliydi. Fakat son zamanlarda yasanan molekiiler protokollerdeki gelismeler
diger canlilar iizerinde de bu calismalari mimkiin kilmistir ve tek minisatellit lokus
varyasyonu birgok balik tiiriinde ¢alisilmistir (Bruford ve Burke, 1991; Gilbert ve ark.,
1991; May ve ark., 1993). Tek lokus minisatellit verileri, izoenzim verilerinde oldugu gibi
ayni yolla degerlendirilebilir ve gen akisi, genetik mesafe ve heterozigotlugun olgiilmesi
gibi islemler yapilabilir. Son zamanlarda rapor edilen ¢ogu ¢alismadan minisatellit lokusta
cok fazla sayida 20 veya iizeri allel gézlenmistir. Popiilasyon c¢aligmalari i¢in tek lokus
minisatellitlerinin  nétr genetik belirte¢ olarak kullanimlarina ilaveten, akrabalik
derecesinin belirlenmesi ¢alismalarinda ve birey tanimlanmasinda tek lokus minisatellit

kombinasyonlarinin kullanilmas1 miimkiindiir.

1.3.6. Mikrosatellit DNA Belirtecler

Ko-dominant belirteclerden olan mikrosatellit DNA lokuslari; 2-6 niikleotit
uzunlukta kisa, tekrarlanan ve polimorfik 6zellikte DNA dizilerini ifade etmektedir (Butler,
2005; Freeland, 2005). Mikrosatellit DNA belirtegleri; popiilasyon diizeyindeki
arastirmalarda son derece kullanighdir. Bu baglamda; popiilasyon yapis1 analizleri, genetik
varyasyon tahminleri, ebeveyn tayini ve pedigri ¢alismalari, gen haritalarinin ¢ikarilmasi,
popiilasyonlar arasi genetik benzerlik ve farkliliklarin belirlenmesi gibi bir ¢ok alanda
kullanilmaktadir. Gelisen gen teknolojisine bagli olarak mikrosatellit belirteglerin hayvan
genetigi alaninda kullanimi her gecen giin artmaktadir. Bu teknolojilere iliskin ¢alismalar
dikkate degerdir ve oldukca ilgi uyandirmaktadir. Hayvan genetigi alaninda 6zellikle gen
kaynaklar1 koruma programlarinda, 6n molekiiler tanimlama i¢in bu belirteclerin kullanimi
biiylik 6nem tagimaktadir.

Mikrosatellitler ilk olarak 1980°1i yillarda kesfedilmistir (Passarge, 1995). Polimorfik
bir lokusta tekrarlarin sayis1 5’ten 100’°e kadar degisebilmektedir. Mikrosatellit polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) tirtinleri her bir lokusa gore degisen ve genel olarak 75 ile 300 baz
¢ifti uzunlugu arasindadir (Passarge, 1995).

Basit, ard arda tekrarlanan di-, tri- niikleotit dizilerinin genomda polimorfik olduklar1
ortaya konulmustur. Bu dizilerin tekrarlanma sikliklar1 yani frekanslar1 yiiksek oranda

polimorfizm gosterirler ve bu diziler genom boyunca rastgele dagilmislardir. Bu 6zellikleri
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dolayisiyla mikrosatellitler gen haritalama g¢aligmalarinda kullanilabilmektedir (Georges,
1990). Kiiciik popiilasyonlarda ve nesli tiikenen tiirlerde bile yiiksek derecede polimorfik
olmalari, mikrosatellitlerin baglica istiinliiklerinden biridir. Bu yiliksek polimorfizm;
yiikksek mutasyon oranindan kaynaklanmaktadir (Passarge, 1995). Genomun diger
bolgelerine gore mikrosatellitlerdeki kisa dizi tekrarlari, tekrar bolgelerinin biiyiikligi,
tekrar sayilari, DNA tekrar bolgelerindeki transkripsiyonun sikligi ve varyant tekrarlarinin
varligindan dolay1 mutasyon orani daha yuksektir (Li ve ark., 2002; Somasundaram, 2010).
Mikrosatellit lokuslarinda mutasyona sebep olan onemli iki mekanizma, DNA
replikasyonu sirasinda olusan hatalar ve mikrosatellit tekrarlarinda esit olmayan krossing-
overdir (Passarge, 1995).

Maya ve E.coli iizerinde yapilan ¢alismalarda, mikrosatellitlerde olusan
mutasyonlarin meydana gelme siirecinde asil etkili olan mekanizmanin kayma (slippage)
oldugu ortaya konmustur (Henderson ve ark., 1992). Replikasyon kaymasi olarak bilinen
bu durum tekrar bolgesinin replikasyonu sirasinda olusur. Kayma sonrasi, replikasyon
devam ederken olugan DNA, kalip DNA’ya gore ya kisa ya da uzun olur. Sonug olarak,
mikrosatellitler bir ka¢ tekrar kazanir ya da kaybeder (Sekil 3) (Eisen, 2000; Karhu, 2001).
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Sekil 3. Polimeraz enziminin kaymasit sonucu mikrosatellitlerde olusan
mutasyon. a) Replikasyon sirasinda DNA polimerazda olusan
kayma, b) Kalip ya da olusan DNA’da yanlis dizilim, c)
Replikasyonun devam etmesi ve eksik ya da fazla tekrar olusmasi
(Eisen, 2000).
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Mutasyona neden olan diger mekanizma; homolog kromozomlardaki mikrosatellit
tekrarlarinda krossing-over sirasinda tam olmayan bir eslesmenin olmasidir. Bu;
homologlar arasindaki iyi olmayan eslesmelerin; tekrar sayilarmin artigindan
kaynaklandigin1 akla getirmektedir (Sekil 4) (Eisen, 2000).

Esit olmayan "krossing over"

tekrar dizileri
x - --
===~ -
‘.(‘ homolog kromozom ciftleri
x nmawe -
e .=
: e cr— -
= duplikasyon
x | cocmrmren- =

Sekil 4. Esit olmayan Krossing Over’in gosterimi (Eisen, 2000).

Mikrosatellitler ko-dominant kaliim o6zelligi gostermeleri (Ramamoorthi ve ark.,
2009), lokusa 6zgii olmalar1 (Condit ve ark., 1991), genom iginde diizgiin ve genis yayilim
gostermeleri (lamartino ve ark., 2005; Ramamoorthi ve ark., 2009), yiiksek mutasyon orant
(Toro ve ark., 2009) ve genom hakkinda diger molekiiler belirteglere gore daha fazla bilgi
vermeleri (Ramamoorthi ve ark., 2009) yaninda PCR’a dayal1 bir teknik olmasindan dolayi
¢ok tercih edilen ve bir ¢ok tiirde kullanilan bir DNA belirtecidir.

Genom icerisindeki mikrosatellit lokuslari; oligonukleotit primerler kullanilarak PCR
araciligiyla yiikseltgenebilir. Bir popiilasyonda; mikrosatellit lokuslarinin PCR yontemiyle
cogaltilmasi ve jel elektroforezinde yiiriitiilmesi sonucunda, heterozigot ve homozigot
bireylere ait moleiil agirliklarina gore yayilarak olusan bantlar jel {izerinde
goriintiilenebilmektedir (Sekil 5). Heterozigot bireylere ait PCR iriinleri iki bant,
homozigot bireylere ait PCR iiriinleri ise tek bant olarak goriintiilenirler (Fatima, 2006).
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Sekil 5. Bir popiilasyondaki homozigot ve heterozigot bireylere ait mikrosatellit
lokuslarmin PCR ile ¢ogaltilmasi sonucunda elde edilen bantlarin jel
elektroforezi yardimiyla goriintiilenmesi.

Mikrosatellit DNA’nin replikasyonunda beklenen replikasyon durumu ile gézlenen

replikasyon durumundaki tekrar sayilarinda faklilik g6zlenmesi sonucu olusan pik

goriintiileri (Sekil 6).
a
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Sekil 6. Mikrosatellit lokuslarinda tekrar sayilarina gore pik goriintiileri. a. Mikrosatellit
lokuslarinda tekrar sayilarinin artmasi durumunda pik goriintiileri, b. Tekrar
sayilarinin azalmasi durumunda pik goriintiileri. 1. Baslama evresi, 2. Ayrilma
evresi, 3. Rehibridizasyon ve hatali hizalama evresi, 4. Ana kaliptan farkl
uzunlukta yeni bir zincir olusumu evresini gostermektedir (Ellegren, 2004).
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Bir canli; biri anneden digeri babadan gelen kromozomlar bakimindan her ikisinde
de benzer sayidaki mikrosatellit bolgelerine sahip ise yani; bu bdolgeler bakimindan
homozigot ise (A ve B) PCR sonucunda ¢ogalan bu mikrosatellit bolgesi jel tizerinde tek
bir bant olarak goriiliir (Sekil 3, AA ve BB’nin goriintiisii). Sekil 3’te A bireyi; 150 bg
uzunlukta ve B bireyi ise 148 b¢ uzunlukta bant olusturmaktadir. Bu bantlar jel tizerinde
kalin tek bir bant olarak goriilebilmektedir. Ancak heterozigot birey anne ve babadan gelen
kromozomlarda farkli uzunlukta mikrosatellit bolgeleri igerdigi icin; PCR ile elde edilen
mikrosatellit bolgesine ait DNA bantlarinin elektroforezi sonucunda iki farkli uzunlukta
bant olusur ve jel lizerinde ¢ift bant olarak goriilir (Sekil 3, AB’nin goriintiisii).
Mikrosatellitler, jel elektroforezi ile goriintiilenebildikleri gibi otomatik dizi analiz
cihazlarinda fragment analizi yapilarak bilgisayar sisteminde 6zel analiz programlariyla
uzunlugu bilinen standart 6rnek yardimiyla da analiz edilebilmektedirler. Kapiller
elektroforez sisteminin kullanildig1 bu teknikte; sonuglar allel uzunluklarini gosteren pikler
seklinde elde edilmektedir (Agaoglu, 2010). Sekil 7°de goriilen mavi renkte goriilen pikler
allelleri ifade etmektedir ve homozigot (220.7) bir birey isaret edilmektedir. Sekil 8’de
goriilen yesil renkte goriilen pikler allelleri ifade etmektedir ve heterozigot (172. 0-192. 8)
bir birey isaret edilmektedir.

EUT-49-Hize-Uwvit Yaylasi-4.tsa X
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Sekil 7. Homozigot bir bireye ait mikrosatellit lokusu fragment analizi sonucu
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Sekil 8. Heterozigot bir bireye ait mikrosatellit lokusu fragment analizi sonucu.
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Mikrosatellit belirtecleri; genetik haritalama (Vaiman ve ark., 1996; Batendse ve
ark., 1997), ebeveyn tayini (paternity test) ve pedigri ¢calismalar1 (Luikart ve ark., 1999;
Gao ve ark., 2005; Bolormaa ve ark., 2008), akrabal1 yetistirmelerin (inbreeding) seviyesi
ve etkisinin belirlenmesi (Canon ve ark., 2000; Karhu, 2001; Mateus ve ark., 2004),
popiilasyonlarin evrim tarihi ¢aligmalar1 (Buchanan ve ark., 1994; Loftus ve ark. 1999),
gen kaynaklarmin korunmasi ¢alismalar1 (Glowatzki-Mullis ve ark., 2008; Kumar ve ark.,
2009; Ligda ve ark., 2009), genetik c¢esitliligin arastirilmas: (Li, 2002; Sollero, 2009) ve
biyolojik materyallerin adli amacli Kimliklendirilmesinde (Padar ve ark., 2001)
kullanilmaktadir.

Mikrosatellit belirtegleri birgok hayvan tiirlinde ¢esitli amaglara yonelik olarak
basariyla ve siklikla kullanilmaktadir. Mikrosatellit belirteglerin belirli bir tiir icerisinde
polimorfik olmalar1 ve bireyden bireye farklilik gostermeleri molekiiler genetik alaninda
belirte¢ olarak kullanilmalarin1 uygun hale getirmektedir. Ayrica; giivenilir olmalar1 ve
kisa zamanda sonug alinabilmesi bu belirteglerin molekiiler genetik ¢alismalarinda tercih
edilme nedenleri arasinda gosterilebilir.

Minisatellitler, kromozomlarin telomerik ve sentromerik bolgelerinde toplanma
egiliminde olmalarina ragmen mikrosatellitler 6karyotik genoma genis bir sekilde yayilmis
ve bol olarak bulunurlar. Bu bilgilerin 1s1¢inda, mikrosatellit DNA ¢ok farkli sekillerde
isimlendirilmistir: STRs (Kisa Ardisik Tekrarlar) ve SSRs (Basit Dizin Tekrarlar).
Bunlarin hepsi mikrosatellit terimine ek olarak yaygin kullanilan isimlendirmelerdir.
Ayrica SSLPs (Tek Dizi Uzunluk Polimorfizmi) mini ve mikrosatellit lokuslar i¢in birlikte
kullanilmaktadir.

Calisilan ¢ogu lokusda mikrosatellitler tekrar bolgesinin sayisinda ¢ok farkliliklar
gostermesinden dolayr genetigin bir¢ok alaninda molekiiler belirte¢ olarak onem arz
etmektedir. Bugiine kadar mikrosatellit varyasyonunun en gelismis ¢alismalar1 lokusun tipi
ve bilgilendirme derecesi, niikleotit diziliminin boyu ve tekrarlanan niikleotitler arasi
iliskilerin arastirilmasi ile yapilmaktadir.

Mikrosatellitler, kusursuz, kusurlu ve bilesik motif olarak {i¢ gruba ayrilmislardir.
Burada mikrosatellitin niikleotit diziliminde ana motifi bozan niikleotitlerin bulunmasi
onun kusurlu dizilim gosterdigi anlamina gelir. Ayrica, eger birbiriyle bitisik iki farkli
motif bulunuyorsa bu da bilesik motif olarak isimlendirilir. Bu tekrarlar arasinda her tiirlii
kombinasyon miimkiindiir. Ana motif icerisinde meydana gelen bozukluklar tekrar

stiralarin1 korumaktadirlar ve kusursuz motiflere gore bu sekildeki bozuk motifler daha az
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varyasyon gosterir. Ayrica uzun tekrarlarin daha polimorfik olmalari beklenir.
Mikrosatellit tekrarlarin bulundugu genom bdlgelerindeki genetik varyasyonlar genellikle
DNA kaymas1 sonucunda meydana gelir.

Mikrosatellit lokuslardaki mutasyonlarin, DNA replikasyonu sirasinda, tekrarin
bulundugu kisimda yanlis eslesme veya bir tekrarin atlanmasi sonucunda meydana geldigi
diistiniilmektedir. Diger bir deyisle replikasyon sirasinda DNA’nin iki iplik¢igindeki tekrar
kismi1 beklenmedik bir esleme yapabilir ve daha sonra bunun tamiri mikrosatellit lokusun
uzamasi veya kisalmasi ile sonuglanir. En yaygin degisim yalnizca tek bir tekrar iinitesinin
kaybi veya fazladan olusmasi ile olur. Popiilasyon i¢i varyasyonun belirlenmesinde en
6nemli unsur mutasyon oranidir. Bu oranin mikrosatellit lokuslarda 107 ile 10" arasinda
degistigi tahmin edilmektedir (Goldstein ve ark., 1995). Tekrar bdlgelerinin her iki
tarafinda bulunan bolgeler "flanking bolgesi" olarak isimlendirilir ve buralarda meydana
gelecek mutasyonlar ¢ok onemlidir. Ciinkii buralar primerlerin baglanma noktalaridir ve
null allel olusumuna neden olur. Null alleller alloenzim ve minisatellit calismalarinda ¢ok
iyi bilinmesine ragmen mikrosatellit lokuslarda da goriilmektedir. Primer bolgelerinde
meydana gelen niikleotit eklenmeleri veya c¢ikmalar (insertion ve deletion) mikrosatellit
allellerin ¢ogaltilamamasina neden olacaktir.

Mikrosatellit lokuslar kodominant belirteclerdir, yani heterozigotlar homozigotlardan
ayirt edilebilir ve PCR kullanim1 ve allellerin jel iizerinde yiiriitiilmesiyle tiim genetik
bilgilere ulagmak miimkiindiir. Mikrosatellitler ayrica evoliisyonla ilgili ¢aligmalarda,
kriminolojik ¢aligmalarda, fertlerin akrabalik seviyelerinin ve ana ve babalarinin
belirlenmesinde, genomdaki genlerin haritalarinin ¢ikarilmasinda, populasyonun genetik
parametrelerinin (gen akist ve etkili populasyon biiytikliigii gibi) tahmini ve popiilasyon
farkliliklarinin belirlenmesi gibi ¢alismalarda yogun bir sekilde kullanilmaktadir (Queller
ve ark., 1993). Bunun nedeni mikrosatellitlerin genomda yogun bir sekilde dagilmis
olmalar1 ve islemlerinin kolay ve otomatik bir sekilde yapilabilmesidir. Canlilarin
genomunda yogun olarak bulunan mikrosatellitlerin, son yapilan caligmalara gore tiirlere
bagh olarak farkli frekanslarda farkli motiflere sahip olduklar1 tespit edilmistir. Iki
niikleotitli tekrarlar dikkate alindigindan (CA/GT) niikleotit tekrar1 memelilerin
genomunda yaygin olarak bulunmaktadir. Bu tip tekrarlar memeli genomunda her 50-150
kb’de bir olmaktadir. Memelilerdeki durumun aksine son ¢aligmalar yiliksek yapili

bitkilerde (AT/TA) niikleotit diziliminin yaygin oldugunu gdstermistir.
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SSR’ler minisatelitler ile karsilastirildiginda daha kolay izole edilirler. DNA’nin ¢ok
az dokudan ¢ok hizl1 bir sekilde izole edilebilir olmasi, ¢ok sayida Srnegin goriintiilleme
sistemi ve otomatik floresans dizi belirleyici ile kisa siirede genotiplerinin belirlenebilmesi,
kantitatif karakter lokuslarin (QTL) ayrilmasi ve genom haritalanmasi gibi ¢ok fazla lokusa
ihtiya¢ duyulan uygulamalarda, mikrosatelitler diger belirte¢ sistemlerine gore giiclii bir
alternatiftir.

Mikrosatellitler farkli genetik calismalar i¢in ¢ok giiclii tek lokus genetik belirteg
olarak kabul edilmis olmasina ragmen, allellerin PCR amplifikasyonu i¢in tiire has primer
gelistirilmesi ¢ok pahali ¢alismalar gerektirmektedir. Bir diger 6nemli dezavantaj ise
alleller denatiire olmus poliakrilamid jel iizerinde ayristirildigi zaman genellikle merdiven
veya golge seklinde bantlar olusturmaktadir. Bu istenmeyen bantlarin, amplifikasyon
iriinlerinin denaturasyonunun tamamlanmamis olmasindan veya PCR asamasinda olusan
yanlig eslesmelerden dolayr oldugu distliniilmektedir. Bu durum allellerin okunmasi
esnasinda genellikle problem yaratmaktadir. Fakat bunun yaninda {i¢ veya dort niikleotitli
mikrosatellitlerde bu durum pek goriilmez. Son dezavantaj ise onceden de bahsedildigi gibi
null allellerin olusmasidir.

Mikrosatellit DNA calismalariin yiiriitiilmesinde genellikle ABI 310 Genetik Analiz
Cihazi, ABI 3100 Genetik Analiz Cihazi ve ABI3500 Genetik Analiz Cihazi
kullanilmaktadir. Bu calisma i¢in ABI 3500 Genetik Analiz Cihaz1 kullanilmistir. Cihazin

calisma prensipleri su sekilde 6zetlenebilir:

1.3.6.1. Genetik Analiz Cihazlarimin Veri Toplamasi

Genetik analiz cihazlar1 veri toplamaya 6rnegin enjeksiyonundan sonra elektroforez
isleminin tam olarak tiim kosullar ile etkin olarak baslamasi ile baslar. Kapiller iizerinde
bulunan cam seffaf bélmeye (pencere) karsilik gelen yerde bulunan lazer ve detektor ile

okuma yapilir (Semizoglu, 2013).

1.3.6.2. RFU (Relative Flourescence Units) (Rolatif Floresan Birim)

Kapiller penceresine gelen DNA pargaciklarina bagli boyalar lazer tarafindan

uyarilarak 1s1ma yapmaya zorlanirlar. Her bir DNA pargasi tizerinde bulunan boya lazerden
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gelen 1s1may1 emerek kendi 6zelliklerine bagli bir 1s1ma yapar. Bu 1simanin dalga boyu
0zgiildiir ve ortamda bulunan DNA miktarina bagli olarak 1s1ma yapan boya miktar1 da
artacaktir. Iste 151ma miktarmin belirli bir birim baz alinarak karsilikli olarak kiyaslanmasi
ile elde edilen ve belirli bir anda tespit edilen 1s1ma birimine RFU denir. “Elde edilen
istmalar biyiikliikleri RFU miktarlarina gore belirlenerek piksel veriler halinde yliriitme

ekranina aktarilir (Semizoglu, 2013).

1.3.6.3. DNA’nin Tespiti ve Boyutunun Bulunmasi

DNA analiz cihaz1 boyalardan gelen 1s1ma miktarlarint RFU cinsinden veri olarak
toplar. Ayni zamanda her bir 1s1manin yiiriitmenin hangi zamaninda tespit edildigi de kayit
altindadir. DNA parcaciklarinin uzunlugunun tespitinde her bir 6rnek cihaza yiiklenirken
yiirlitme karigimina eklenen biiyiikliik markirlar1 kullanilir.

Daha once de belirtildigi gibi biiylikliik markirlar1 sentetik olarak iiretilen ve
biiyiikliikleri bilinen DNA pargalarindan olusan bir karisimdir. Her elektroforez isleminden
once kullanilan kite gore karisimda kullanilan boya tiirii ve igerdigi pargaciklarin boylar
yiirlitme dosyasinda belirtilir. Biiylikliikk markirinda kullanilan boya PCR i¢in kullanilmaz.
Cihaz biiyiikliik markir i¢in verilen boya tiirli ve pargacik boylarina gore topladig: verileri
siniflandirir. Bu islem i¢in dnce belirtilen boyadan elde edilen tiim parcaciklari ilk tespitten
son tespit edilene kadar siralar. Daha sonra ilk tespit edilen 1s1ma ile en kiigiik pargacik
boyunu eslestirir ve sirastyla tiim 1s1malar1 parca boylar ile eslestirir. Her bir 1s1ma tespit
siiresinde tespit siiresinde kayit altindadir. Iste bu veriler ile elektroforez icin bir parcacik
boyu-zaman grafigi ¢izilmis olur. Cihaz tiim eslestirmeden sonra bilinmeyen orneklerin
biiyiikliiklerini tespite baslar. Bunun i¢in bilinmeyen 6rnegin 6niinde ve arkasinda bulunan
iki biiytlikliik markir1 ve tespit siireleri alinir. Daha sonra bu siire bilinmeyen 6rnegin tespit
stiresi ile orantilanir ve bilinmeyen Ornegin biiyiikligii tespit edilmis olur. Sistem tiim
bilinmeyen Ornek 1s1malari i¢in ayni islemi yapar ve sonuglar1 ekrana grafik olarak yansitir.

Artik her bir pikin biiytikligii bilinmektedir (Semizoglu, 2013).
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1.3.6.4. Allellerin Adlandirilmasi

Her bir DNA pargaciginin adlandirilmasi islmi i¢in allellik ladder kullanilir. Allellik
ladder bir STR boélgesi i¢in popiilasyonda yaygin olan tiim allellerinin bulundugu bir
karigimdir. Tiplendirme programlart veya manuel olarak allellik ladder ile Orneklerin
biiyiikliiklerine gore iist liste ¢akistirilmasi ile bilinmeyen ornekten elde edilen her pik
eslestigi allellin ismini alir. Béylece her bir pikin allel ismi belirlenmis olur (Semizoglu,

2013).

1.3.6.5. Sonu¢ Tablosu

Sonug tablosu 3 boliimden olusur; Primer Oncesi, Primer ve Allellerin bulundugu
boliimdiir.

Primer Oncesi boliimde renk hatlar1 diiz ve 2000 RFU’nun altinda olmalidir. Bu alan
ayni zamanda ayni zamanda cihaz kalibrasyonun diizgiin olup olmadig1 ve yiiriitmenin
giivenirliligi ile ilgili de bilgi verir.

Ikinci boliim primer artiklarinin olusturdugu béliimdiir. Burasi biiyiik ve i¢ ice
geemis piklerden olusur. PCR neticesinde iirline donligmeyen primerlerin kapiller
penceresinden gegisi ile toplanan verilerdir. Uriin miktar1 ne kadar ¢ok ise artik primer o
kadar az olacagindan PCR ile ilgili bilgi verir.

Ucgiincii ve son bolim allellerin bulundugu béliimdiir. Bu kisimda alleller ve
biiyiiklik markirlarma ait DNA pargalar1 bulunur. Ideal bir yiiriitmede allel piklerinin
boylarinin birbiri ile dengeli olmas1 gerekir (Sekil 9). Sona dogru daha biiytik allellerin
piklerinin kiiciik allellere gére daha az sayida ¢ogalmasi sebebi ile pik boylarinin daha

kii¢iik olmasi beklenir (Semizoglu, 2013).
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Sekil 9. Fragment analizinde pik boylarimin belirlenmesine ait sonug tablosu

1.3.6.6. Allel Pikleri

Allel pikleri boy ve en olmak iizere iki diizlemde degerlendirilir. Pikin boyu allellerin
cogalmis kopya sayisini sayisini verir. En ise iirlinlerin detektdr oniinden gegis hizinm
gosterir. Pikin eninin dar ve tepe noktasinin belirgin olmasi elektroforezin saglikli
oldugunu gosterir. Pikin tepe noktasi toplam RFU miktarin1 gosterir. RFU miktarlar ile
allellerin ve karigik drnekteki DNA profillerinin birbirinden ayrimi gerceklesmektedir.

Tepe noktast aym1 zamanda allelin belirlenmesinde de kullanilir. Pikin miimkiin
oldugunca enden dar olmasi tercih edilir. Pik boyunun standardin {istiinde uzun olmasi ise
diger boyalara yansima yaparak bir takim tiplendirme problemlerine yol agabilir.

PCR yontemi gere8i tiim elektroferogramda piklerin boyu kiiciik allellerden
bliyliklere dogru diisilis gosterir. Dolayisi ile elektroferogramin hem genelinde hem de hem

de her bir STR bolgesinde durum bu sekilde olmalidir (Sekil 10) (Semizoglu, 2013).
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Sekil 10. Homozigot ve heterozigot allel piklerinin gosterilmesi

1.3.6.7. Allel Sayis1 ve Karisik Ornek

Genel olarak tek bir katilimeciya ait STR bolgesi homozigot veya heterozigot
olmasina gore tek veya cift allel icerir. Heterozigot bireylerde allelleri temsil eden piklerin
RFU boylarinin birbirine orant %70’in altinda olmaz. Genelde RFU’ su biiyiik olan kiigiik
alleldir. iki katilime1 bulunan durumlarda ise 6rnek “Karisik Ornek” olarak adlandirilir ve
allel sayis1 en az bir en ¢ok dort olabilir. Katilimcr sayisi ti¢ oldugunda en ¢ok alt1 allel
bulunur ve iigten fazla katilimcinin bulundugu durumlarda en yiiksek allel sayist sekiz
olacagindan ozellikle heterozigot STR bolgelerinde katilimcilarin allellerini saglikli bir
sekilde belirleme ve DNA profilini dogrulukla ortaya ¢ikarma ihtimali diisiik olacaktir
(Semizoglu, 2013).

1.3.6.8. Yapay Pikler

Ideal &rneklerde tek bir katilimcidan en ¢ok iki allel elde edilebilecegi dngoriilse de
bazi istisnai durumlardan kaynakli fazladan allelleri gormek de miimkiindiir (Sekil 11).
DNA profillemesini yapacak kisi gercek allel pikleri ile fazladan ortaya ¢ikan yapay pikleri
ayirmalidir. Zira yapay pikler tespit edilemez ise ornek karisik 6rnek olarak tanimlanip

sonug yanlis yorumlanabilir (Semizoglu, 2013).
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Sekil 11. Yapay piklerin gosterilmesi

1.3.6.9. Stutter Pikleri

Gergek allellerin bir tekrar 6ncesinde olan ve gercek pik boyunun %15’inden kiiciik
olan piklerdir. Genelde tiim profilde bulunan allel piklerinin hepsinin Oncesinde
mevcutturlar. Golge bant ve DNA Polimeraz Kayma Uriinii olarak da adlandirilirlar.
PCR’nin uzama boliimiinde DNA Polimeraz aktivitesi sonucunda meydana gelen eksik
tirtinlerdir. Primer uzamasi sirasinda ana zincirin tekrar bdlgelerinin sisme veya katlanma
sebebi ile bir linitesinin Polimerazca atlanarak ¢ogaltilmasi ile olusurlar. Her ne kadar tiim
bolgelerde goriilse de biiyiikliik oranlar1 bolgeden bolgeye ve allelden allele farklilik
gosterebilir. Biiyiik olan allellerin Stutter pik oranlar1 kiigiik allellere gore daha ylikektir.
Tekrar tinitesi biiyiik olan bolgelerde Stutter olusma oran1 ¢ok daha diisiiktiir (Semizoglu,
2013).

1.3.6.10. —A Piki

DNA Polimeraz aktivitesi sonunda PCR iirliniiniin 3° ucuna kalip DNA’da esi
olmayan bir baz ekler. Genelde eklenen bu baz adenozindir ve bu sebeple ekleme islemi
Adenilasyon olarak da adlandirilir. Bu islem sonunda her bir {irtin kalip DNA’nin ayni
bolgesine gore bir baz daha uzun olur.

Standart bir PCR’da adenilasyon PCR’in dongiileri tamamlandiktan sonraki
inkiibasyon siiresinde tamamlanir. Bu inkiibasyon siiresi yaklasik 30 ila 45 dakika arasi
olur ve optimize 1s1 derecesi ¢ogaltilan STR bolgelerine gore degisebilir. Ancak zaman
zaman standart PCR bilesenlerinin olmamas1 sebebi ile bir kisim iiriinlerde adenilasyon
eksik kalabilir. Bu durumda elde edilecek allel pikleri de varyasyon gosterebilir. Ornegin

bir baz farkliliktan kaynakli olarak catalli ya da kamburlu pik goriintiileri olugabilir. Bu tip
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goriintlilerde mutasyon ihtimali ile ya da tam tekrarli olmayan alleller ile karistirilabilir. Bu
duruma en iyi 6rnek THO1’ de bulunan 9.3 allelidir. 10 alleli ile bir baz farki olan bu
allellin —A mu1 oldugu yoksa dogal bir allel mi oldugunun ayriminda dikkat edilmelidir.
Ancak eger profilde —A pikleri var ise bu genelde her bolgede aymi anda goriilebilir.
Dolayist ile profilin tamamina yayilmis veya bir kisminda bulunan bir pik anomalisi ile

pikin karsilagtirtlip —A piki tanimi yapilmasi kolaydir (Semizoglu, 2013).

1.3.6.11. Yansima Pikler

Floresan boya miktar1 fazla oldugunda ya da cihazin matriks ayarlar ile ilgili bir
aksama meydana gelmis ise cihaz tespit ettigi dalga boyunu tam olarak
siniflandiramayabilir. Bunun sonucu olarak sanki tiim boyalardan sinyal aliyor gibi veri
degerlendirip tiim boyalarda pik olusturur. Mavi ve yesil gibi birbirine yakin dalga
boyunda 1sima yapan boyalar 6zellikle 1s1ma yapan ozellikle 1s51ma yapan {iriin DNA
miktar1 da fazla ise diger renk kulvarlarinda yapay pikler olusturabilir. Pikler tiim renklerin
ayni bolgesinde olacagindan tiim veri degerlendirilerek yansima kaynakli yapay pikler
elenebilir. Yansimanin sebebine gore cihaza yiiklenen {irlin miktarinin diisiirtilmesi veya

matriksin yenilenmesi ile sorun ¢oziilebilir (Semizoglu, 2013).

1.3.6.12. Boya Artiklari

Primerler iizerinde bulunan boyalar zaman zaman ayrilarak veya ¢esitli etkilesimler
ile bagimsiz bir sekilde kolon i¢inde hareket edip detektdr Oniinden gegerler ise cihaz bu
artiklar1 da pik olarak degerlendirebilir. Bu pikler kiiciik ve daha genis tepeye sahiptirler.
Daha c¢ok stutter biiylikliiglinde veya daha kiigiik olabilirler ancak karisik ornekler
tiplendirilirken diisiik yogunluktaki katilimcinin DNA pikleri ile karistirilma riskleri vardir

(Semizoglu, 2013).

1.3.6.13. Pik Benzeri Atimlar

Toz, hava kabarcigi, ani elektriksel degisimler ve iire kristalleri gibi sebeplerden

kaynaklanirlar. Allel piklerine benzer yapida olsalar da genislik olarak ¢ok dar ve anlik
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atimlar olduklarindan allel piklerinden kolayca ayirt edilebilirler. Herhangi bir anda ortaya
cikabilirler. Bunlarin yani sira tekstil boya atiklari, vitaminler, aromatik bilesikler ve bir
¢ok molekiilde benzer atimlara sebep olabilir. Ancak daha 6nce de belirtildigi gibi goriintii

olarak allel piklerinden kolayca ayirt edilebilirler (Semizoglu, 2013).

1.3.6.14. Allel Diismesi

PCR ile ¢ogaltilacak bolge 3 kisimdan olusur. Primer baglanma bdlgesi, tekrar dizi
ile primer baglanma bolgesi arasinda kalan kanat kismi ve tekrar dizisi. Eger primer
baglanma bolgesinde bir hasar veya mutasyon meydana gelmis ise primer etkin olarak
baglanamayacagindan gen bdlgesinin c¢ogaltilmasi veya yeterli miktarda iiriin eldesi
miimkiin olmaz. Bu durumda eger her iki kromozomda hasarli ise hig allel elde edilemez
ya da tek kromozomda hasar var ise heterozigot olan birey homozigot olarak tiplendirilir.
Bununla beraber tiim STR bolgeleri i¢in daha once de belirtildigi gibi biiyiik allel diger
allele gore daha az ¢ogalir ki optimize olmayan kosullarda biiyiik allel tespit edilemeyecek
diizeyde ¢ogalarak yine STR bolgesinin homozigot olarak degerlendirilmesine neden
olabilir. Bu sebeple 06zellikle homozigot gen bdlgelerinin degerlendirilmesinde allel
diismesi mutlaka dikkate alinmalidir. Allel diismesi tek bir bolgede olabilecegi gibi eger
sorun PCR sartlarindan kaynakli ise birden fazla ve 6zellikle de biiyliik STR bolgelerinde
de bulunabilir. Hig allel bulunmayan STR boélgelerinde allel diismesi olup olmadigini tespit
etmek daha kolaydir. Ancak allel bulunmamasinin sebebi ise ¢ok fazla olabilir. Allel
diismesinin tespiti ve giderilmesinde en etkili yontem bir bagka primer setinin ve kitin
kullanilmasidir. Bununla beraber kalip DNA konsantrasyonunun ve analizin optimal

sartlarda olup olmadig1 da gozden gegirilmelidir (Semizoglu, 2013).

1.3.6.15. Mikroallel ve Allellik Ladder Dis1 Allel

Yapay pikler rastgele olustuklari icin tespitinde en etkili yontem Allellik Ladder ile
cakisip cakismadiginin kontroliidiir. Ancak yapay pik olmayip allellik ladder ile
ortiismeyen alleler de vardir. Allellik ladderlar popiilasayonda yaygin olarak bulunan
allellerden olusurlar dolayisi ile popiilasyonda bulunan tiim allelleri igermeyebilirler. Bu

yiizden tespit edilen bir allellik ladder dist pikin dogal mi yoksa yapay mi oldugunu
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anlamak cok onemlidir. Mikroalleller diger allellerin aksine eksik bazli tekrarlar igeren
allellerdir. Allelik ladder ile oturmayan her allel, allellik ladder dis1 alleldir ancak allel
eksik baz tekrar1 igeriyor ise mikroallel olarak adlandirilir. Yine ayni sekilde allelik ladder
disinda kalan diger allellerde yapay olmadiklar1 kanitlanarak allel olarak
degerlendirilebilir. Ladder dis1 allellerin tespitinde en giivenilir yol sekans analizi

yapmaktir (Semizoglu, 2013).

1.3.6.16. Parcalanmms DNA

Elde edilen DNA genellikle fiziksel ve kimyasal etmenlere maruz kalmis haldedir.
Her ne kadar DNA analizleri icin biyolojik drneklerin toplanmasi ve saklanmasi i¢in yeni
teknolojiler gelistirilmis ise de biyolojik 6rnekler ¢cok cabuk bozulabilecek niteliktedirler.
Ozellikle su, toprak, giines 15181 gibi fiziksel etmenler, niikleaz gibi biyolojik etmenler
DNA’nin kararli yapisint bozarlar ve DNA parcalanabilir. STR bolgeleri ile kiiciik hedef
DNA pargaciklariin analizi saglandigindan par¢alanmig DNA i¢inde analizlerden ¢ok iyi
sonu¢ aliabilmektedir. Ancak parcalanma primer baglanma veya ¢ogaltilacak hedef DNA
dizisinde meydana gelmis ise ¢ogaltma islemi etkin olarak gerceklesmeyeceginden
Multipleks bir PCR’da baz1 STR bolgelerinden sonug¢ alinamayabilir. Yapilmasi gereken
oncelikle DNA’nin pargalanmis olup olmadiginin dogrulanmasidir. Bu dogrulama islemi
agaroz jel elektroforezi ile yapilabilir. Eger agaroz jel elektroforezinde ornek tek bant
yerine siiriintii seklinde ise DNA parcalanmistir. Bu durumda yapilabilecekler ayni
bolgeler icin bagka primer setleri kullanmak veya diger STR bolgelerini ¢ogaltmak olabilir
(Semizoglu, 2013).

1.3.6.17. inhibisyon

PCR analizleri birgok bilesen igerir. PCR’1n basari ile sonuglanmasi i¢in mutlaka tiim
bilesenlerin etkin olarak rol oynamalar1 gerekir. Herhangi bir etkenin dahil olmamasi
analizin basarisiz olmasina sebep olur. Elde edilen 6rneklerin maruz kaldiklari ¢evresel
etmenler DNA’y1 veya PCR sonucunu olumsuz etkileyebilirler. Genelde DNA izolasyonu
prosediirleri ile biyolojik 6rnekle transfer edilen kirliliklerin uzaklastirilmast hedeflenir.

Ancak gerek arta kalan ve temizlenmeyen inhibitorler gerekse tiim analiz basamaklarinda
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kullanilan ve PCR tiipiine tasinan inhibitorler analizi olumsuz sonuglandirabilir. Inhibitor
varliginin 6rnekten mi yoksa kullanilan malzemelerden mi kaynaklandig1 izolasyon ve
PCR yaparken ¢alisma grubuna eklenecek olan + ve — kontrol 6rneklerinden anlagilabilir.
Eger eklenen kontrol 6rnekleri beklenen sonuglar1 vermis ise sorun ¢ok biiyiik bir olasilikla
ornekte kaynaklaniyordur. Eger kontrol ornekleri beklene sonuglart vermemis ise tiim
calisma zinciri boyunca yapilan bir hata ya da inhibitdr tiim analizi etkilemistir. Sorunun
kaynagmni bulma icin her bir basamak gdzden gegirilmelidir. Ornegin sulandirilarak
inhibitoriin seyreltilmesi, inhibitor tespit edilmis ise inhibitore baglanabilecek ajanlarin
kullanilmas: ya da daha fazla DNA polimeraz eklenmesi ¢6ziim olabilir (Semizoglu,
2013).

1.3.6.18. Genetik Anormallik

Kromozomal translokasyonlar, duplikasyonlar, delesyon, insersiyon ve trizomiler ile
somatik mutasyonlar STR bélgelerinin allel sayilarin etkileyebilir. Ornegin trizomisi olan
bir bireyin trizomi gosteren kromozomu igin ii¢ allel tespit edilebilir. Tiplendirme
yapilirken mutlaka bu tip etkenler de gdz oOniinde tutulmalidir. Ozellikle esey
kromozomlarindaki anormallikler allellere ait piklerin RFU boylarina bakilarak tespit
edilebilir (Semizoglu, 2013).

Mikrosatellit DNA kesfedildikten sonra birgok alanda kullanilmaya baslandi (Sekil
12). Ozellikle 1990 ve 20099 yillar arasinda bu yontemin kullanilmasinda ciddi bir artis
yasand1 (Sekil 13). 2009 ve 2010 yillar1 arasinda ¢ok ¢esitli canli gruplari i¢in kullanimi1
yayginlast1 (Tablo 2).



36

Zaman Cizelgesi: Mikrosatellit DNA’nin Kesfinden Sonraki i1k 13

Yilda Neler Yapildi?
isa tekrarl Minisatellitlerin
1Sa teKkrarli . insan
motiflerin, DNA parmak izi il 1
sayilarmin kullanilarak ortaya populasyon ar.1
degiskenligi ile ¢ikarilan art arda arasinda genetik
globin dizili tekrarlardan iliskilerin 1yi
lokuslarinda olusan DNA’nin Mikrosatellitler-in 6lgekli bir
bulunan allellerin boy Mikrosatellitler-in || kullammuyla ilk analizde
sekans uzunuklarindaki || dogal popiilasyon detayl insan | | mikrosatellitler
analizlerinin . . -
ortaya varyasyonlarin caligmalarinda genom haritasinin| |  ile miimkiin
cikarilmasi kesfi kullanilmasi cikarilmasi kilinmasi

Okaryotik genomlarda tekrarl PCR tabanli mikrosatellit insanlara ait
siralarin piirin-pirimidin genotiplerinin belirlenmesi pedigri
polimerleri dikkate alinarak, analizlerinde ¢ok
olas1 Z-DNA formlariyla ) sayida )
birlikte gelistirilmesi mikrosatellit
mutasyonlarinin
fark edilmesi

Genetik varyasyonlarin olusumunda “cryptic simplicity”
denilen bolgelerin dnemli rol oynadiklarinin fark edilmesi

Sekil 12. Zaman Cizelgesi-Mikrosatellit DNA’nin Kesfinden Sonraki ilk 13 Yilda Neler

Yapildi? (Ellegren, 2004).
g g8

1990 yilindan 2009 yilina kadar mikrosatellit metodunun
kullanimindaki artis1 gosteren grafik (Guichoux, 2011).
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Tablo 2. 2009-2010 yillarinda Molekiiler Ekoloji Dergisi’nde mikrosatellit DNA yontemi
kullanilarak yapilan her biri kendi igerisinde orjinal yaymlar (Guichoux, 2011).

Aragtirilan Canlilar (%)
Memeliler 18
Omurgasizlar 16
Bitkiler 15
Arthropodlar 14
Amfibi ve Siiriingenler 12
Kuslar 11
Mantarlar 8
Baliklar 6
Tekrar Unitelerinin Uzunlugu (%)
Di-niikleotit 46
Tri-niikleotit 13
Tetra-niikleotit 14
Imperfect 26
Multiplexing (%)
1-4 markers 15
5-8 markers 19
>8 markers 8
Herhangi bir markir kullanimi olmadan 58
Null Allel Orani (%)
Evet 40
Hayir 60
Hata Oranlari (%)
Evet 26
Hayir 74

Herpetoloji ile 1ilgili mikrosatellit DNA metodu ile hazirlanan bir¢cok calisma
mevcuttur. Ozellikle Darevskia cinsi igin yapilmis en kapsamli calisma 2006 yilinda
Korchagin ve ark. tarafindan, partenogenetik bir kertenkele olan Darevskia unisexualis ve
biseksiiel atalar1 Darevskia raddei ile Darevskia valentini’ye ait 5 adet mikrosatellit
lokusunun (Du215, Du281, Du323, Du418 ve Du47) alel frekanslarinin ve sekanslarinin

incelenmesiyle baslamistir. Bu ¢alismada, filogenetik olarak bazi ayrimlara gidilmis ayrica
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Du218 lokusunun Darevskia unisexualis’e atalarindan miras kalan bir haplotip oldugu
gercegi agiga cikarilmistir.

2005 yilinda Grechko ve ark. tarafindan Lacerta agilis kompleksi, Lacerta s. str.
Podarcis, Darevskia, Zootoca, Eremias ve Ophisops cinsleri ve soz konusu tiiriin
alttiirlerinin molekiiler diizeyde ayrimi i¢in kullanilmis ve ¢alismada Agil60 mikrosatellit
lokusunun sekans analizi c¢alisilmistir. Bu calismada ayrica RAPD Metodu da
kullanilmustir.

2006 yilinda Malysheva ve ark. tarafindan Darevskia armeniaca’da Du2l5
lokusunun sekans analizi ¢alisgtlmistir. Bu calisma, 2006 yilinda biiyiik yanki yapan
Korchagin ve ark. tarafindan hazirlanan c¢alisma referans alinmis ve bu calisma ile
karsilastirmali olarak hazirlanmustir. Darevskia armeniaca’da Du215 lokus sekansinin,
Darevskia unisexualis ile ayni tekrarlar1 tasidigi fakat ilaveten farkli tekrarlarin da
bulundugu rapor edilmistir. Boylelikle belirlenen lokuslarin isimleri ayni olsa da (Du215)
icerdigi tekrar sayilar1 ve niikleotitlerde farklilik tasidigi gerekgesi ile tiir yahut alttiir
seviyesinde farkliliklara ulasilabilecegi gosterilmistir. Tiire 6zgii oldugu i¢in, Darevskia
armeniaca’da bulunan Du215 lokusu Du215 (arm) adini almastir.

2004 yilinda Ciobanu ve ark. tarafindan Lacerta agilis exigua, Lacerta agilis
boemica ve Lacerta strigata’dan temin edilen kan 6rneklerinde Agil60 ve CLsat tekrarli
tniteleri caligilmistir. Agil60 lokusunun hibridizasyon analizleri ve sekans yapilar
incelenmistir. Lacerta strigata ve Lacerta agilis tiirlerinin art arda dizili tekrarli tiniteleri
aciga cikarilmistir. Ayrica Agil60 ve CLsat lokuslarinin ardisik tekrarlarinin g¢alisilan
tiirlerde oldukca benzer oldugu bilgisi kaydedilmistir.

2006 yilinda Hoehn tarafindan hazirlanan bir ¢alismada Avustralya Gekolari
calisilmistir. Belirlenen lokuslar onceki calismalarda olmayan farkli Geko tiirlerinde

denenmis ve Geko tiirlerini ayirmada basarili bir sekilde kullanilmastir.



2. MATERYAL VE METOD

2.1. Calisma Sahasi

Bu calismada KTU Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Zooloji Arastirma Laboratuvari
personeli (Ufuk Biilbiil, Muammer Kurnaz ve Ali Ihsan Eroglu) tarafindan degisik
zamanlarda yakalanmis ve diyagnostik 6zellikleri belirlenmis D. rudis’ in nominant alttiirii
olan D. rudis rudis’e ait Ordu-Unye (1), Ordu-Persembe (2), Giresun-Dereli-Alancik (1),
Giresun- Gérele-Ismailbeyli Koyii (1), Giimiishane—Kose (3), Samsun-Derelisefakoyii (2),
Samsun-Terme (1), Samsun-Canikli (1), Samsun-Merkez Girisi (2), Trabzon-Diizkdy-
Hackalibaba Yaylast (1), Trabzon-Caglayan-Ok¢u Mahallesi (1), Trabzon-Yildizli-
Demirtag Koyii (1), Trabzon-Dernekpazari (1), Trabzon-Arsin-Findikli Kéyii (1), Trabzon-
Merkez-Toskdy Koyii (1), Trabzon-Arsin-Dilek K&yii (1), Trabzon-KTU Kampiisii (1),
Trabzon-Siirmene-Ciftesu Koyt (1), Trabzon- Zigana (1), Trabzon-Of-Cumhuriyet
Mahallesi (1), Samsun-Bafra (1), Giimiishane-Karamustafa Koyii ( 1), Trabzon-Derecik
(1), Trabzon-Akgaabat-Mersin Konutlart (1), Trabzon-Yomra (1) o6rnekleri; diger
alttiirlerinden Darevskia rudis mirabilis’e ait Rize-Ovit Yaylasi (5) 6rnekleri; Darevskia
rudis macromaculata’ya ait Artvin-Savsat-Camgeciti Asagisi (4), Artvin-Savsat-Hocakoy
Mezras1 (4) ornekleri; Darevskia rudis obscura’ya ait Ardanug-Gegitli-Bilbilan Yaylasi
(4), Ardanug-Gegitli-Bilbilan Yaylasi aras1 (3) 6rnekleri; Darevskia rudis bischoffi’ye ait
Artvin-Ciftekemerképrii (1), Rize-lyidere (2), Rize-Ayder (1), Rize-Findikli (1), Rize-
Ardesen (1), Artvin-Borg¢ka-Camili arasi (1), Artvin- Ciftekoprii (1), Artvin-Hatila Vadisi-
Basyayla (1), Artvin-Hopa-Esenkiy1 (2), Artvin-Hopa-Kemalpasa (1), Artvin-Murgul (2),
Artvin-Murgul-Yukar: Balaban (1), Artvin-Ortacalar (1), Artvin-Merkez (1), Artvin-Hatila
Vadisi (1), Artvin-Yanikli (2), Artvin-Bespare Koyii-Orman Yolu (2), Artvin-Borgka-
Lekoban Yaylasi (2), Artvin-Savsat-Cancir Yaylasi (2), Artvin-Savsat-Madenkdy (1),
Artvin-Barhal (1), Ardesen-Camlihemsin Yolu 10. km (1), Artvin- Erenkdy-Yusufeli (1)
ve Artvin-Yesilkoy (1) ornekleri kullanilmistir (Sekil 14). D. rudis rudis 6rnekleri 2012 ve
2013 yillarinda; Darevskia rudis mirabilis, Darevskia rudis macromaculata, Darevskia
rudis obscura ve Darevskia rudis bischoffi 6rnekleri 2014 yilinin yaz aylarinda yapilan

arazi ¢aligmalariyla toplanmistir.
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Sekil 14. Bu calismada incelenen kertenkele drneklerinin toplandigi lokaliteler 1-Bursa-
Uludag, 2-Yigilca-Diizce, 3-Alapli-Zonguldak, 4-Kurucasile-Bartin, 5-Sinop-
Merkez, 6-Bafra-Samsun, 7- Canik-Samsun, 8- Samsun-Merkez Girisi, 9- Sefali
K&yii-Carsamba, 10- Terme-Samsun, 11- Unye-Ordu, 12- Persembe-Ordu, 13-
Alancik-Dereli-Giresun, 14-Karamustafa-Glimiishane, 15-K6se-Giimiishane, 16-
Zigana Gegidi, 17- Ismailbeyli Kdyii-Gorele-Giresun, 18- Hagkalibaba-Diizkdy,
19-Mersin Konutlari-Akgaabat, 20-KTU Kampiis, 21- Demirtas Koyii-Yildizl,
22- Derecik-Trabzon, 23- Okg¢u Mah.-Caglayan, 24- Toskoy Koyi, 25-
Dilekkdyii-Arsin, 26- Findikli Koyii-Arsin, 27-Yomra, 28- Dernekpazari, 29- Of
Cumhuriyet Mahallesi, 30- Siirmene, 31- lyidere, 32- Ovit Gegidi, 33- Ardesen,
34- Camlihemsin Yolu 10. Km, 35- Ayder Yaylasi, 36- Findikli-Rize, 37-Barhal
Vadisi-Yusufeli, 38-Ciftekemer Koprii-Arhavi, 39- Ortacalar-Arhavi, 40- Hatila
Vadisi, 41- Bagyayla, 42- Murgul, 43- Yukar1 Balaban-Murgul, 44- Arhavi-
Merkez, 45- Esenkiyi-Hopa, 46-Kemalpasa-Hopa, 47-Ciftekoprii-Borgka, 48-
Yesilkoy, 49- Borgka-Camili Arasi, 50- Yanikli Yaylasi, 51- Erenkoy-Yusufeli,
52- Bespare Koyii, 53- Lekoban Yaylasi, 54- Madenkdy-Savsat, 55- Cancir
Yaylasi, 56- Gegitli-Bilbilan Yaylasi, 57- Gegitli Bilbilan Yaylas: Arasi, 58-
Hocakdy Mezraasi, 59- Cam Gegidi Asagisi

Calismada ayrica Bursa-Uludag’dan yakalanmis D. bithynica’ nin; nominant alttiirii
olan D. bithynica bithynica 6rnekleri (5 adet) kullanilirken; Diizce-Yigilca (1), Zonguldak-
Alapli (2), Bartin-Kurucasile (2) ve Sinop-Merkez (5)’ den yakalanmis D. bithynica tristis
ornekler kullanilmistir. Calismada kullanilan D. bithynica tiiriine ait orneklerin tamami
2012 wyilmin yaz aylarinda yapilan arazi ¢alismalarinda yakalanmis Dbireyleri
kapsamaktadir.

Bu calismada D. rudis’e ait alttiirlerden yalnizca, Tirkiye’nin Nigde ilinde dagilis
gosteren D. r. Dbolkardaghica alttirii mevcut oOrnek bulunmadigindan dolay1

kullanilmamustir.
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Tablo 3. Bu c¢alismada kullanilan kertenkele orneklerinin popiilasyon isimleri ve

lokaliteleri
Ornegin Numarasi Popiilasyonun Adi Lokalitesi
1 D. b. bithynica Bursa Uludagl
2 D. b. bithynica Bursa Uludag2
3 D. b. bithynica Bursa Uludag3
4 D. b. bithynica Bursa Uludag4
5 D. b. bithynica Bursa Uludag5
6 D. r. tristis Diizce-Yigilca
7 D. r. tristis Zonguldak-Alapli-1
8 D. r. tristis Zonguldak-Alapli-2
9 D. r. tristis Bartin-Kurucasile-1
10 D. r. tristis Bartin-Kurucasile-2
11 D. r. tristis Sinop-Merkez-1
12 D. r. tristis Sinop-Merkez-2
13 D. r. tristis Sinop-Merkez-3
14 D. r. tristis Sinop-Merkez-4
15 D. r. tristis Sinop-1
16 D. r. rudis Gilimtishane-K6se-2
17 D. r. rudis Gilimuishane-K6se-3
18 D. r. rudis Samsun-Derelisefakoyii-1
19 D. r. rudis Ordu-Unye
20 D. r. rudis Ordu-Persembe-1
21 D. r. rudis Ordu-Persembe-2
22 D. r. rudis Giresun-Dereli-Alancik
23 D. r. rudis Giresun-Goérele-Ismailbeyli Koyii
24 D. r. rudis Gilimiishane-K6se-1
25 D. r. rudis Samsun-Derelisefakoyii-2
26 D. r. rudis Trabzon-Arsin-Findikli Koyt
27 D. r. rudis Trabzon-Merkez-Toskoy Koyt
28 D. r. rudis Trabzon-Arsin-Dilek Koyt
29 D. r. rudis Samsun-Terme
30 D. r. rudis Samsun-Canikli
31 D. r. rudis Samsun-Merkez Girisi-1
32 D. r. rudis Samsun-Merkez Girigi-2
33 D. r. rudis Trabzon-Diizkoy-Hacgkalibaba Yaylas1
34 D. r. rudis Trabzon-Caglayan-Okc¢u Mahellesi
35 D. r. rudis Trabzon-Yildizli-Demirtag Koyt
36 D. r. rudis Trabzon-Dernekpazari
37 D. r. rudis Trabzon-KTU Kampiisii
38 D. r. rudis Trabzon-Siirmene-Ciftesu Koyt
39 D. r. rudis Trabzon-Zigana
40 D. r. rudis Trabzon-Of-Cumhuriyet Mahallesi
41 D. r. rudis Samsun-Bafra
42 D. r. rudis Gilimiishane-Karamustafa Koy
43 D. r. rudis Trabzon-Derecik
44 D. r. rudis Trabzon-Akgaabat-Mersin Konutlari
45 D. r. rudis Trabzon-Yomra
46 D. r. mirabilis Rize-Ovit Yaylasi-1
47 D. r. mirabilis Rize-Ovit Yaylasi-2
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Tablo 3’iin devami

48 D. r. mirabilis Rize-Ovit Yaylasi-3

49 D. r. mirabilis Rize-Ovit Yaylasi-4

50 D. r. mirabilis Rize-Ovit Yaylasi-5

51 D. r. macromaculata Artvin-Savsat-Camgegiti Asagisi-1
52 D. r. macromaculata Artvin-Savsat-Camgegiti Asagisi-2
53 D. r. macromaculata Artvin-Savsat-Camgeciti Asagisi-3
54 D. r. macromaculata Artvin-Savsat-Camgeciti Asagisi-4
55 D. r. macromaculata Artvin-Savsat-Hocakdy Mezrasi-1
56 D. r. macromaculata Artvin-Savsat-Hocakdy Mezrasi-2
57 D. r. macromaculata Artvin-Savsat-Hocakoy Mezrasi-3
58 D. r. macromaculata Artvin-Savsat-Hocakdy Mezrasi-4
59 D. r. obscura Ardanug-Gegitli-Bilbilan Yaylasi-1
60 D. r. obscura Ardanug-Gegitli-Bilbilan Yaylasi-2
61 D. r. obscura Ardanug-Gegitli-Bilbilan Yaylasi-3
62 D. r. obscura Ardanug-Gegitli-Bilbilan Yaylasi-4
63 D. r. obscura Ardanug-Gegitli-Bilbilan Yaylasi arasi-1
64 D. r. obscura Ardanug-Gegitli-Bilbilan Yaylasi arasi-2
65 D. r. obscura Ardanug-Gegitli-Bilbilan Yaylasi arasi-3
66 D. r. bischoffi Artvin-Ciftekemerkoprii

67 D. r. bischoffi Rize-lyidere-2

68 D. r. bischoffi Rize-lyidere-3

69 D. r. bischoffi Rize-Ayder

70 D. r. bischoffi Rize-Findikli

71 D. r. bischoffi Rize-Ardesen

72 D. r. bischoffi Artvin-Bor¢ka Camili arasi

73 D. r. bischoffi Artvin-Ciftekoprii 1

74 D. r. bischoffi Artvin-Hatila VVadisi-Bagyaylal

75 D. r. bischoffi Artvin-Hopa-Esenkiyi-1

76 D. r. bischoffi Artvin-Hopa-Esenk1y1-2

77 D. r. bischoffi Artvin-Hopa-Kemalpaga

78 D. r. bischoffi Artvin-Murgul-1

79 D. r. bischoffi Artvin-Murgul-2

80 D. r. bischoffi Artvin-Murgul-Yukar1 Balaban-17
81 D. r. bischoffi Artvin-Ortacalar-2

82 D. r. bischoffi Artvin-Merkez

83 D. r. bischoffi Artvin-Hatila Vadisi

84 D. r. bischoffi Artvin-Yamkl 1

85 D. r. bischoffi Artvin-Yanikli-2

86 D. r. bischoffi Artvin-Begpare Koyii-Orman Yolu-1
87 D. r. bischoffi Artvin-Begpare Koyii-Orman Yolu-2
88 D. r. bischoffi Artvin-Borgka-Lekoban Yaylasi-1
89 D. r. bischoffi Artvin-Borgka-Lekoban Yaylasi-2
90 D. r. bischoffi Artvin-Savsat-Cancir Yaylasi-1

91 D. r. bischoffi Artvin-Savsat-Cancir Yaylasi-2

92 D. r. bischoffi Artvin-Savsat-Madenkdy

93 D. r. bischoffi Artvin-Barhal-2

94 D. r. bischoffi Ardesen-Camlihemsin Yolu 10. km-2
95 D. r. bischoffi Artvin-Erenkdy-Yusufeli

96 D. r. bischoffi Artvin-Yesilkoy
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Darevskia rudis tiirii i¢in toplamda 54 ayr1 lokaliteden 81 birey; Darevskia bithynica
tiiri i¢in 5 lokaliteden 15 birey olmak iizere toplamda 96 birey kullanilmistir (Tablo 3).

Bu calismada 59 lokaliteye ait tiir ve alttiir olmalart yoniinden belirlenen
popiilasyonlar, literatiirdeki dagilis alanlar1 dikkate alinarak 7 gruba ayrilmistir. Buna gore;
D. b. bithynica popiilasyonu Uludag Grubu; D. r. tristis popiilasyonlar1 Diizce Grubu; D. r.
rudis popiilasyonlart Trabzon Grubu; D. r. mirabilis popiilasyonu Rize Grubu (Ovit
Gegitini temsil etmektedir); D. r. macromaculata popiilasyonlar1 Savsat Grubu; D. r.
obscura popiilasyonlari Ardanu¢ Grubu ve D. r. bischoffi popiilasyonlari Artvin Grubu

olarak belirlenmistir.

2.2. Ornekleme

Belirtilen lokalitelerden Karadeniz Teknik Universitesi, Zooloji Lab.-1 ekibi
tarafindan degisik zamanlarda tutulmus kertenkele Ornekleri yasam alanlarinda elle
yakalanmis ve gesitli calismalar yapilmak iizere Karadeniz Teknik Universitesi, Zooloji
Lab.-1’ e getirilmistir. Eter ile muamele edilerek bayiltildiktan sonra morfolojik
ozelliklerinin kayit altinda tutulmasi icin dorsal, ventral ve lateralden fotograflar:
cekilmistir. Genomik DNA’larin eldesi i¢in, bireylerin arka iiyelerindeki en uzun parmagin
ucundan doku oOrnekleri alinmis ve kullanilincaya kadar %96’lik alkoliin igerisinde -20°
C’de saklanmistir. Kertenkele ornekleri 6rnekleme isleminin ardindan Karadeniz Teknik
Universitesi, Zooloji Lab.-1°de daha sonraki ¢alismalarda kullanilmasi amaciyla %70’lik
alkol igerisinde saklanmistir. Bu tez calismasinda doku ornekleri izolasyonlar
gerceklestirilmeden once ATL, Proteinaz K ve RNase A karisimi ile muamele edilmis
(Tablo 4) ve bu karisim 2ul’lik eppendorflarin igerisinde, sicakligi 56° C olan etiivde bir
gece bekletilmistir (Sekil 15). Etlivden ¢ikarilip izolasyonlar1 baglatilmadan once orta

hizda vortekse tabii tutulmuslardir.

Tablo 4. Doku izolasyonunun gergeklestirilmesinde kullanilan karisimin igerigi

Igerik ATL Proteinaz K RNAse

Miktar (pl) 180 20 4
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Sekil 15. Doku orneklerinin izolasyona hazirlanma agsamasinda bir
gece bekletildigi etliv

2.3. Genomik DNA’nin Elde Edilmesi ve Goriintiillenmesi

Genomik DNA izolasyonu Qiagen DNA izolasyon Kkitleri ile QlAcube DNA

izolasyon cihazi kullanilarak iretici firmanin saglamis oldugu protokole gore

gerceklestirilmistir (Sekil 16). Doku 6rnekleri, s6zii gegen cihaz ile 12’serli gruplar halinde

I’er saatte hazirlanmistir. Cihazin igerisinde ¢alistirilmadan 6nce doldurulmasi gereken 4

ayr1 boliim mevcuttur:

1. Bir gece izolasyon karisimi igerisinde, etiivde 56° C’de bekleyen doku Ornekleri

12°serli gruplar halinde ayrilmistir. QIAcube DNA izolasyon cihazi igerinde,
izolasyona kaynaklik edecek doku Orneklerinin yerlestirilecegi 2ul’lik
ependorflart tastyan 12°li bir adet doku rak’i bulunmaktadir. Doku 6rnekleri
arasinda secilen ilk grup belirtilen rak igerisinde numarali yerlere yerlestirilmistir.
. Izolasyonun gergeklesmesine imkan saglayacak olan kimyasallar, Qiagen DNA
Izolasyon Kitleri’nin igerisinden c¢ikarilarak; ilk tankta AL; ikincisinde AW1,
iiclinclisiinde AE, dordiinciisinde AW2 ve sonuncusunda EtOH (%100)
bulunacak sekilde tanklarina yerlestirilmistir.

. Doku ornekleri ile kimyasallarin irtibata gegmesini saglayacak, 2 ¢esit uzun ug
seti kuyucuklart mevcuttur. Bunlardan agik renkli olan ug setleri dar agizli iken
koyu renkli olan ug setleri genis agizlidir. Her ug¢ setinin tasiyacagir kimyasal
serileri belirlidir.

. Cihazin igerisinde izole olacak Orneklerin, s6zii gecen kimyasallarla
muamelelerinin ardindan, filtreli mini birer spin column (her 6rnek i¢in ayr1) ve
izole olan {irliniin en son halinin saklanacagi 1,5 ul’lik eppendorf tiipleri (her

ornek icin ayri) tasiyan kasetlerin konulacagi numarali ve genis bir kuyu
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bulunmaktadir. Numarali1 6rnek rak’larinda bulunan dokular, buradaki numaral
kasetlerle eslesecek sekilde yerlestirilmistir.

Program 1 saat icerisinde parg¢alanma, baglanma, yikanma ve ayristirma basamagi
olmak iizere toplam 4 basamaktan olusan bir program ile ¢alisarak doku izolasyonlarini
tamamlamistir.

Tim bu islemlerin  sonunda izolasyonlar1  gerceklestirilen  Ornekler,
numaralandirilarak +4° C’de saklanmis ve bu islem 8 kez tekrar edilmistir (12*8=96 adet

doku 6rneginin izolasyonu i¢in).

Sekil 16. DNA izolasyonlarinin gergeklestirildigi cihaz

2.4. Primerlerin Belirlenmesi ve DNA’nin Cogaltilmasi (DNA Amplifikasyonu)

Mikrosatelit lokuslart DNA {izerinde iki, {i¢ ya da dortlii baz tekrarlarindan olusan
farkli biuytikliikteki niikleotit dizileridir. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile belirlenen
mikrosatellit lokuslarinin ¢ogaltilmanin yapilabilmesi i¢in gerekli olan primerler;
Korchagin (2006) tarafindan, Darevskia cinsinin bir bagka tiirii olan Darevskia unisexualis
icin hazirlanmis olan ¢aligmadan alinmistir. Bu c¢alisma i¢in Du215, Du281, Du323 ve
Du418 ve Du47 mikrosatelit primerleri kullanilmistir.

Mikrosatelit lokuslarina ait primerlerin 3 tanesi (Du281, Du323 ve Du 418) aym
reaksiyon sartlarinda optimize edilirken bir tanesi (Du215) farkli reaksiyon sartlarinda

optimize edilmis; bir lokusa ait primer (Du47) ise hi¢bir reaksiyon sarti altinda
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calistirilamamugtir. Lokuslar igin primer baglanma sicakliklar1 Tablo 5’de verilmistir. PCR

reaksiyonu toplam 20 pl hacimde gergeklestirilmistir. Reaksiyon karigimi her 1,5 pl” lik

ornek i¢in; 10 pl 2X multiplex mix, 0,5 ul ileri yonlii primer, 0.5 pl geri yonlii primer ve

7,5 ul ddH20 olacak sekilde hazirlanmistir. Reaksiyonlar PCR cihazi Applied Biosystems

(Veriti, Well 96) ile her bir primer igin baslangic denatiirasyonu; 95° C 15 dk,

denaturasyon; 95° C 20 sn, primer baglanma sicakliklart 54° C her bir lokus igin 1 dk,

uzama; 72° C 2 dk ve son uzama; 72° C 10 dk olarak ayarlanarak 30 dongii seklinde
gerceklestirildi (Tablo 6).

Tablo 5. Bu ¢alismada kullanilan mikrosatellit lokuslarin adlari, primerler ve primerlerin
ideal galigtig1 sicakliklar

Lokus Adi Primer (5°-3") Ta€C)

F: CAACTAGCAGTAGCTCTCCAGA

Du215 54°C
R: CCAGACAGGCCCCAACTT
F: TTGCTAATCTGAATAACTG

Du281 48°C
R: TCCTGCTGAGAAAGACCA
F: AAGCAGACTGTACAAAATCCCTA

Du323 48°C
R: ACTGATCTAAAGACAAGGTAAAAT
F: AATGCAACAGGTGGATAATACTT

Du418 48°C
R: TCTCTAATACAGCTTGCCATAAA

D47 F: ATACAACCGCAATACACAATA

u -

R: TGAACTGAGCAGAGCACTAAATA

Tablo 6. Mikrosatellit bolgeleri i¢in ¢alisilan PCR kondisyonu

PCR Kondisyonu

Mikrosatellit Bolgeleri

Du215, Du281, Du323 ve Du418 Lokuslar1

Sicaklik (°C) Siire Tekrar Miktar1 (Dongii)
Birinci Denatiirasyon 95 15 dk
Denatiirasyon 95 20 sn
Baglanma 54 1dk
Yeni Zincir Sentezi 72 2dk
Final Zincir Sentezi 72 10 dk




47

2.5. PCR Uriin Bantlarimin Goriintiilenmesi

PCR islemlerinin tamamlanmasinin ardindan ornekler, etidyum bromid yogunlugu
0,01 mg (1mg/100ul) olacak sekilde hazirlanan %1°lik agaroz jele, S5pl PCR iiriinii ile 1 pl
6X yiikleme boyast (loading dye) ve Sul, 100 bp’lik DNA boy belirteci (markir) yiiklenmis
ve 1X TBE tampon sistemi igerisinde yiiriitiilmiistiir (Sekil 17). Jellerin yiiriitiilme siiresi,
orneklerin yiirime hizi ve DNA boy belirtecinin agilmasina bagli olarak 45 dakika,
100V/ecm’de yiiriitiilmiistiir. Etidyum bromid ile boyanan DNA pargalar1 UV illiiminatorle
goriintliilenmistir (Sekil 18). Jel goriintiileri jel dokiimantasyon sistemi (Biostep, Darkhood-

DH30/32) ve termal yazic1 (Mitsibushi, P91D) kullanilarak kayit altina alinmistir.

Sekil 17. PCR 6rneklerinin yiiklendigi jel ve elektroforez sistemi

Bu goriintiiler {izerinden PCR ¢ogaltmasinin etkinligi kalitatif ve kantitatif olarak
belirlenmistir. Ayn jel iizerinde PCR {irlin boyunun beklenen iirlin boyu ile benzerlik
gosterip gostermedigi kontrol edilmistir. Du215, Du281, Du323 ve Du418 bdlgelerinin
¢ogaltilan tiriinlerinin yaklagik boylar1 200-300 bp’dir. Yapilan kontroller sonras1 kuvvetli
bantlagma gosteren basarili PCR iiriinleri yakin bir zamanda kullanilmak iizere 4° C’de
bekletilmistir. Daha uzun siireli kullanimlar i¢in ise PCR {iriinleri derin dondurucuya
(-20°C) konulmustur.
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Sekil 18. PCR iiriinlerinin jel iizerinde goriintiilendigi cihaz

2.6. Floresanli Primerlerin Belirlenmesi, DNA’nmin  Cogaltilmas1 (DNA
Amplifikasyonu) ve PCR Uriin Bantlarinin Goriintiilenmesi

Kullanilan primerler ile agaroz jelde basarili bulunan PCR iiriinlerinin
hazirlanmasinin ardindan, basarili bir sekilde ¢alisan primerler belirlenmistir. Bu ¢alismada
Du215, Du281, Du323, Du418 ve Du47 lokuslarmin primerleri iizerinde c¢alisilmistir.
Optimizasyon sartlarina bakildiginda Du281, Du323 ve Du418 lokuslarina ait primerlerin
ayni reaksiyon sartlar1 altinda c¢alistigi, yapilan denemelerden sonra tespit edilmistir.
Du215 lokusunun primerinin bu ii¢ lokusa ait primerlerden farkli reaksiyon sartlari altinda
optimize oldugu, yine yapilan denemelerden sonra tespit edilmistir. Du47 lokusuna ait
primer optimizasyon denemelerinde ise hi¢bir sonu¢ kaydedilememistir. Belirlenen
lokuslarin optimizasyonu basarili sekilde tamamlanan primerlerinin, ileri yonli olan
primerleri (forward primer) floresanli boyalarla isaretlenmis sekilde temin edilmistir.
Floresan boyalar sayesinde iiriin boylarinin tespiti saglanacaktir. Bu ¢aligmada, belirli
lokuslar1 temsil eden ileri yonlii primerlere karsilik gelen floresanli boyalar Tablo 7°de
verilmistir. Floresanli primerlerin her biri %10 oraninda sulandirilarak kullanilmis ve
1s1ktan korunmasi agisindan aliiminyum folyoya sarili bir sekilde derin dondurucuda

(-20°C) muhafaza edilmistir.
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Tablo 7. Bu c¢alisma igin hazirlanan floresanli primerler ve temsil ettikleri renkler
(fléresanli boyalar)

Lokus Adi Fléresanl Primer (Forward) (5°-3”) Fléuresanl Boyalar
Marker LIZ (Turuncu)
Du215 F: CAACTAGCAGTAGCTCTCCAGA FAM (Mavi)
Du281 F: TTGCTAATCTGAATAACTG VIC (Yesil)
Du323 F: AAGCAGACTGTACAAAATCCCTA NED (Sar1)
Du418 F: AATGCAACAGGTGGATAATACTT PET (Kirmuzi)

Du47 F: ATACAACCGCAATACACAATA -

Bu asamadan sonra, daha dnce agaroz jelde basarili sonuclar veren DNA 6rnekleri ile
calisilmig, PCR islemleri bu kez fléresan boyali olan ileri yonlii primerler kullanilarak
tekrar edilmistir. PCR reaksiyon sartlar1 ve PCR ¢alisma metodunda ileri yonlii primerlerin
cikarilarak yerlerine floresan boyali olan ileri yonlii primerlerin eklenmesinin haricinde
herhangi bir degisiklik yapilmamistir. Tiim 6rnekler icin PCR islemleri tamamlandiktan
sonra yukarida bahsedildigi sekilde agaroz jele yiliklenmis ve elektroforezde yiiriitiilmiis ve
yine yukarida bahsedildigi sekilde jel goriintiileme sistemlerinde goriintiilenmistir.

Floresan boyali ileri yonlii primerler ile hazirlanan PCR iirlinlerine ait son jel
goriintiilerinde de basarili sonuglar elde edildikten sonra iiriinler, fragment analizleri

yapilmak iizere +4 °C’de bekletilmistir.

2.7. PCR Orneklerinin Sulandirilmasi

PCR iiriinlerinin fragment analizi cihazina yerlestirilmeden once yapilmasi gereken 2
asamali bir 6n c¢alismasi mevcuttur. Bunlardan ilki Orneklerin sulandirilmasidir. Bu

asamada her bir 6rnekten 1ul alinarak 49ul saf su ile karigtirilmistir.

2.8. DNA Piirifikasyonu

PCR iiriinlerinin fragment analizi cihazina yerlestirilmeden once yapilmasi gereken 2
asamal1 6n caligmasinin ikinci agsamasi DNA piirifikasyonudur. Calisilan 96 adet 6rnegin

DNA piirifikasyonu i¢in 100 orneklik bir karistm hazirlanmistir. Karisimin igerisinde
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formamid, size standard ve ddH20O bulunmaktadir. DNA Piirifikasyon karigimi igerisinde

bulunan bilesenlerin oranlart Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8. DNA piirifikasyonu isleminde kullanilan karigimin igerigi

Icerik Miktar1 (pl)
Formamid 900
Size Standart 5
ddH20 45
Sulandirilmis PCR Ornegi 0.5

2.9. Mikrosatellit Verilerinin Belirlenme ve Degerlendirilme Asamasinda 3500
Genetik Analiz Cihaz1 8ch RUO’da Allel Boylarinin Analizi

PCR Orneklerinin sulandirilmasi ve DNA piirifikasyonu iglemlerini kapsayan 6n
calisma sonucunda hazirlanan iriinler, 3500 Genetic Analyser 8ch RUO isimli cihaza
kendi 6zel plakasinda hazirlanarak yerlestirilmistir (Sekil 19). Bu sayede 96 adet d6rnegin

okunmasi bir giin igerisinde tamamlanmaistir.

Sekil 19. Mikrosatellit verilerinin belirlenme ve degerlendirilme asamasinda
kullanilan 3500 Genetik Analiz Cihazi 8ch RUO
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2.10. GeneMARKER (Ver. 1.995) Programinda, 3500 Genetik Analiz Cihazi-
8ch RUO’da Allel Boylarinin Analizi’nde Elde Edilen Pik Boylarimn
Belirlenmesi ve Yorumlanmasi

3500 Genetic Analyser 8ch RUO’da Allel Boylarinin Analizi’nde elde edilen pik
boylar1 GeneMarker programinda belirlenmis ve okunmustur. GeneMarker isimli program
her bir lokusa karsilik getirilen floresanli boyalarn, isaretledigi allellerin boylarini ve
markirin boyunu xy desenli bir grafikte okuma esasina dayanir. Bu ¢alismada FAM, VIC,
NED ve PET floresanli boyalarinin her biri bir lokusu temsil ederken; LIZ isimli fléresanl

boya, markir olarak kullanilmistir.

2.11. GenAlEx (Ver. 6.501) Programinda FElde Edilen Verilerin
Degerlendirilmesi

GenAlEx (Ver. 6.501) programi, kodominant, haploid ve binary genetik lokuslarin
kullanildig1 ¢aligmalarda ve sekans g¢aligmalarinda molekiiler verilerin degerlendirilme
asamasinda yaygin olarak kullanilan analizlerin yer aldig1 bir programdir.

Elde edilen verilerin analizi GenAIEx (Ver. 6.501) bilgisayar programi kullanilarak
yapilmustir. Incelenen 7 grubun 4 lokusundaki allel sayilari, beklenen ile gdzlenen
heterozigotluk degerleri belirlendi ve popiilasyonlarda belirlenen lokuslarin her birinin
tasidig1 ortalama degerleri hesapland:r ve tiim gruplarin Hardy Weinberg dengesinde olup
olmadiklarinin analizleri yapilmustir.

Her bir popiilasyona ait allel sayilari, frekans1 %5 ten fazla olan allel sayilari, genetik
cesitlilik hesaplamalarinda kullanilan gegerli allel sayilari, Shannon Bilgi indeksi, yalnizca
bir popiilasyonda bulunan ozel allel sayilari, popiilasyonlarin %25 ve daha fazlasinda
yaygin olarak bulunan allel sayilari, popiilasyonlarin %50 ve daha fazlasinda yaygin olarak
bulunan allel sayilart ve beklenen heterozigotluk verileri kayit altina alinmistir. Ayrica her
bir grupta bulunan O6zel allellerin hangi lokuslara ait oldugu, boy uzunluklari ve
frekanslariyla belirtilmistir.

Bu ¢alismada kullanilan 4 adet lokusa (Du215, Du281, Du323 ve Du418) ait allel
boylari, incelenen popiilasyonlarin her biri dikkate alinarak en alt ve en iist sinirdaki
degerleri hesaplanmistir. Ayrica tiim gruplar goz oniinde bulundurarak, her bir lokustaki en

yiiksek fragment frekansina sahip olan degerler belirlenmistir. Allel frekans grafikleri her
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bir lokus i¢in ayri ayr1 olacak sekilde hazirlanmistir. Grafiklerin en sonunda ise tiim
lokuslara ait allel frekanslarinin yer aldigi bir grafik de eklenmistir.

Gruplarin her biri i¢in her bir lokusta yer alan allel boylarmin dagilimlari
hesaplanmis ve bu dagilimlar1 gosteren grafikler hazirlanmistir.

Gruplar arasi genetik ayrismalarin incelenmesinde, farkli allellerin molekiiler
uzakligini grup icerisinde ortaya koyan Fis ve Fit degerleri ile, farkli allellerin molekiiler
uzaklhigim1 gruplar arasinda ortaya koyan Fst degerleri hesaplanmistir. Bu ¢alismada
arastirma konusu, belirlenen gruplarin birbirine olan farkliliklarin1 molekiiler boyutta
ortaya koymak oldugundan Fst degerleri bu uzakliklar1 belirlemede ilk parametre olarak
kullanilmistir.  Fst, popiilasyon c¢iftleri arasinda genetik uzaklik ile ayrilma zamani
arasindaki iligkiyi ortaya koyan verilerdir. Gruplarin tamami ikili karsilagtirilarak
poplilasyon ciftleri arasindaki genetik farklilasmanin 6nemli olup olmadig test edilmistir.

Gruplararast genetik ayrigmalarin incelenmesinde, farkli allellerin molekiiler
uzakligin1 gruplar arasinda ortaya koyan ve Fst degerlerinden daha spesifik sonuglar
verdigi bilinen Linear Fst degerleri; gruplarin birbirine olan benzerlik yahut farkliliklarini
molekiiler boyutta ortaya koyan ikinci parametre olarak kabul edilmistir.

Gruplararas1 genetik ayrigmalarin incelenmesinde, farkli allellerin molekiiler
uzakligin1 gruplar arasinda giiclii bir sekilde ortaya koydugu bilinen bir baska parametre
olan Nei’nin genetik uzaklik degerleri bu c¢alismada tgiincii parametre olarak
kullanilmistir.

Gruplararasi genetik ayrigmalarin ortaya konmasinda sonuglari desteklemesi yahut
reddetmesi acisindan son olarak Nei’nin tarafsiz genetik uzaklik degerleri dordiincii
parametre olarak kullanilmistir.

Yapilan tiim bu analizlerin ardindan Fst degerleri ve Linear Fst degerlerine gore
koordinat sistemleri olusturulmustur. Ayrica Fst degerleri kullanilarak POPTREE
bilgisayar programinda UPGMA (Unweighed pair group Method with Arithemetic
Averages) ile gruplar arasindaki genetik iliskiyi ortaya koyan bir dendogram
olusturulmustur. UPGMA dendogram iizerindeki dallarin giivenilirligi yine ayni bilgisayar
programi kullanilarak, ornekler ilizerinde se¢ bagla testi (bootstraping) yapilarak test

edilmistir. Hesaplama orijinal verilerin 1000 farkli seti kullanilarak yapilmustir.



3. BULGULAR

Tiirkiye’de yasayan Trabzon ve Uludag kertenkelelerine ait 59 farkli lokaliteden
temin edilen 96 ornek ile gruplar arasindaki genetik iligski ortaya konmaya ¢alisilmistir. 96
adet ornek literatiirdeki siniflandirma g6z Oniinde bulundurularak 7 ayr1 gruba (Uludag
Grubu, Diizce Grubu, Trabzon Grubu, Rize-Ovit Grubu, Savsat Grubu, Ardanu¢ Grubu,
Artvin Grubu) ayrilmigtir. Bu ¢alismada, PCR metodu kullanilarak 5 adet mikrosatellit
lokusunun (Du215, Du281, Du323, Du418 ve Du47) ¢ogaltilmasi hedeflenmistir. Bunun
icin oncelikle DNA 6rneklerinin dokulardan izolasyonlari tamamlanmis (Sekil 20) ve tiim
orneklere ait izolasyonlarin basarili olduklari jel lizerinde tespit edildikten sonra DNA’larin
cogaltimma baslanmistir.. PCR’ye ait tiim parametreler (sicaklik, dongii sayist vb.) siral
bir sekilde degistirilerek kapsamli bir optimizasyon c¢alismasi yapildigi halde Du47
lokusuna ait primer, soz konusu tir ve alttiirlerin hi¢ birinde herhangi bir sonug
vermemistir. Agaroz jelde zayif dahi olsa herhangi bir banda rastlanmamistir. Diger 4
lokusa (Du215, Du281, Du323 ve Du418) ait primerlerin optimizasyonu basarili bir
sekilde gerceklestirilmistir (Sekil 21).

Sekil 20. Kertenkele 6rneklerinden izole edilen dokularin DNA goriintiileri
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Sekil 21. Izolasyonlar1 gerceklestirilen DNA Orneklerinin uygun sartlar altinda
gerceklestirilen PCR goriintiileri

Tiim 6rneklere ait ilk cogaltma ¢alismalar1 basari ile tamamlandiktan sonra fldresanl
boyalarla iseretlenen PCR 6rnekleri, allelleri hakkinda bilgi alinmasi tizere 3500 Genetik
Analiz Cihaz1 8ch RUO’da ¢alisilmistir. Tiim lokuslar i¢in gbzlenen allel sayilar1 40-55
arasinda degismektedir ve ortalama degeri 47’dir. Buna gore en yiiksek allel sayis1 55 allel
ile Du415 lokusuna; en diisiik allel sayisi ise 40 allel ile Du281 lokusuna aittir. Lokuslarin

tamami s6z konusu gruplar igin polimorfiktir (Tablo 9).

Tablo 9. Lokuslarin tamaminin gruplar i¢in polimorfik oldugunu gésteren tablo

Gruplar %P

Uludag Grubu 100,00
Diizce Grubu 100,00
Trabzon Grubu 100,00
Rize-Ovit Grubu 100,00
Savsat Grubu 100,00
Ardanu¢ Grubu 100,00
Artvin Grubu 100,00
Ortalama Deger 100,00
Standart Hata 0,00

Calisilan 7 ayr1 grubun mikrosatellit lokuslarina ait pik goriintiileri yapay, stutter vb.
hatali pikler goz ard1 edilerek tespit edilmistir (Sekil 22-28).
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a.
Ad-4-Burza-Uludag-4 fza
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
1,000 1
5004
o .
228.9
b.
A3-3-Burza-Uludad-3 fza *
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 500
400
200
I:I o e, i - Tty | b |
200.7
C.
A4-4-Burga-Uludag-4.fza "
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
1,500 1
1,000 1
500 - J
N . .
346 1 520 42

Sekil 22. Uludag grubuna ait pik goriintiileri, a) Uludag grubuna ait FAM ile isaretlenmis
Du215 lokusuna ait heterozigotik pik goriintiileri, b) Uludag grubuna ait VIC ile
isaretlenmis Du281 lokusuna ait homozigotik pik goriintiileri, ¢) Uludag grubuna
ait NED ile isaretlenmis Du323 lokusuna ait heterozigotik pik goriintiileri

Uludag grubunda Du215 lokusu i¢in 10 allel, Du281 lokusu i¢in 10 allel, Du323

lokusu i¢in 8 allel ve Du418 lokusu i¢in 10 allel gézlenmistir.
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a.
A10-10-Bartinkurucagile-2 fza
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 §00
500+
0 M
2291
b.
A8-8-Fonguldak-dlaph-2.fza B21.2/317 x
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
400
o] T i e rrer i . — " i
1 ﬂ1 9959
C.
A12-12-Sinop-terkez-2 fza *
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 500
400
2001
|:| o
1|196.1

Sekil 23. Diizce grubuna ait pik goriintiileri, a) Diizce grubuna ait FAM ile isaretlenmis
Du215 lokusuna ait homozigotik pik goriintiileri, b) Diizce grubuna ait VIC ile
isaretlenmis Du281 lokusuna ait heterozigotik pik goriintiileri, ¢) Diizce grubuna
ait NED ile isaretlenmis Du323 lokusuna ait homozigotik pik goriintiileri

Diizce grubunda Du215 lokusu igin 16 allel, Du281, Du323 ve Du418 lokusu i¢in 20
allel gozlenmistir.
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d.
[03-39-Trabzon-Ligana.fza
50 100 150 200 250 300 3sg D03-39-Trabzon-Ziganafsa| ooy gpp
2,000
1,000
u o _—y
216.6
b.
D01-37-Trabzon-K T Kamplisii fza »
50 100 150 200 250 300 350 400 450 S00 550 600
1,000
500 4
0 = — -
200.8
C.
001-37-Trabzon-k T Kampiiziifza bos
=0 100 150 200 250 300 350 400 450 00 550 800

500 1

400

200

n-*‘-v S L s Aoerpyar aper o ipataate e
1 E‘:qZEI 3.8

Sekil 24. Trabzon grubuna ait pik goriintiileri, a) Trabzon grubuna ait FAM ile isaretlenmis
Du215 lokusuna ait homozigotik pik goriintiileri, b) Trabzon grubuna ait VIC ile
isaretlenmis Du281 lokusuna ait heterozigotik pik gorintileri, ¢) Trabzon
grubuna ait NED ile isaretlenmis Du323 lokusuna ait heterozigotik pik

goriintiileri

Trabzon grubunda Du215 lokusu igin 60 allel, Du281, Du323 ve Du418 lokusu i¢in

58 allel gozlenmistir.
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a.
EUT-49-Hize-Lvit v aylas-4.tsa *
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 500
3,000
2,000
1,000 \L
0 o
[z20.7]
b.
01 2-48-Rize-0wit v aplaz-3.fza 122.8/878 =
50 100 150 200 250 300 350 400 450 00 550 500
2,000 4
1,000 1
e
1 ?'j'I 92.8
C.
E0D2_50_Rize-Owit aylaz-b.fza ™
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 500
4,000
2,000
: !
207.5

Sekil 25. Rize-Ovit grubuna ait pik gorlntiileri, a) Rize-Ovit grubuna ait FAM ile
isaretlenmis Du215 lokusuna ait homozigotik pik goriintileri, b) Rize-Ovit
grubuna ait VIC ile isaretlenmis Du281 lokusuna ait heterozigotik pik
goriintiileri, ¢) Rize-Ovit grubuna ait NED ile isaretlenmis Du323 lokusuna ait
heterozigotik pik goriintiileri

Rize-Ovit grubunda Du215 lokusu i¢in8 allel, Du281 lokusu i¢in 10 allel, Du323

lokusu i¢in 10 allel ve Du418 lokusu i¢in 8 allel gézlenmistir.
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a.

E04-52-Artvin-5 avzat-Camoecit Azadiz-2.fza

*
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 800
2,000
1,000 4
0 -kk = =
1222.0
b.
E05-53-dyrtvin-5avgat-Camgecit gadiz-3.fza E
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 S00
4004
200 —k\ l
0 ~ -
1%]203.0
C.
E04-52-Arbvin-5 avgat-Carmgeciti Azadiz-2 fza R19.8/26 =
=0 100 150 200 250 300 350 400 450 00 250 &00
2,000
1,000 l
o
1521 1.6

Sekil 26. Savsat grubuna ait pik gorintiileri, a) D. r. macromaculata’ya ait FAM ile
isaretlenmis Du215 lokusuna ait heterozigotik pik goriintileri, b) D. r.
macromaculata’ya ait VIC ile isaretlenmis Du281 lokusuna ait heterozigotik

pik goriintiileri, ¢) D. r. macromaculata’ya ait NED ile isaretlenmis Du323
lokusuna ait heterozigotik pik goriintiileri

Savsat grubunda lokuslarin her birinde 16 allel gézlenmistir.
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a.

FI_B1-Ardanug-Gegiti-Bibilan v aplaz-3 fza 336943688 =

50 100 150 200 250 300 350 400 450 00 550 600

5,000

18202 4

b.

FO2_B2-trdanug-Gegith-Biblan ¥ aplas-d. fsa B.2AM02 =

a0 100 150 200 230 300 350 400 430 500 550 600

20,0004

10,000

11200.9

C.

FO1_B1-Ardanuc-Gegti-Bilbilan ¥ aylas-3.fza

0 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600

10,0001

5,000

0 N

11203.6

Sekil 27. Ardanu¢ grubuna ait pik gorintiilleri, a) Ardanu¢ grubuna ait FAM ile
isaretlenmis Du215 lokusuna ait heterozigotik pik goriintiileri, b) Ardanug
grubuna ait VIC ile isaretlenmis Du2l15 lokusuna ait heterozigotik pik

goriintiileri, ¢) Ardanug grubuna ait NED ile isaretlenmis Du323 lokusuna ait
heterozigotik pik goriintiileri

Ardanug grubunda lokuslarin her birinde 14 allel gbzlenmistir.
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a.
HO3 87 Artvin-Bespare Koyu-Orman Yolu-2.fea ks
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 800
3,000 4
2,000
1,000
u S
2249
b.
HO7_91_Autvin-5 avzat-Cancir v aylazr-2 fza *
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 500
1,000
500
0
1963
C.
HO8 92 Artvin-Savzat-tadenkoyp fza s
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
2,000
1,000

0 —

|2EI1.B

Sekil 28. Artvin grubuna ait pik goriintiileri, a) Artvin grubuna ait FAM ile isaretlenmis
Du215 lokusuna ait heterozigotik pik goriintiileri, b) Artvin grubuna ait VIC ile
isaretlenmis Du281 lokusuna ait heterozigotik pik goriintiileri, ¢) Artvin grubuna
ait NED ile isaretlenmis Du323 lokusuna ait homozigotik pik goriintiileri

Artvin grubunda Du215 lokusu igin 60 allel, Du281 lokusu i¢in 60 allel, Du323
lokusu i¢in 50 allel ve Du418 lokusu i¢in 60 allel gozlenmistir.

Her bir lokusa ait gozlenen ve beklenen heterozigotluk degerleri hesaplanmistir
(Tablo 10). Bu verilere gore beklenen heterozigotlugu en yiiksek lokus Du323, en diisiik
lokus Du418 lokusu olurken gozlenen heterozigotlugu en yiiksek lokus Du323, en diisiik
lokus Du418 lokusu olmustur. Tiim lokuslarda beklenen heterozigotluk degerleri gozlenen
heterozigotluk degerlerinden olduk¢a yiiksektir. Beklenen heterozigotluk ile gdzlenen
heterozigotluk arasindaki en biiyiik fark ise Du418 lokusuna aittir. Beklenen heterozigotluk

degerlerinin ortalamasi 0.845 iken gozlenen heterozigotluk degerleri ortalamasi 0.572 dir.
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Tablo 10. Her bir lokusa ait toplam allel sayilar1 ve ortalamasi ile beklenen heterozigotluk-
gozlenen heterozigotluk degerleri ve ortalamasi

Lokus Toplam Allel Sayis: Beklenen ﬁg“’”g‘m”k Heterfz"ij;‘:i o
Du215 55 0.849 0.569
Du281 40 0.848 0.590
Du323 46 0.851 0.684
Du413 47 0.835 0.447
Ortalama 47 0.845 0.572

Her bir lokusa ait allel frekanslar ve Wright’in F istatistigi (1951) kullanilarak
allellerin Fst (Fiksasyon Indeksi) degerleri hesaplanmistir. Rasgele Fst degerleri ile bu
calismadaki verilere gore gore hesaplanan gozlenen Fst degerleri hesaplanmistir.
Popiilasyonar genetik salinimlariyla birbirlerinden farklilasmigsa ve aralarinda gen

aktarimi yoksa gozlenen Fst degerleri de 1’e o denli yakin olmaktadir (Sekil 29).

Rastgele Fst ve gozlenen Fst degerleninin frekans dagilimi

600
500
400
300 -
200 -
100

Frekans

-0,210 _
-0,190

-0,170 _
-0,150

-0,130
-0,110

-0,090

-0,070
-0,050

-0,030
0,090 |

0,190 -
0,210

0,250 |
0,230

- 0,010
0,010
0,030
0,050 -
0,070
0,110
0,130
0,150
0,170
0,230
0,250

st

Sekil 29. Bu c¢aligmadaki verilere gore rasgele Fst degerleri ve hesaplanan gozlenen Fst
degerlerinin dagilimi

Farkli uzunluklara sahip allellerin belirlenen gruplara gore dagilimlari Tablo 11°de
verilmistir. Baz1 popiilasyonlarin kendilerine 6zgii alleller boylarina sahip olduklari
goriilmektedir. Buna gore Du215 lokusu i¢in Uludag grubunun allel uzunluklar1 224 ile
288 arasinda degismektedir. Diizce grubunun allel uzunluklar1 216 ile 292 arasinda

degismektedir. Trabzon grubunun allel uzunluklar1 124 ile 306 arasinda degismektedir.
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Rize-Ovit grubunun allel uzunluklar: 220 ile 276 arasinda degismektedir. Savsat grubunun
allel uzunluklar1 138 ile 272 arasinda degismektedir. Ardanug grubunun allel uzunluklar
108 ile 234 arasinda degismektedir. Artvin grubunun allel uzunluklari 128 ile 302 arasinda
degismektedir. Du215 lokusunda 55 allel goriiliirken, en yiiksek allel frekansi 220 alleline
(0.838), en diisiik allel frekansi ise 133, 140, 144, 200, 204, 238, 240, 260, 278, 280, 282,
296, 302 ve 306 allellerine (0.017) aittir (Tablo 11).

Tablo 11. Du215 lokusunda goriilen allel frekanslarinin gruplara gore dagilimi

Lokus Du215
Allele/n Uludag Diizce | Trabzon | Rize-Ovit | Savsat Ardanug Artvin Toplam
N 5 8 30 4 8 7 30 92

108 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,143 0,000 0.143
124 0,000 0,000 0,017 0,000 0,000 0,071 0,000 0.088
128 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,033 0.033
132 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,067 0.067
133 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,017 0.017
136 0,000 0,000 0,067 0,000 0,000 0,000 0,017 0.083
138 0,000 0,000 0,000 0,000 0,125 0,000 0,000 0.125
140 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,017 0.017
144 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,017 0.017
152 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,050 0.050
156 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,067 0.067
160 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,050 0.050
168 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,214 0,000 0.214
172 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,071 0,000 0.071
188 0,000 0,000 0,017 0,000 0,000 0,143 0,017 0.176
192 0,000 0,000 0,017 0,000 0,000 0,000 0,067 0.083
194 0,000 0,000 0,000 0,000 0,188 0,000 0,000 0.188
196 0,000 0,000 0,033 0,000 0,000 0,143 0,033 0.210
198 0,000 0,000 0,067 0,000 0,063 0,000 0,033 0.163
200 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,017 0.017
202 0,000 0,000 0,083 0,000 0,250 0,071 0,033 0.438
204 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,017 0.017
206 0,000 0,000 0,017 0,000 0,000 0,071 0,033 0.121
210 0,000 0,000 0,050 0,000 0,000 0,000 0,050 0.100
214 0,000 0,000 0,050 0,000 0,000 0,000 0,033 0.083
216 0,000 0,063 0,017 0,000 0,000 0,000 0,033 0.113
218 0,000 0,000 0,017 0,000 0,063 0,000 0,000 0.079
220 0,000 0,188 0,117 0,500 0,000 0,000 0,033

222 0,000 0,000 0,000 0,000 0,063 0,000 0,033

224 0,100 0,125 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

226 0,100 0,000 0,083 0,125 0,000 0,000 0,100
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Tablo 11’in devami

228 0,000 0,063 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0.063
230 0,200 0,063 0,050 0,125 0,125 0,000 0,000 0.563
232 0,100 0,063 0,000 0,000 0,000 0,000 0,017 0.179
234 0,100 0,000 0,000 0,000 0,000 0,071 0,000 0.171
236 0,000 0,250 0,067 0,000 0,000 0,000 0,000 0.317
238 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,017 0.017
240 0,000 0,000 0,017 0,000 0,000 0,000 0,000 0.017
246 0,000 0,000 0,033 0,000 0,000 0,000 0,000 0.033
252 0,000 0,063 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0.063
260 0,000 0,000 0,017 0,000 0,000 0,000 0,000 0.017
266 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,033 0.033
270 0,000 0,000 0,067 0,000 0,000 0,000 0,000 0.067
272 0,000 0,000 0,000 0,000 0,125 0,000 0,017 0.142
276 0,300 0,000 0,017 0,250 0,000 0,000 0,000 0.567
278 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,017 0.017
280 0,000 0,000 0,017 0,000 0,000 0,000 0,000 0.017
282 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,017 0.017
286 0,000 0,063 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0.063
288 0,100 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0.100
292 0,000 0,063 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0.063
294 0,000 0,000 0,033 0,000 0,000 0,000 0,000 0.033
296 0,000 0,000 0,017 0,000 0,000 0,000 0,000 0.017
302 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,017 0.017
306 0,000 0,000 0,017 0,000 0,000 0,000 0,000 0.017

Farkli uzunluklara sahip allellerin belirlenen gruplara gore dagilimlari Tablo 12°de
verilmistir. Baz1 popiilasyonlarin kendilerine 6zgii alleller boylarina sahip olduklari
gorlilmektedir. Buna gore Du281 lokusu i¢in Uludag grubunun allel uzunluklar1 188 ile
250 arasinda degismektedir. Diizce grubunun allel uzunluklari 168 ile 252 arasinda
degismektedir. Trabzon grubunun allel uzunluklar1 164 ile 256 arasinda degismektedir.
Rize-Ovit grubunun allel uzunluklar1 172 ile 240 arasinda degismektedir. Savsat grubunun
allel uzunluklar1 156 ile 236 arasinda degismektedir. Ardanug¢ grubunun allel uzunluklari
164 ile 240 arasinda degismektedir. Artvin grubunun allel uzunluklar1 88 ile 244 arasinda
degigsmektedir. Du281 lokusunda 40 allel bulunmaktadir. Bu lokusta en yiiksek allel
frekansi1 172 alleline (0.755), en diisiik allel frekansi ise 92, 102, 120, 140,226, 238 ve 246
allellerine aittir (0.017) (Tablo 12).
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Tablo 12. Du281 lokusunda goriilen allel frekanslarinin gruplara gore dagilimi

Lokus Du281
Allele/n | Uludag | Diizce Trabzon Rize-Ovit | Savsat | Ardanu¢ | Artvin | Toplam
N 5 10 29 5 8 7 30 94
88 0,000 | 0,000 0,000 0,000 | 0000 | 0000 | 0038 0033
92 0,000 | 0,000 0,000 0,000 | 0000 | 0000 | 0017 | 0.017
102 | 0000 | 0,000 0,000 0,000 | 0000 | 0000 | 0017 | 0017
108 | 0000 | 0,00 0,000 0,000 | 0000 | 0000 | 0050 | 0.050
112 | 0,000 | 0,000 0,000 0000 | 0000 | 0000 | 0033 0033
120 | 0000 | 0,00 0,000 0,000 | 0000 | 0000 | 0017 | 0.017
128 | 0,000 | 0,000 0,000 0,000 | 0000 | 0000 | 0050 | 0.050
132 | 0000 | 0,00 0,000 0,000 | 0000 | 0000 | 0033 0033
140 | 0000 | 0,00 0,000 0,000 | 0,000 | 0000 | 0017 | 0017
152 | 0000 | 0,00 0,000 0,000 | 0000 | 0000 | 0033 0033
156 | 0000 | 0,000 0,000 0000 | 0125 | 0000 | 0000 | 0.125
164 | 0000 | 0,000 0,017 0000 | 0000 | 0072 | 0017 @ 0.105
168 | 0000 | 0,100 0,069 0000 | 0250 | 0071 | 0117 0607
172 | 0,000 | 0,150 0,017 0400 | 0000 | 0071 | 0117 [T0.755
174 | 0000 | 0,100 0,000 0,000 | 0000 | 0000 | 0033 0133
176 | 0,000 | 0,000 0,052 0000 | 0188 | 0071 | 0050 0361
180 | 0000 | 0,00 0,034 0000 | 0000 | 0214 | 0067 0315
184 | 0000 | 0,00 0,069 0,000 | 0000 | 0071 | 0083 | 0.224
188 | 0200 | 0150 0,121 0200 | 0188 = 0000 | 0017 | 0.875
192 | 0000 | 0,150 0,069 0200 | 0063 | 0214 | 0050 0746
196 | 0100 | 0,00 0,052 0,000 | 0,000 | 0000 | 0050  0.202
200 | 0,200 | 0,100 0,086 0,00 | 0000 | 0071 | 0067 | 0524
204 | 0100 | 0,00 0,103 0,000 | 0,000 | 0000 | 0000 | 0.203
206 | 0,00 | 0,000 0,000 0000 | 0063 | 0000 | 0000 | 0.063
208 | 0,000 | 0,050 0,017 0,000 | 0,000 | 0000 | 0000 | 0.067
212 | 0,000 | 0,00 0,034 0,000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0.034
216 | 0,00 | 0,000 0,017 000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0117
222 | 0,000 | 0,050 0,017 0,000 | 0,000 | 0000 | 0000 | 0.067
226 | 0,00 | 0,000 0,017 0,000 | 0,000 | 0000 | 0000 | 0017
234 | 0,000 | 0,00 0,034 0,000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0.034
236 | 0,000 | 0,000 0,000 0000 | 0125 | 0071 | 0017 0213
238 | 0,00 | 0,00 0,017 0,000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0.017
240 | 0,000 | 0,000 0,000 000 | 0000 | 0071 | 0000 & 0171
242 | 0,00 | 0,00 0,034 0,000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0.034
244 | 0,00 | 0,00 0,017 0,000 | 0000 | 0000 [ 0017 | 0034
246 | 0,00 | 0,000 0,017 0,000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0.017
248 | 0,000 | 0,00 0,000 0,000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0.00
250 | 0400 | 0,000 0,052 0,000 | 0,00 | 0000 | 0000 | 0452
252 | 0,00 | 0,050 0,000 0,000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0.050
256 | 0,00 | 0,000 0,034 0,000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0.034
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Farkli uzunluklara sahip allellerin belirlenen gruplara gére dagilimlari Tablo 13°de
verilmistir. Bazi1 popiilasyonlarin kendilerine 6zgii alleller boylarina sahip olduklari
goriilmektedir. Buna gore Du323 lokusu i¢in Uludag grubunun allel uzunluklar1 196 ile
254 arasinda degismektedir. Diizce grubunun allel uzunluklar1 168 ile 262 arasinda
degismektedir. Trabzon grubunun allel uzunluklari 112 ile 264 arasinda degismektedir.
Rize-Ovit grubunun allel uzunluklar: 182 ile 244 arasinda degismektedir. Savsat grubunun
allel uzunluklar1 174 ile 258 arasinda degismektedir. Ardanu¢ grubunun allel uzunluklar
164 ile 258 arasinda degismektedir. Artvin grubunun allel uzunluklar1 132 ile 264 arasinda
degigsmektedir. Du323 lokusunda 46 allel bulunmaktadir. Bu lokusta en yiiksek allel
frekans1 192 alleline (0,625), en diisiik allel frekansi ise 112, 116, 166, 180, 190, 226, 242
ve 260 allellerine aittir (0,017) (Tablo 13).
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Tablo 13. Du323 lokusunda goriilen allel frekanslarinin gruplara gore dagilimi

Lokus Du323
Allele/n Uludag Diizce | Trabzon |Rize-Ovit| Savsat Ardanug Artvin Toplam
N 4 10 29 5 8 7 25 88

112 0,000 0,000 0,017 0,000 0,000 0,000 0,000 0.017
116 0,000 0,000 0,017 0,000 0,000 0,000 0,000 0.017
132 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,040 0.040
134 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,040 0.040
136 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,020 0.020
140 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,040 0.040
142 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,040 0.040
144 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,020 0.020
152 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,040 0.040
156 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,020 0.020
164 0,000 0,000 0,052 0,000 0,000 0,143 0,020 0.215
166 0,000 0,000 0,017 0,000 0,000 0,000 0,000 0.017
168 0,000 0,100 0,034 0,000 0,000 0,000 0,000 0.134
172 0,000 0,000 0,034 0,000 0,000 0,000 0,000 0.034
174 0,000 0,000 0,000 0,000 0,063 0,071 0,000 0.134
176 0,000 0,000 0,017 0,000 0,063 0,000 0,000 0.080
178 0,000 0,000 0,000 0,000 0,063 0,000 0,000 0.063
180 0,000 0,000 0,017 0,000 0,000 0,000 0,000 0.017
182 0,000 0,000 0,000 0,200 0,063 0,000 0,000 0.263
184 0,000 0,300 0,241 0,000 0,000 0,000 0,060 0.601
188 0,000 0,200 0,086 0,000 0,125 0,286 0,040 0.737
190 0,000 0,000 0,017 0,000 0,000 0,000 0,000 0.017
192 0,000 0,200 0,069 0,100 0,125 0,071 0,060

194 0,000 0,100 0,017 0,200 0,125 0,071 0,000 0.514
196 0,250 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,060 0.310
200 0,250 0,000 0,000 0,200 0,063 0,000 0,100 0.613
201 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,020 0.020
204 0,000 0,000 0,086 0,000 0,000 0,071 0,080 0.238
208 0,000 0,000 0,017 0,100 0,125 0,071 0,060 0.374
212 0,000 0,000 0,017 0,000 0,063 0,071 0,000 0.151
214 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,120 0.120
216 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,020 0.020
220 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,020 0.020
224 0,000 0,000 0,034 0,000 0,000 0,000 0,040 0.074
226 0,000 0,000 0,017 0,000 0,000 0,000 0,000 0.017
230 0,000 0,000 0,103 0,000 0,000 0,000 0,000 0.103
238 0,000 0,000 0,017 0,100 0,000 0,000 0,000 0.117
240 0,375 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0.375
242 0,000 0,000 0,017 0,000 0,000 0,000 0,000 0.017
244 0,000 0,000 0,000 0,100 0,000 0,000 0,000 0.100
246 0,000 0,000 0,017 0,000 0,063 0,000 0,000 0.080
254 0,125 0,050 0,000 0,000 0,000 0,000 0,020 0.195
258 0,000 0,000 0,000 0,000 0,063 0,143 0,000 0.205
260 0,000 0,000 0,017 0,000 0,000 0,000 0,000 0.017
262 0,000 0,050 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0.050
264 0,000 0,000 0,017 0,000 0,000 0,000 0,020 0.037
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Farkli uzunluklara sahip allellerin belirlenen gruplara gore dagilimlari Tablo 14°de
verilmistir. Bazi1 popiilasyonlarin kendilerine 6zgii alleller boylarina sahip olduklari
goriilmektedir. Buna gore Du418 lokusu i¢in Uludag grubunun allel uzunluklar1 292 ile
356 arasinda degismektedir. Diizce grubunun allel uzunluklar1 184 ile 318 arasinda
degismektedir. Trabzon grubunun allel uzunluklari 246 ile 356 arasinda degismektedir.
Rize-Ovit grubunun allel uzunluklar: 184 ile 320 arasinda degismektedir. Savsat grubunun
allel uzunluklar1 268 ile 388 arasinda degismektedir. Ardanu¢ grubunun allel uzunluklar
244 ile 348 arasinda degismektedir. Artvin grubunun allel uzunluklar: 188 ile 384 arasinda
degismektedir. Du418 lokusunda 47 allel goriilmektedir. Bu lokusa ait en yiiksek allel
frekans1 308 alleline (0,640), en diisiik allel frekansi ise 188, 204, 222, 252, 255, 300, 304,
323, 324 ve 344 allellerine (0,017) aittir (Tablo 14).
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Tablo 14. Du418 lokusunda goriilen allel frekanslarinin gruplara gore dagilimi

Lokus Du418
Allele/n | Uludag Diizce Trabzon | Rize-Ovit | Savsat Ardanug Artvin Toplam
N 5 10 29 4 8 7 30 93
184 0,000 0,050 0,000 0,250 0,000 0,000 0,000 | 0.300
188 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0017 | 0.017
192 0,000 0,050 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 | 0.050
204 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0017 | 0.017
222 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0017 | 0.017
244 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,071 0,000 | 0.071
245 0,000 0,100 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 | 0.100
246 0,000 0,000 0,034 0,000 0,000 0,071 0,000 | 0.106
252 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0017 | 0.017
254 0,000 0,000 0,052 0,000 0,000 0,000 0,033 | 0.085
255 0,000 0,000 0,017 0,000 0,000 0,000 0,000 | 0.017
262 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,033 | 0.033
264 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,050 | 0.050
268 0,000 0,000 0,034 0,000 0,250 0,000 0,000 | 0.284
274 0,000 0,000 0,086 0,000 0,000 0,000 0,000 | 0.086
278 0,000 0,100 0,103 0,000 0,000 0,143 0,033 | 0.380
280 0,000 0,100 0,052 0,000 0,000 0,000 0,017 | 0.168
282 0,000 0,000 0,034 0,000 0,000 0,000 0,000 | 0.034
284 0,000 0,000 0,052 0,000 0,000 0,000 0,083 | 0.135
286 0,000 0,000 0,086 0,250 0,063 0,143 0,083 | 0.625
288 0,000 0,100 0,069 0,000 0,063 0,000 0,083 | 0315
290 0,000 0,000 0,000 0,250 0,000 0,286 0,000 | 0.536
292 0,400 0,150 0,034 0,000 0,063 0,000 0,050 | 0.697
294 0,400 0,100 0,000 0,000 0,000 0,000 0,050 | 0.550
296 0,000 0,000 0,000 0,000 0,063 0,000 0,000 | 0.063
298 0,000 0,000 0,052 0,000 0,000 0,000 0,033 | 0.085
300 0,000 0,000 0,017 0,000 0,000 0,000 0,000 | 0.017
304 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,017 | 0.017
308 0,000 0,200 0,034 0,000 0,125 0,214 0,067 | 0640
312 0,000 0,000 0,069 0,000 0,063 0,000 0,050 | 0.181
314 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,033 | 0.033
316 0,000 0,000 0,000 0,000 0,063 0,000 0150 | 0.213
318 0,000 0,050 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 | 0.050
320 0,000 0,000 0,017 0,250 0,000 0,000 0,000 | 0.267
323 0,000 0,000 0,017 0,000 0,000 0,000 0,000 | 0.017
324 0,000 0,000 0,017 0,000 0,000 0,000 0,000 | 0.017
326 0,000 0,000 0,000 0,000 0,063 0,000 0,000 | 0.063
328 0,000 0,000 0,034 0,000 0,000 0,000 0,000 | 0.034
338 0,000 0,000 0,034 0,000 0,000 0,000 0,000 | 0.034
344 0,000 0,000 0,017 0,000 0,000 0,000 0,000 | 0.017
348 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,071 0,000 | 0.071
350 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,033 | 0.033
352 0,000 0,000 0,000 0,000 0,063 0,000 0,000 | 0.063
356 0,200 0,000 0,034 0,000 0,000 0,000 0,000 | 0.234
376 0,000 0,000 0,000 0,000 0,063 0,000 0,000 | 0.063
384 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,083 | 0.033
388 0,000 0,000 0,000 0,000 0,063 0,000 0,000 | 0.063
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Popiilasyonlarin genetik yapisini ortaya koymak amaciyla grup biiytikliikleri, allel
sayilari, her bir gruba ait beklenen ve gozlenen heterozigotluk degerleri hesaplanmistir
(Tablo 15) ve grafik tlizerinde gosterilmistir (Sekil 30). Bunun yaninda popiilasyonlarin
Hardy-Weinberg dengesinde olup olmadiklar1 test edilmistir (p<0.05 6nemli, p>0.05
onemsiz) (Tablo 16). Du215 lokusunda Trabzon ve Artvin (p<0.05) gruplart Hardy-
Weinberg dengesinde degildir. Bu lokusa ait diger gruplar Hardy-Weinberg dengesindedir.
Du281 lokusunda Diizce, Trabzon ve Artvin (p<0.05) gruplari Hardy-Weinberg
dengesinde degildir. Bu lokusa ait diger gruplar Hardy-Weinberg dengesindedir. Du323
lokusunda Diizce, Trabzon ve Artvin (p<0.05) gruplari Hardy-Weinberg dengesinde
degildir. Bu lokusa ait diger gruplar Hardy-Weinberg dengesindedir. Du418 lokusunda
Diizce, Trabzon ve Artvin (p<0.05) gruplari Hardy-Weinberg dengesinde degildir. Bu
lokusa ait diger gruplar Hardy-Weinberg dengesindedir.

Tablo 15. Mikrosatellit lokuslara ait veriler

Popiilasyon Adi Du215 Du281 Du323 Du418

N 5 5 4 5

Na 7 5 4 3
§ Ne 5,556 3,846 3,556 2,778
£, | 1,834 1,471 1,321 1,055
4 Ho 0,800 0,200 0,250 0,000
= He 0,820 0,740 0719 0,640
uHe 0,911 0,822 0,821 0,711
F 0,024 0,730 0,652 1,000

N 8 10 10 10

Na 10 10 7 10
» Ne 7,111 8,696 5,128 8,333
2 | 2,133 2,224 1,765 2,207
s Ho 0,500 0,300 0,800 0,400
o He 0,859 0,885 0,805 0,880
uHe 0,017 0,032 0,847 0,926
F 0,418 0,661 0,006 0,545

N 30 29 29 29

Na 25 23 24 23
o Ne 16,822 15,720 10,072 17,521
E | 2,995 2,925 2,736 2,988
X Ho 0,567 0,724 0,655 0,414
= He 0,941 0,936 0,901 0,943
uHe 0,956 0,053 0,017 0,959
F 0,398 0,227 0,273 0,561
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Tablo 15’in devami

N 4 5 5 4

Na 4 5 7 4
2 Ne 2,909 3,846 6,250 4,000
E | 1,213 1471 1,887 1,386
. Ho 0,250 0,600 1,000 0,000
5 He 0,656 0,740 0,840 0,750
uHe 0,750 0,822 0,933 0,857
F 0,619 0,189 0,190 1,000

N 8 8 8 8

Na 8 7 12 12
£ Ne 6,400 5,818 10,667 8,533
-3 | 1,960 1,841 2,426 2,339
o § Ho 0,375 0,750 0,750 1,000
g He 0,844 0,828 0,906 0,883
uHe 0,900 0,883 0,967 0,942
F 0,556 0,094 0,172 0,133

N 7 7 7 7

Na 9 10 9 7
g Ne 7,538 7,538 6,533 5,444
E | 2,107 2,168 2,045 1,810
° Ho 0,857 0,857 0,571 0,714
a He 0,867 0,867 0,847 0,816
uHe 0,934 0,934 0,912 0,879
F 0,012 0,012 0,325 0,125

N 30 30 25 30

Na 30 23 23 22
£ Ne 21,951 15,789 16,667 14,876
S | 3,242 2,931 2,967 2,889
a Ho 0,633 0,700 0,760 0,600
o He 0,954 0,937 0,940 0,933
uHe 0,971 0,953 0,959 0,949
F 0,336 0,253 0,191 0,357

N: Ornek sayisi, Na: Allel Sayisi, Ne: Bu calismada kullanilan en etkili allel sayis1, I: Bilgi Indeksi, Ho:
Gozlenen heterozigotluk, He: Beklenen Heterozigotluk, uHe: Beklenen giivenilir heterozigotluk, F:
Sabitleme Indeksi
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Tablo 16. Popiilasyonlarin her bir lokustaki Hardy-Weinberg analizi

Popiilasyonun Adi N HG HB | uHe X2 P Sign.
D. b. bithynica 10 0,800 0,820 0,911 20,556 0,486 ns
D. b. tristis 16 0,500 0,859 0,917 64,889 0,028 *

o D. r. rudis 60 0,567 0,941 0,956 455,477 | 0,000 Fex
§ D. r. mirabilis 8 0,250 0,656 0,750 12,000 0,062 ns
° D. r. macromaculata 16 0,375 0,844 0,900 42,889 0,036 *
D. r. obscura 14 0,857 0,867 0,934 36,167 0,461 ns

D. r. bischoffi 60 0,633 0,954 0,971 615,000 | 0,000 Fx
D. b. bithynica 10 0,200 |0,740 |0,822 20,000 | 0,029 *

D. b. tristis 20 0,300 0,885 |0,932 72,222 | 0,006 **

B D. r. rudis 58 |0,724 0,936 |0,953 376,929 | 0,000 Fkk
§ D. r. mirabilis 10 0,600 |0,740 |0,822 16,250 | 0,093 ns
e D. r. macromaculata 16 0,750 /0,828 0,883 20,444 | 0,493 ns
D. r. obscura 14 10,857 |0,867 |0,934 42,778 | 0,567 ns

D. r. bischoffi 60 0,700 0,937 0,953 394,582 | 0,000 Fkk
D. b. bithynica 8 0,250 0,719 0,821 8,444 0,207 ns

D. b. tristis 20 /0,800 0,805 |0,847 40,694 | 0,006 *x

- D. r. rudis 58 |0,655 |0,901 |0,917 338,035 | 0,006 *x
% D. r. mirabilis 10 1,000 |0,840 0,933 20,000 | 0,521 ns
° D. r. macromaculata 16 0,750 0,906 0,967 76,000 0,187 ns
D. r. obscura 14 0,571 0,847 0,912 43,750 0,176 ns

D. r. bischoffi 50 0,760 0,940 0,959 388,306 | 0,000 Fx
D. b. bithynica 10 0,000 0,640 0,711 10,000 0,019 *

D. b. tristis 20 0,400 0,880 0,926 81,111 0,001 Fx

D. r. rudis 58 0,414 0,943 0,959 454,333 | 0,000 Fx
g D. r. mirabilis 8 0,000 0,750 0,857 12,000 0,062 ns
a D. r. macromaculata 16 1,000 0,883 0,942 72,000 0,286 ns
D. r. obscura 14 0,714 0,816 0,879 29,750 0,097 ns

D. r. bischoffi 60 0,600 0,933 |0,949 420,667 | 0,000 ke

N: Allel sayisi, Hg: Gozlenen heterozigotluk, Hg: Beklenen heterozigotluk, uH.. Beklenen tarafsiz
heterozigotluk, X?: Ki kare degeri, P: Onemlilik degeri (p< 0.05 6nemli, p> 0.05 6nemsiz), Sign:
Anlamlilik Degeri, ns: nem tagimayanlar

*: Tek bir allelin tespit edildigi popiilasyonlar-yildiz sayis1 arttikga 6nemlilik derecesi artmaktadir.
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Popiilasyonlar aras: allelik cesitlilik

30,000 1000 mmNa
- 0,900
25,000 - 0800 I N3 Freg. >= 5%
20000 - SOT00 E e
] 0,600 ©
' ]
£ 150m - 050 § -
i -
= - 0400 ¢ :
o i 7w o, Private Alleles
10,000 30 8
5000 - . | - 0200 No. LComm Alleles (<=2 5%)
0,100
‘ No. LComm Alleles {<=50%)
0,000 - - 0,000
uludag diizce trabzon rize savsat  ardanug artvin e He
Popiilasyonlar

Sekil 30. Mikrosatellit lokuslara ait verilerin grafik iizerinde gosterimi (Na: Allel Sayisi,
Na Freq.>5%: Allel frekansinin %5’ten biiyiik oldugu kisim, Ne: Bu ¢alismada
kullanilan en etkili allel sayisi, I: Bilgi indeksi, No. Private Alleles: Gruba 6zgii
ozel allel sayisi, No.LComm Allelels (<25%): %25 ten biiyiik ortak allel sayist,
No.LComm Allelels (<50%): %50’den biiyiik ortak allel sayisi, He: Beklenen
Heterozigotluk)

Gruplara ait bireylerde ayni uzunluklara sahip ortak alleller olmasinin yaninda
yalnizca belirli gruplara 6zgii uzunluklarda olan alleller de s6z konusu olmaktadir (Tablo
17).



Tablo 17. Gruplara ait bireylerde farklilik gosteren 6zel allellerin adet ve isimleri

Ornek Grup | Du215 | Du215 | Du281 | Du281 | Du323 | Du323 | Du418 | Du418 | Ozel Alel Sayisi Ozel Alellerin Isimleri
D. b. b. Ulu3 Uludag 276 276 250 250 240 240 292 292 1 Du323

D. b. b. Ulu4 Uludag 276 288 250 250 240 254 292 292 2 Du215, Du323

D. b. t. Alapl Diizce 228 232 192 192 184 192 308 308 1 Du215

D. b. t. Alap2 Diizce 292 216 222 252 188 192 292 318 3 Du215, Du281, Du418
D. b. t. Kurucas2 Diizce 236 236 188 188 184 184 245 245 1 Du418

D. b. t. Sinop-Merk?2 Diizce 224 224 172 172 188 194 184 192 1 Du418

D. b. t. Sinop Diizce 252 286 248 248 254 262 278 288 3 Du215, Du281, Du323
D.r.r. Unye Trabzon | 210 226 212 212 192 192 356 356 1 Du281

D. r.r. Persl Trabzon 202 202 168 168 164 166 298 298 1 Du323

D. r.r. GirDerAlan Trabzon | 246 246 188 196 184 188 274 274 2 Du215, Du418

D. r. r. GirGérism Trabzon | 198 198 188 200 188 194 274 308 1 Du418

D. r. r. GimKgse2 Trabzon | 280 296 250 256 230 264 288 288 3 Du215, Du281, Du323
D.r.r. GimKose3 Trabzon 210 210 164 172 172 176 284 284 1 Du323

D. r.r. SamDerl Trabzon 136 136 188 188 190 204 268 268 1 Du323

D. r. r. SamDer2 Trabzon 198 202 180 196 184 192 328 328 1 Du418

D. r.r. SamTermel Trabzon | 260 270 242 246 224 224 274 280 3 Du215, Du281, Du418
D. r. r. SamCanik Trabzon | 270 270 226 244 226 230 278 278 3 Du215, Du281, Du323
D. r. r. SamMerGir2 Trabzon | 236 236 234 234 230 230 280 284 2 Du281, Du323

D. r. r. TrDiizHag Trabzon | 226 240 192 192 184 184 274 298 2 Du215, Du418

D. r.r. TrCagOkg¢u Trabzon | 270 276 222 250 230 260 312 312 2 Du215, Du323

D. r.r. TrYilDemir Trabzon | 294 294 250 256 230 238 288 288 3 Du215, Du281, Du323
D. r.r. TrDernek Trabzon | 220 230 204 208 184 204 324 323 1 Du418

D. r.r. TrArsFind Trabzon | 220 220 200 204 192 212 282 282 1 Du418

VL



Tablo 17’nin devami
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r. bisc. Rizelyi3 Artvin 210 226 200 200 204 216 264 288 Du323, Du418

r. bisc. RizeAyd Artvin 278 282 174 174 152 152 284 288 Du215, Du323

r. bisc. RizeFin Artvin 272 302 168 196 201 200 288 288 Du215, Du323

D. r. r. TrMerToskoy Trabzon | 124 306 238 242 242 246 338 338 4 Du215, Du281, Du323, Du418
D. r. r. TrSirmCiftesu Trabzon | 216 226 204 204 184 204 246 255 1 Du418

D. r. r. TrOfCumhMah Trabzon | 136 136 0 0 112 116 278 286 1 Du323

D. r. r. SamBaf Trabzon | 188 202 184 188 164 164 320 344 1 Du418

D. r.r. TrDerecik Trabzon | 220 226 188 188 180 204 278 300 2 Du323, Du418
D. r. r. TrAk¢aMersKon Trabzon 192 206 176 176 172 188 246 254 1 Du323

D. r. mir. OvitYay4 Rize-Ovit| 276 276 216 240 238 244 290 290 1 Du323

D. r. mac. SavCamAs2 Savsat 198 202 156 176 176 192 268 312 1 Du281

D. r .mac. SavCamAs3 Savsat 138 138 188 206 200 212 352 376 3 Du215, Du281, Du418
D. r. mac. SavCamAs4 Savsat 194 194 168 168 174 178 292 316 2 Du215, Du323
D. r. mac. SavHocaMez1 Savsat 202 202 156 168 188 192 286 388 2 Du281, Du418
D. r. mac. SavHocaMez2 Savsat 272 272 236 236 246 258 268 326 1 Du418

D. r. mac. SavHocaMez3 Savsat 194 202 168 176 182 188 268 308 1 Du215

D. r. mac. SavHocaMez4 Savsat 230 230 176 188 194 194 288 296 1 Du418

D. r. obs. ArdGeg¢BilYayl Ardanug | 124 234 236 240 258 258 244 246 1 Du418

D. r. obs. ArdGe¢BilYay2 Ardanug | 168 196 168 180 188 192 286 308 1 Du215

D. r. obs. ArdGegBilYay4 Ardanug | 108 108 192 200 208 212 290 308 1 Du215

D. r. obs. ArdGegBilYayAral Ardanug | 168 206 164 180 174 188 286 348 2 Du215, Du418
D. r. obs. ArdGegBilYayAra2 Ardanug | 168 172 172 184 188 188 290 308 1 Du215

D. r. bisc. ArtCiftekemer Artvin 210 214 168 188 214 214 284 288 1 Du323

D. 2

D. 2

D. 2

D. 2

r. bisc. RizeArd Artvin 216 220 172 172 208 220 384 384 Du323, Du418
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D. r.bisc.RizeBor¢ckaCamAra Artvin 200 216 172 172 200 214 262 262 3 Du215, Du323, Du418

D. r. bisc. ArtHatBag Artvin 132 144 88 120 0 0 286 294 2 Du215, Du281

D. r. bisc. ArtHopaEsenl Artvin 152 160 128 140 142 144 286 286 3 Du215, Du281, Du323

D. r. bisc. ArtHopaEsen2 Artvin 160 160 0 0 0 0 292 292 1 Du215

D. r. bisc. ArtHopaKemalpasa Artvin 198 198 168 184 224 224 188 204 1 Du418

D. r. bisc. ArtMurl Artvin 136 140 168 180 0 0 284 304 2 Du215, Du418

D. r. bisc. ArtMur2 Artvin 222 226 168 180 208 214 294 294 1 Du323

D. r. bisc. ArtYukBall17 Artvin 128 132 88 92 132 132 314 314 4 Du215, Du281, Du323, Du418
D. r. bisc. ArtOrt2 Artvin 206 210 176 176 0 0 222 252 1 Du418

D. r. bisc. ArtMer Artvin 206 238 172 196 208 214 284 284 2 Du215, Du323

D. r. bisc. ArtMerHatVad Artvin 156 156 108 112 156 164 254 254 3 Du215, Du281, Du323

D. r. bisc. ArtYaniklil Artvin 133 132 102 112 0 0 312 316 2 Du215, Du281

D. r. bisc. ArtYamkli2 Artvin 266 266 236 244 254 264 308 316 1 Du215

D. r. bisc. ArtBesOrmYolu2 Artvin 196 204 164 172 184 192 278 316 1 Du215

D. r. bisc. ArtBorgLekobanl Artvin 192 192 152 180 188 196 308 316 1 Du281

D. r. bisc. ArtBorgLekoban2 Artvin 220 232 184 192 204 214 280 316 1 Du323

D. r. bisc. ArtSavMadenkdy Artvin 156 156 132 132 140 142 308 316 3 Du215, Du281, Du323

D. r. bisc. ArdCamliYolulOkm2 | Artvin 152 152 128 128 136 140 264 264 4 Du215, Du281, Du323, Du418
D. r. bisc. ArtErenYusufeli Artvin 188 196 152 184 188 196 298 298 1 Du281

D. r. bisc. ArtYesilkoy Artvin 128 132 108 108 134 134 350 350 4 Du215, Du281, Du323, Du418

9/



77

Gruplarin farkli hiyerarsik diizeylerde genetik farkliliklarini ortaya koymak amaciyla
Molekiiler Varyans Analizi (AMOVA) yapilmaistir.

Bu calismada popiilasyonlar arasinda genetik farkliliklar1 ortaya ¢ikarmak i¢in tiim
gruplar arasinda Nei’nin genetik uzakligi, Nei’nin giivenilir genetik uzakligi, Fst degerleri
ve Linear Fst degerleri esas alinarak analizler gergeklestirilmistir. Nei’nin genetik uzakligt
parametresi kullanilarak elde edilen verilere gére Uludag grubu diger tiim gruplardan net
bir sekilde ayrilmistir ve Diizce grubu Trabzon grubuna daha yakin genetik benzerlik
gostermistir. Nei'nin gilivenilir genetik uzakligi parametresi kullanilarak elde edilen
verilere gore de Uludag grubu diger tiim gruplardan net bir sekilde ayrilmistir ve Diizce
grubu Trabzon grubuna daha yakin genetik benzerlik gostermistir. Gruplar arasi Fst
degerlerine gbre yapilan analiz sonuglart da Nei’nin genetik uzakligi parametresi ve
Nei’nin giivenilir genetik uzaklifi parametresi kullanilarak yapilan analizlerle ayni
sonuclar1 vermistir. Linear Fst degerleri ile yapilan analiz sonuglarina gore de durum diger
parametrelere gore yapilan analizlerin sonuglari ile aynidir. Farkli olarak Linear Fst
degerleriyle yapilan analiz sonuglar1 Rize-Ovit grubunu diger gruplardan net bir sekilde
ayirmistir.

Gruplar arasindaki genetik farklilasmanin 6nemli olup olmadigini ortaya koymak
icin ilk olarak Nei’nin genetik uzaklik parametresi dikkate alinarak analizler
gerceklestirilmistir. Gruplar arasindaki degerlerin giderek biiylimesi genetik farklilasmanin
artt1g1; gruplar arasindaki degerlerin giderek kiiclilmesi ise genetik farklilasmanin giderek
azaldigi anlamma gelmektedir. Analiz sonucunda elde edilen verilere gore her grup
birbirinden anlamli bir sekilde ayrilmaktadir. Burada dikkat edilmesi gereken husus
Uludag-Diizce gruplart arasindaki degerin (1,433), Diizce-Trabzon gruplar arasindaki
degerden (0,534) daha yiiksek oldugu bilgisidir. Bu demektir ki Diizce grubu Nei’nin
genetik uzaklik parametresi esas alinarak yapilan analizlerde Trabzon grubuna genetik

olarak daha fazla yakinlik gostermektedir (Tablo 18).
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Tablo 18. Nei’nin genetik uzaklik parametresine gore gruplar arasindaki anlamli
farkliliklara ait veriler

Grupl Grup2 | Grupl-Birey Sayisi| Grup2-Birey Sayisi | Nei'nin Genetik Uzaklik Parametresi
Uludag Diizce 5 10 1,433
Uludag | Trabzon 5 30 1,508
Diizce Trabzon 10 30 0,534
Uludag | Rize-Ovit 5 5 1,643
Diizce | Rize-Ovit 10 5 1,021
Trabzon | Rize-Ovit 30 5 1,169
Uludag Savsat 5 8 2,002
Diizce Savsat 10 8 1,162
Trabzon Savsat 30 8 1,004
Rize-Ovit | Savsat 5 8 1,554
Uludag Ardanug 5 7 3,628
Diizce Ardanug 10 7 1,112
Trabzon | Ardanug 30 7 1,050
Rize-Ovit | Ardanug 5 7 1,294
Savsat Ardanug 8 7 1,111
Uludag Artvin 5 31 1,473
Diizce Artvin 10 31 0,988
Trabzon Artvin 30 31 0,709
Rize-Ovit | Artvin 5 31 1,237
Savsat Artvin 8 31 1,072
Ardanug Artvin 7 31 1,067

Gruplar arasindaki genetik farklilagmanin 6nemli olup olmadigini ortaya koymak
icin ikinci olarak Nei’nin giivenilir genetik uzaklik parametresi dikkate alinarak analizler
gerceklestirilmistir. Gruplar arasindaki degerlerin giderek biiylimesi genetik farklilasmanin
arttig; gruplar arasindaki degerlerin giderek kiiciilmesi ise genetik farklilagsmanin giderek
azaldigr anlamina gelmektedir. Analiz sonucunda elde ettigimiz verilere gore her grup
birbirinden anlamli bir sekilde ayrilmaktadir. Burada dikkat edilmesi gereken husus
Uludag-Diizce gruplar1 arasindaki degerin (1,033), Diizce-Trabzon gruplari arasindaki
degerden (0,196) daha yiiksek oldugu bilgisidir. Bu demektir ki Diizce grubu Nei’nin
giivenilir genetik uzaklik parametresi esas alinarak yapilan analizlerde Trabzon grubuna

genetik olarak daha fazla yakinlik gostermektedir (Tablo 19).



Tablo 19. Nei’nin giivenilir genetik uzaklik parametresine gore gruplar arasindaki anlamli

farkliliklara ait veriler
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Grupl Grup2 Grup1-Ornek Grup2-Ornek Nei'nin Giivenilir Genc'atik
Sayisi Sayisi Uzaklik Parametresi

Uludag Diizce 5 10 1,033
Uludag Trabzon 5 30 1,183
Diizce Trabzon 10 30 0,196
Uludag Rize-Ovit 5 5 1,217
Diizce Rize-Ovit 10 5 0,583
Trabzon Rize-Ovit 30 5 0,805
Uludag Savsat 5 8 1,529
Diizce Savsat 10 8 0,677
Trabzon Savsat 30 8 0,593
Rize-Ovit Savsat 5 8 1,043
Uludag Ardanug 5 7 3,150
Diizce Ardanug 10 7 0,621
Trabzon Ardanug 30 7 0,633
Rize-Ovit Ardanug 5 7 0,777
Savsat Ardanug 8 7 0,547
Uludag Artvin 5 31 1,112
Diizce Artvin 10 31 0,615
Trabzon Artvin 30 31 0,410
Rize-Ovit Artvin 5 31 0,838
Savsat Artvin 8 31 0,626
Ardanug Artvin 7 31 0,615

Gruplar arasindaki genetik farklilagmanin 6nemli olup olmadigini1 ortaya koymak
icin U¢lincii olarak Wright’in F istatistigi (1951) yapilmistir. Gruplarin Fst degerleri kiigiik
olan ikili karsilagtirmalarda gruplar aralarindaki farklilasmanin 6nemsiz oldugu, Fst degeri
biiyiik olan ikiserli karsilagtirmalarda ise gruplar arasindaki genetik farklilasmanin 6nemli
oldugu goriilmektedir (p< 0.05 6nemli, p>0.05 6nemsiz). Analiz sonucunda elde edilen Fst
degerlerine gore Uludag grubu diger tiim gruplardan anlamli bir sekilde ayrilmaktadir.
Uludag-Diizce (Fst: 0.048), Uludag-Trabzon (Fst: 0.051), Uludag-Rize (Ovit) (0.054),
Uludag- Savsat (0.067), Uludag-Ardanug (Fst: 0.089) ve Uludag-Artvin (Fst: 0,047) ikili
gruplar1 arasinda 6nemli farkliliklar gozlenmistir. Burada dikkat edilmesi gereken bir

baska husus Uludag-Diizce gruplar1 arasindaki degerin (0,048), Diizce-Trabzon gruplari
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arasindaki degerden (0.004) daha yiiksek oldugu bilgisidir. Bu demektir ki Diizce grubu
Fst degerleri esas alinarak yapilan analizlerde Trabzon grubuna genetik olarak daha fazla
yakinlik gostermektedir (Tablo 20). Ciinkii Uludag grubu diger tiim gruplardan ayridir yani
ayr1 bir tirdiir. Ayrica Uludag-Ardanug gruplari en yiiksek Fst degerine sahiptir (0,089).

Tablo 20. Fst degerlerine gore gruplar arasindaki anlamli farkliliklara ait veriler

et | ez | O e | e
Uludag Diizce 5 10 0,048
Uludag Trabzon 5 30 0,051
Diizce Trabzon 10 30 0,004
Uludag Rize-Ovit 5 5 0,054
Diizce Rize-Ovit 10 5 0,008
Trabzon Rize-Ovit 30 5 0,029
Uludag Savsat 5 8 0,067
Diizce Savsat 10 8 0,023
Trabzon Savsat 30 8 0,015
Rize-Ovit Savsat 5 8 0,040
Uludag Ardanug 5 7 0,089
Diizce Ardanug 10 7 0,021
Trabzon Ardanug 30 7 0,017
Rize-Ovit Ardanug 5 7 0,034
Savsat Ardanug 8 7 0,021
Uludag Artvin 5 31 0,047
Diizce Artvin 10 31 0,025
Trabzon Artvin 30 31 0,012
Rize-Ovit Artvin 5 31 0,031
Savsat Artvin 8 31 0,020
Ardanug Artvin 7 31 0,021

Gruplar arasindaki genetik farklilasmanin 6nemli olup olmadigini ortaya koymak
icin dordiincii olarak Linear Fst degerleri ile calisilmistir. Gruplarin Linear Fst degerleri
kiiciik olan ikili karsilagtirmalarda gruplar aralarindaki farklilasmanin 6nemsiz oldugu,
Linear Fst degeri biiylik olan ikiserli karsilastirmalarda ise gruplar arasindaki genetik
farklilasmanin 6nemli oldugu goriilmektedir. Analiz sonucunda elde edilen Linear Fst

degerlerine gore Uludag grubu diger tiim gruplardan anlamli bir sekilde ayrilmaktadir.
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Uludag-Diizce (Linear Fst: 0,051), Uludag-Trabzon (Linear Fst: 0,054), Uludag-Rize
(Ovit) (Linear Fst: 0,057), Uludag-Savsat (Linear Fst: 0,072), Uludag-Ardanug (Linear Fst:
0,098) ve Uludag-Artvin (Linear Fst: 0,050) ikili gruplart arasinda onemli farkliliklar
gozlenmistir. Burada dikkat edilmesi gereken bir baska husus Uludag-Diizce gruplari
arasindaki degerin (0,051), Diizce-Trabzon gruplar1 arasindaki degerden (0,004) daha
yiiksek oldugu bilgisidir. Bu demektir ki Diizce grubu Fst degerleri esas alinarak yapilan
analizlerde Trabzon grubuna genetik olarak daha fazla yakinlik gdstermektedir. Ayrica,
Rize-Ovit grubu ilk kez bu analizde diger tiim gruplardan farkli degerler gostermistir: Rize
(Ovit)-Uludag (0,057), Rize (Ovit)-Diizce (0,008), Rize (Ovit)-Trabzon (0,030), Rize
(Ovit)-Savsat (0,042), Rize (Ovit)-Ardanug (0,035) ve Rize (Ovit)-Artvin (0,032) (Tablo
21). Ayrica Uludag-Ardanug gruplari en yiiksek Linear Fst degerine sahiptir (Linear Fst:
0,098).

Tablo 21. Linear Fst degerlerine gore gruplar arasindaki anlamli farkliliklara ait veriler

Grupl Grup2 | Grupl-Ornek Sayisi | Grup2-Ornek Sayisi Linear Fst Degerleri
Uludag Trabzon 5 30 0,054
Uludag Savsat 5 8 0,072

Diizce Savsat 10 8 0,024
Trabzon Savsat 30 8 0,016
Uludag Ardanug 5 7 0,098

Diizce Ardanug 10 7 0,021
Trabzon Ardanug 30 7 0,018

Savsat

Artvin

Savsat Ardanug 8 7 0,021
Uludag Artvin 5 31 0,050
Diizce Artvin 10 31 0,026
Trabzon Artvin 30 31 0,012

0,020

Ardanug

Artvin

0,021
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Incelenen gruplara ait mikrosatellit lokuslarmin allel uzunluklari, Principal
Coordinates (PCoA) Analizi kullanilarak Fst degerlerine gore koordinat sistemi tizerinde
gosterilmistir (Sekil 31). Buna gore Uludag ve Rize-Ovit gruplarin, diger gruplardan

genetik olarak ayr1 oldugu ortaya konmustur.

Principal Coordinates (PCoA)

savsat

d ibteim

ardanug

uludag

Coord. 1

Sekil 31. Principal Coordinates (PCoA) Analizi kullanilarak Fst degerlerine gore gruplarin
koordinat sisteminde dagiliminin gdsterilmesi

Incelenen gruplara ait mikrosatellit lokuslarmin allel uzunluklari, Principal
Coordinates (PCoA) Analizi kullanilarak Linear Fst degerlerine gore de koordinat sistemi
tizerinde gosterilmistir (Sekil 32). Bu analiz ile birlikte Uludag ve Rize-Ovit gruplarinin,

diger gruplardan genetik olarak ayr1 oldugu bilgisi desteklenmistir.

Principal Coordinates (PCoA)

& rize

& diizce
# ardanug #Seri 1
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Sekil 32. Principal Coordinates (PCoA) Analizi kullanilarak Linear Fst degerlerine gore
gruplarin koordinat sisteminde dagiliminin gosterilmesi
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En spesifik verileri tasimasindan dolayi elde edilen Linear Fst degerleri esas alinarak,
gruplar arasindaki genetik iliski POPTREE bilgisayar programinda analiz edilmis ve
UPGMA dendogrami olusturulmusur (Sekil 33). Dendogramin Tirkiye’de bulunan
Trabzon ve Uludag kertenkelesi popiilasyonlarini, D. rudis ve D. bithynica olmak tizere 2
ayrt dala ayirdigi gozlenmistir. Dendogram iizerinde dallarin giivenilirligini test etmek
tizere 1000 tekrarli se¢-bagla analizi yapilmis ve %48’in altinda birbirini destekleyen dallar
gozlemlenmemistir. Analiz sonucu, Uludag grubu ile diger tiim gruplar arasindaki
ayrilmayi tamamen desteklerken, Rize-Ovit grubunu kalan diger tiim gruplardan ayirarak

farkl bir soy (clade) olarak belirlemistir.
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Sekil 33. Gruplarin dendogram iizerinde gésterimi, Pop 1: D. b. bithynica (Uludag
Grubu), Pop 2: D. b. tristis (Diizce Grubu), Pop 3: D. r. rudis (Trabzon
Grubu), Pop 4: D. r. mirabilis (Rize-Ovit Grubu), Pop 5: D. r.
macromaculata (Savsat Grubu), Pop 6: D. r. obscura (Ardanug Grubu) ve
Pop 7: D. r. bischoffi (Artvin Grubu)



4. TARTISMA

Mikrosatellit belirtegleri gosterdikleri varyasyon oranlariyla 6zellikle mikrocografik
alanda yasayan bazi hayvan popiilasyonlarinin (balik) genetik yapilarini basarili bir sekilde
ortaya koymustur (Estoup ve ark., 1998; Hansen ve ark., 2000; Fritzner ve ark., 2001).

Bu calisma, ayrimlart en son 2013 yilinda ve yalnizca morfolojik seviyede yapilan,
Tiirkiye’de genis bir alanda dagilis gosteren D. bithynica ve D. rudis popiilasyonlarinin
mikrosatellit belirtegler yontemi kullanilarak, allel boylarinin uzunluklari yoniinden,
filogenetik ayrimlarina agiklik getirilmesi amaciyla hazirlanmigtir. 59 ayri lokaliteye ait
kertenkele ornekleri 7 gruba (Uludag grubu, Diizce grubu, Trabzon Grubu, Rize-Ovit
grubu, Savsat grubu, Ardanu¢ grubu ve Artvin grubu) ait 4 adet mikrosatellit lokusu
(Du215, Du281, Du323 ve Du418) iizerinde calismalar yapilmistir. Bu ¢aligsmalardan elde
edilen verilerle analizler hazirlanmig ve hem mikrocografik hem de makrocografik alanda
Uludag kertenkelesi ve Trabzon kertenkelesine ait oldugu diisiiniilen popiilasyonlarin
genetik yapilar1 hakkinda 6nemli bilgiler kaydedilmistir. Ayrica s6z konusu tiirlerin ve
alttiirlerin  bugiinkii poptilasyonlar1 arasindaki mevcut genetik farkliliklar ortaya
konmustur.

Belirtilen bolgelerde bir mutasyon olmasi halinde, niikleotit tekrarlarinin eklenip
cikmasi sonucu genetik yapisi arastirilan bolgelerde, eklenen niikleotit tekrarlari varsa allel
uzunluklarmin beklenenden uzun; kaybolan niikleotit tekrarlari varsa allel uzunluklarinin
beklenenden kisa olmasi gerekmektedir. Oysa Hardy-Weinberg dengesine gore evrim
mekanizmalariin var olmadigini diisiindiigiimiiz bir popiilasyonda, her bir allelin boyunun
(frekansinin) nesiller boyunca sabit kalmasi gerekir. Bazi popiilasyonlarin Hardy-
Weinberg dengesinde olmamasi, izolasyonlar nedeniyle sinirli gen akigina sahip olmaktan
kaynaklanabilir (Arslan, 2006). Bu durumun ise genellikle disar1 kapali popiilasyonlarda
goriilmesi beklenir. Uludag grubu gercekten D. rudis’ in diger alttiirlerinden farklilik
gosteriyor ise bu, bithynica’nin biiyiik bir kara pargasi {izerinde bir ada popiilasyonu gibi
yapisinin oldugunu gosterir (B6hme ve Bischoff, 1984). Uludag grubunun yasadigi ortam
itibariyle izole bir grup olmasindan dolayr disart ile olan gen alig veriginin zaman
igerisinde durdugu ve bu sayede belirli genlerin yalnizca bu popiilasyonda korundugu
diistiniilmektedir. Uludag grubu diger tiim gruplardan anlamli bir sekilde ayrilmaktadir.
Uludag-Diizce (Fst: 0,051), Uludag-Trabzon (Fst: 0,054), Uludag-Rize (Ovit) (Fst: 0,057),



85

Uludag- Savsat (Fst: 0,072), Uludag-Ardanug (Fst: 0,098) ve Uludag-Artvin (Fst: 0,050)
ikili gruplar1 arasinda dnemli farkliliklar gézlenmistir. Bunun bir sonucu olarak s6z konusu
genler tizerindeki allellerin de ayn1 kaldig1 ve allel boylarinda fazlaca ¢esitlenme olmadigi
goriilmektedir. Uludag grubundaki bu dar allel gesitliligine ragmen Trabzon ve Artvin
gruplarina ait allel boylarinin g¢esitliliginde yiiksek bir oran dikkat ¢ekmektedir. Bu durum,
Trabzon ve Artvin gruplarindaki popiilasyonlarin dagilis alanlarinin Uludag grubu gibi
belirli bir bolge ile simirli kalmadigi, genis alanlara yayilarak belki de hibritlesmeler
sonucu gen alig verisinin rahatlikla gerceklestigi anlamina gelebilir. Calismada, dikkat
¢eken bir bagka husus ise 2013 yilinda tavsifi yapilan ve bu ¢alismada “Rize-Ovit” olarak
adlandirilan grubun allel cesitliligindeki miktarin azligidir. Bu durum akla Rize-Ovit
grubunun da Uludag grubu gibi izole bir popiilasyon olup olmadigi sorusunu akla
getirmektedir. Bu bilgi, yapilan analizlerde Rize-Ovit grubunun D. rudis’in diger
alttiirlerinden farkli bir soy (clade) olabilecegini ortaya koymustur.

D. rudis ve D. bithynica tiirlerinin genetik yapi analizi sonucu 4 mikrosatellit
lokusunda ortalama 184 allel kayit altina alinmistir. Tiim lokuslar polimorfiktir. Uludag
grubu popiilasyonlarinda  goriilen allel sayisi1 ortalamasi 9,5; Diizce grubu
popiilasyonlarinda goriilen allel sayis1 ortalamasi 19; Trabzon grubu popiilasyonlarinda
goriilen allel sayisi ortalamasi 58.5; Rize-Ovit grubu popiilasyonlarinda goriilen allel sayisi
ortalamasi 9; Savsat grubu popiilasyonlarinda goriilen allel sayisi ortalamasi 16; Ardanug
grubu popiilasyonlarinda goriilen allel sayisi ortalamasi 14 ve Artvin grubu
popiilasyonlarinda goriilen allel sayisi1 ortalamasi 57.5 olarak belirlenmistir.

Popiilasyonlarda gozlenen heterozigotluk degeri popiilasyon i¢i varyasyonun dnemli
bir gostergesidir. Popliasyon i¢i varyasyonlar belirlenerek farkli boylardaki alleller her bir
grup igin belirlenirse, gruplar arasi farkliliklar1 daha kolay yorumlanabilir. Ornegin bir
grup icerisinde allel varyasyonu ¢ok fazla degilse gen alis verisi zamanla durmus bir
gruptan bahsediliyor olabilir. Uludag grubu popiilasyonlarinin Du215 lokusunda gbzlenen
heterozigotluk degeri 0.800 iken beklenen heterozigotluk degeri 0,820°dir. Diizce grubu
popiilasyonlarinin Du215 lokusunda gozlenen heterozigotluk degeri 0,500 iken beklenen
heterozigotluk degeri 0,859’dir. Trabzon grubu popiilasyonlarinin Du215 lokusunda
gozlenen heterozigotluk degeri 0,567 iken beklenen heterozigotluk degeri 0,941°dir. Rize-
Ovit grubu popiilasyonlarinin Du215 lokusunda gézlenen heterozigotluk degeri 0,250 iken
beklenen heterozigotluk degeri 0,656°dir. Savsat grubu popiilasyonlarinin Du215

lokusunda gozlenen heterozigotluk degeri 0,375 iken beklenen heterozigotluk degeri
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0,844°dir. Ardanu¢ grubu popiilasyonlarinin Du215 lokusunda gézlenen heterozigotluk
degeri 0,857 iken beklenen heterozigotluk degeri 0,867’dir. Son olarak Artvin grubu
popiilasyonlarinin Du215 lokusunda gozlenen heterozigotluk degeri 0,633 iken beklenen
heterozigotluk degeri 0,954’dir. Ho ve He yi yan yana gérmemiz durumunda aralarindaki
fark dengeden sapmanin yoniinii ve biiylikliiglini belirtmektedir.

Uludag grubu popiilasyonlarinin Du281 lokusunda gozlenen heterozigotluk degeri
0,200 iken beklenen heterozigotluk degeri 0,740’dir. Diizce grubu popiilasyonlarinin
Du281 lokusunda gozlenen heterozigotluk degeri 0,300 iken beklenen heterozigotluk
degeri 0,885’dir. Trabzon grubu popiilasyonlarinin Du281 lokusunda gozlenen
heterozigotluk degeri 0,724 iken beklenen heterozigotluk degeri 0,936’dir. Rize-Ovit grubu
popiilasyonlarinin Du281 lokusunda gbzlenen heterozigotluk degeri 0,600 iken beklenen
heterozigotluk degeri 0,740°dir. Savsat grubu popiilasyonlarinin Du281 lokusunda
gozlenen heterozigotluk degeri 0,750 iken beklenen heterozigotluk degeri 0,828’dir.
Ardanug grubu popiilasyonlarmin Du281 lokusunda g6zlenen heterozigotluk degeri 0,857
iken beklenen heterozigotluk degeri 0,867°dir. Son olarak Artvin grubu popiilasyonlarinin
Du281 lokusunda gozlenen heterozigotluk degeri 0,700 iken beklenen heterozigotluk
degeri 0,937 dir.

Uludag grubu popiilasyonlarinin Du323 lokusunda gdzlenen heterozigotluk degeri
0,250 iken beklenen heterozigotluk degeri 0,719’dir. Diizce grubu popiilasyonlarinin
Du323 lokusunda gozlenen heterozigotluk degeri 0,800 iken beklenen heterozigotluk
degeri 0,805°dir. Trabzon grubu popiilasyonlarinin Du323 lokusunda gdzlenen
heterozigotluk degeri 0,655 iken beklenen heterozigotluk degeri 0,901°dir. Rize-Ovit grubu
popiilasyonlariin Du323 lokusunda gozlenen heterozigotluk degeri 1,000 iken beklenen
heterozigotluk degeri 0,840°dir. Savsat grubu popiilasyonlarin Du323 lokusunda
gozlenen heterozigotluk degeri 0,750 iken beklenen heterozigotluk degeri 0,906’dir.
Ardanug grubu popiilasyonlarinin Du323 lokusunda gézlenen heterozigotluk degeri 0,571
iken beklenen heterozigotluk degeri 0,847°dir. Son olarak Artvin grubu popiilasyonlarinin
Du323 lokusunda gozlenen heterozigotluk degeri 0,760 iken beklenen heterozigotluk
degeri 0,940°dir.

Uludag grubu popiilasyonlarinin Du418 lokusunda gézlenen heterozigotluk degeri
0,000 iken beklenen heterozigotluk degeri 0,640’dir. Diizce grubu popiilasyonlarinin
Du418 lokusunda gozlenen heterozigotluk degeri 0,400 iken beklenen heterozigotluk

degeri 0,880°dir. Trabzon grubu popiilasyonlarinin Du418 lokusunda gdzlenen
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heterozigotluk degeri 0,414 iken beklenen heterozigotluk degeri 0,943dir. Rize-Ovit grubu
popiilasyonlarinin Du418 lokusunda gozlenen heterozigotluk degeri 0,000 iken beklenen
heterozigotluk degeri 0,750°dir. Savsat grubu popiilasyonlarinin Du418 lokusunda
gozlenen heterozigotluk degeri 1,000 iken beklenen heterozigotluk degeri 0,883°dir.
Ardanug grubu popiilasyonlarinin Du418 lokusunda gbzlenen heterozigotluk degeri 0,714
iken beklenen heterozigotluk degeri 0,816’dir. Son olarak Artvin grubu popiilasyonlarinin
Du418 lokusunda gozlenen heterozigotluk degeri 0,600 iken beklenen heterozigotluk
degeri 0,933 dir.

Hardy-Weinberg dengesinde olmayan popiilasyonlarin kiigiik popiilasyonlar
olmalari, izolasyonlar nedeniyle smirli gen akisinin olmasi ve genetik kayma ile
acgiklanmaktadir.

Darevskia cinsinin mikrocografik alanda yani grup i¢inde-popiilasyonlar arasinda ve
popiilasyon iginde Onemli varyasyonlara sahip oldugu bilinmektedir. Bu c¢alismada
aragtirtlmas1 hedeflenen konu, tiirlerin ve alttiirlerin makrocografik alandaki yani gruplar
arasindaki genetik farkliliklar1 ortaya koyabilmektir. Calismada kullanilan tiim gruplarda
kendilerine 6zgii allel frekanslar1 saptanmistir ve bu lokuslarda bulunan allel frekanslar
diger gruplarda goriillmemektedir. Genetik farklilik sebeplerinin, yasadiklari alanin fiziksel
olarak izole olmasindan kaynaklandigi ve bu sayede gen akismin sinirli oldugu
diisiiniilmektedir (Arslan, 2006). Belirlenen gruplar arasinda mikrosatellit belirtegler
kullanilarak, Uludag grubunun allel boylarindaki ileri diizeydeki farklilik ve frekans
degerleri bu grubu diger gruplardan tamamiyla ayirmistir. Diizce grubunun allel
boylarindaki ¢esitlenme, Uludag grubu popiilasyonu ile morfolojik olarak benzerlik
tasidign ifade edilmis olsa da (Arribas ve ark., 2013) Trabzon grubuna yakinlik
gostermektedir. Ayrica Rize-Ovit grubunun, D. rudis’ e ait diger tiim gruplardan farkli bir
soy (clade) olabilecegi agiga ¢ikarilmigtir.

Bu tez calimasinda yapilan 4 ayr1 analiz sonucuna gore Uludag grubu diger tiim
gruplardan anlamli derecede farklilik gostermektedir ve bu tez ¢alismasi D. bithynica’nin
ayr1 bir tiir oldugunu desteklemektedir. Fakat literatiirde belirtilenin aksine Diizce grubu
Uludag grubuna degil Trabzon grubuna genetik olarak daha fazla yakinlik gostermektedir
ve bu tez calismasi, literatiirde D. b. tristis olarak belirtilen alttiiriin D. r. tristis olarak
tekrar isimlendirilmesi gerektigini ortaya koymustur. Ayrica bu tez ¢alismasi, D. rudis’in
bir alttiirii olarak tavsif edilen Rize-Ovit grubunun ayri bir clade (soy) olabilecegini yani D.

r. mirabilis’in belki de litaretiiriin aksine farkli bir tiir olabilecegini agiga ¢ikarmistir.
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Kokeni 1980°1i yillara dayanmasima ragmen mikrosatellit belirtegler ile ilgili
caligmalar, 2000’1i yillardan sonra artarak giinlimiize kadar gelmistir. Bu metod ile birgok
hayvan irkinin calisilmasina ragmen eksiklikler gliniimiizde halen devam etmektedir.
Siirlingenlerde bu metod ile yapilan sistematik caligmalar 1990’11 yillara dayanir.
Darevskia cinsi igin ise ¢alismalar 2000°li yillardan sonra artis kazanmistir. Bu zaman
zarfinda Darevskia unisexualis, Darevskia agilis gibi Darevskia cinsine ait tiirlerde
mikrosatellit DNA yontemi basarili bir sekilde kullanilmis (Grechko, 2006; Korchagin,
2007) ve soz konusu metod Darevskia cinsi igin de literatiire kazandirilmistir. Diger bir
¢ok canli grubunda belirli genlerin iizerindeki allel boylarinin gesitliligi esas alinarak
sistematik simiflandirmalarda lokalitelere gore yorumlar yapilmasina ragmen (Arslan,
2006; Kiikrer, 2013) bu durum Darevskia cinsi kertenkeleler i¢in farklidir. Darevskia cinsi
kertenkelelere ait ¢alismalarda allel boylarinin gesitliliginin yan1 sira belirlenen lokuslarin
sekanslar1 da arastiritlmaktadir (Ciobanu ve ark., 2004; Grechko ve ark., 2005; Korchagin
ve ark., 2006; Malysheva ve ark., 2006). Bunun sebebi bu cinse ait farkli tiirlerde
kertenkelelerin aym1 ortami paylasmalar1 ve hibridizasyonun yaygin olabilecegi
diisincesidir. Belirlenen bolgelerin sekanslarinin okutulmasiyla tiiriin ata tirleri dahi
belirlenebilmektedir (Korchagin, 2006; Malysheva, 2006).

Belirlenen genlerin iizerindeki allel boylarmin ¢esitliligi esas alinarak Darevskia
cinsi i¢in sistematik siniflandirmalar1 kapsayan bir ¢alisma Petrosyan ve ark. (2003)
tarafindan yapilmistir. Bu calismada Darevskia cinsine ait 3 tiir (Darevskia dahli,
Darevskia armeniaca ve Darevskia unisexualis)’iin siniflandiriimasinda Wright’in Fst
istatistigindeki cesitli parametreler ile Fst degerleri kullanilmis ve M13, (GACA)n, ve
(TCC)n lokuslarinda popiilasyonlar arasi genetik ¢esitlilik kaydedilmistir. Buna gore
Ermenistan’in  kuzeydogu ve kuzeybatisinda bulunan D. dahli popiilasyonlarinin
birbirlerinden farkli olduklar1 (Fst = 0.0272) ve D. armaniaca’nn Ukrayna
popiilasyonlarmin tamaminin ayni popiilasyon (Fst = 0) oldugu, bu tez g¢alismasinda
oldugu gibi Fst degerleri esas alinarak agiga ¢ikarilmistir (Petrosyan ve ark., 2003).

Mikrosatellit DNA belirteci kullanarak Wright’in Fst istatistigi ile yapilan bir bagka
calisma Arslan tarafindan 2006 yilinda 27 alabalik populasyonuna ait 5 mikrosatelit
lokusunun (Strl5INRA, Str60INRA, Str73INRA, SsoSL417 ve Ssal7l) analizleri
gerceklestirilerek yapilmistir ve hem mikrocografik hem de makrocografik alanda alabalik

popiilasyonlarinin genetik yapist hakkinda 6nemli bilgilere ulagilmistir. Tiirkiye’de
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alabalik popiilasyonlarinin  dahil olduklari soy hatlar1 belirlenmis ve bugiinkii
popiilasyonlar arasinda olusan mevcut genetik farkliliklar ortaya konmustur. Alabalik
popiilasyonlarinin genetik yapi analizi sonucu bes mikrosatelit lokusunda toplam 37 allel
saptanmistir. Tim lokuslar, bu tez ¢alismasinda oldugu gibi polimorfiktir. Tiirkiye alabalik
popiilasyonlarinda, gézlenen heterozigotluk degeri 0.070 ile 0.504 arasindadegisirken
ortalama heterozigotluk 0,254 tiir. Tiirkiye alabalik popiilasyonlarinda goriilen allel sayisi
ortalamasi 7,4 olarak belirlenmistir (Arslan, 2006). Popiilasyon ¢iftleri arasindaki genetik
farkliligin  6nemli olup olmadigini istatistiksel olarak ortaya koymak igin bu tez
calismasinda oldugu gibi Wright’in Fst analizi yapilmistir. Popiilasyonlarin Fst matrisinde
Fst degerleri kiigiik olan ikiserli karsilastirmalarda popiilasyonlarin aralarindaki
farklilasmanin 6nemsiz oldugu, Fst degeri biiyiilk olan ikiserli karsilagtirmalarda ise
poplilasyonlar arasindaki farklilagmanin bu tez c¢alismasina benzer sekilde Onemli
oldugunu ortaya c¢ikarmistir (p< 0.05 &6nemli, p>0.05 Onemsiz) (Arslan, 2006). Bu
calismaya benzer sekilde, farkli havza sistemlerinde (lokalitelerde) birbirine uzak olan
poplilasyonlarin en yiiksek Fst degerlerine sahip oldugu a¢iga ¢ikarilmistir. Birbirine yakin
popiilasyonlar ya da ayni havza sisteminde (lokalitelerde) olsalar dahi popiilasyonlarin
biiyiik bir kisminin istatistiksel olarak énemli Fst degerlerine sahip olduklar1 bu ¢alismayla
paralellik gosteren bir bagka bilgidir. Ayrica Nei’nin genetik uzaklik matrisinde birbirinden
uzak goriilen popiilasyonlarin Fst degerleri de bu tez ¢alismasinin sonuglarimiza benzer
sekilde biiyiiktiir. Bu sonuglarin, Tirkiye cografyasinda bulunan alabaliklarin tipki
kertenkelelerde oldugu gibi 6nemli bir sekilde birbirlerinden izole olduklarini destekleyen
diger bir gosterge oldugu diisliniilmiis ve bu calismada oldugu gibi popiilasyonlarin bir
kismimin Hardy-Weinberg dengesinde olmadig: belirtilmistir. Bazi popiilasyonlarin Hardy-
Weinberg dengesinde olmamasi, 6rnek sayisinin diisiik olmasi nedeniyle nadir goriilen
allellerin tespit edilememesinden kaynaklanabilir. Ayrica popiilasyonlarda goriilen
heterozigot eksikliginin null allel bulunmasindan da kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir
(Aurelle ve ark., 2002). Ancak genel olarak 6rnek sayis1 yiiksek olan popiilasyonlarda da
Hardy-Weinberg dengesinde degildir. Bu durum, alabaliklar popiilasyonlarina benzer
sekilde kertenkele popiilasyonlarinin kiiciik popiilasyon biiyiikliigiine sahip olmalart,
izolasyonlar nedeniyle sinirli gen akisinin olmasi ve genetik kayma ile agiklanmaktadir.
Mikrosatellit DNA belirteci kullanarak Wright’in Fst istatistigi ile yapilan bir baska
calismada 18 ilden toplanan 250 bal arisinin (yerlesik yasayan 174 birey ve go¢ eden 76
birey) genetik yapilar1 30 adet mikrosatellit lokusu dikkate alinarak arastirtlmistir (Kiikrer,
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2013). Ozel allel tasiyan popiilasyonlar bu tez calismasinda belirlendigi gibi 6zellikle
belirlenmistir. Her bir lokusun gozlenen ve beklenen heterozigotluk degerleri
hesaplanmistir. (A079 lokusu igin gozlenen heterozigotluk degeri 0,69 iken beklenen
heterozigotluk degeri 0,74’tiir. A107 lokusu igin gozlenen heterozigotluk degeri 0,92 iken
beklenen heterozigotluk degeri 0,93°tiir. A(B)124 lokusu igin gozlenen heterozigotluk
degeri 0,73 iken beklenen heterozigotluk degeri 0,79°dur. AC006 lokusu igin gbzlenen
heterozigotluk degeri 0,15 iken beklenen heterozigotluk degeri 0,20’dir. AC306 lokusu
icin gozlenen heterozigotluk degeri 0,64 iken beklenen heterozigotluk degeri 0,71°dir.
AP218 lokusu i¢in gozlenen heterozigotluk degeri 0,06 iken beklenen heterozigotluk
degeri 0,13’tiir. AP226 lokusu i¢in gozlenen heterozigotluk degeri 0,17 iken beklenen
heterozigotluk degeri 0,21°dir. AP243 lokusu i¢in gozlenen heterozigotluk degeri 0,16 iken
beklenen heterozigotluk degeri 0,19°dur. AP289 lokusu i¢in gozlenen heterozigotluk
degeri 0,66 iken beklenen heterozigotluk degeri 0,91°dir. HB-C16-02 lokusu i¢in gbzlenen
heterozigotluk degeri 0,59 iken beklenen heterozigotluk degeri 0,73 tiir). Ilgili calismada,
gozlenen ve beklenen degerler arasinda bu calismada oldugu gibi biiyiik farklar
gbzlenmistir.

Tim bu sonuglar 1s18inda mikrosatelit belirtecleri Tiirkiye cografyasinda dagilis
gosteren D. rudis ve D. bithynica tiirlerine ait popiilasyonlarin belirlenen genlerde allel
uzunluklarini belirlemis ve popiilasyonlar arasi allel uzunluklar1 arasindaki genetik iliskiyi
farkli istatistiksel yontemlerle ayrintili bir sekilde ortaya koyabilmektedir. Ayrica
belirlenen lokuslarin allel uzunluklariin yaninda sekanslarinin da okunmasi durumunda

tiirlerin evrimsel tarihini agiklayabilmek de miimkiin olabilecektir.
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5. SONUCLAR

1.

Bu c¢alismada D. rudis ve D. bithynica tiirlerinin Tirkiye’de bulunan farkli
lokalitelerdeki kertenkele orneklerine ait (D. rudis tiirii i¢in 54 lokalite ve D.
bithynica tiirii i¢in 5 lokaliteden 15 kertenkele 6rnegi olmak tizere toplamda 96
adet birey); Du215, Du281, Du323 ve Du418 lokuslarinin mikrosatellit DNA
belirteci kullanilarak s6z konusu tiirler ve alttiirleri arasindaki genetik iliskilerin
incelenmesi hedeflenmistir. Bu genetik iliskilerin incelenmesinde 4 farkli
parametre (Nei’nin genetik uzaklik parametresi, Nei’nin giivenilir genetik uzaklik
parametresi, Fst degerleri ve Linear Fst degerleri) kullanilmistir ve tiim
parametrelere ait sonuglar birbirini desteklemektedir.

Gruplar arasindaki anlamli farkliliklar ilk olarak Nei’nin genetik uzaklik
parametresine gore belirlenmigtir. Buna gore, Uludag grubu diger gruplarin
tamamindan bariz bir sekilde ayrilmaktadir. Bir bagka dikkat edilmesi gereken
husus Uludag-Diizce gruplar arasindaki degerin (1,433), Diizce-Trabzon gruplari
arasindaki degerden (0,534) daha yiiksek oldugu bilgisidir. Bu demektir ki Diizce
grubu Nei’nin genetik uzaklik parametresi esas alinarak yapilan analizlerde

Trabzon grubuna genetik olarak daha fazla yakinlik gostermektedir (Tablo 23).

Tablo 22. Nei’nin genetik uzaklik parametresine gore gruplar arasindaki anlamli

farkliliklar
Uludag Diizce Trabzon Rize-Ovit Savsat Ardanug Artvin
Uludag 0,000
Diizce 1,433 0,000
Trabzon 1,508 0,534 0,000
Rize-Ovit 1,643 1,021 1,169 0,000
Savsat 2,002 1,162 1,004 1,554 0,000
Ardanug 3,628 1,112 1,050 1,294 1,111 0,000
Artvin 1,473 0,988 0,709 1,237 1,072 1,067 0,000
3. Gruplar arasindaki anlamli farkliliklar ikinci olarak Nei’nin giivenilir genetik

uzaklik parametresine gore belirlenmistir. Buna gore, Uludag grubu diger

gruplarin tamamindan bariz bir sekilde ayrilmaktadir. Bir bagka dikkat edilmesi
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gereken husus Uludag-Diizce gruplari arasindaki degerin (1,033), Diizce-Trabzon
gruplar arasindaki degerden (0,196) daha yiiksek oldugu bilgisidir. Bu demektir
ki Diizce grubu Nei’nin giivenilir genetik uzaklik parametresi esas alinarak
yapilan analizlerde Trabzon grubuna genetik olarak daha fazla yakinlik
gostermektedir (Tablo 24).

Tablo 23. Nei’nin giivenilir genetik uzaklik parametresine gore gruplar arasindaki anlamli

farkliliklar

Uludag Diizce Trabzon | Rize-Ovit Savsat Ardanug Artvin
Uludag 0,000
Diizce 1,033 0,000
Trabzon 1,183 0,196 0,000
Rize-Ovit 1,217 0,583 0,805 0,000
Savsat 1,529 0,677 0,593 1,043 0,000
Ardanug 3,150 0,621 0,633 0,777 0,547 0,000
Artvin 1,112 0,615 0,410 0,838 0,626 0,615 0,000

4. Gruplar arasindaki anlamli farkliliklar tiglincli olarak Fst degerlerine gore

belirlenmistir. Buna gore, Uludag grubu diger gruplarin tamamindan yine bariz
bir sekilde ayrilmaktadir. Bir baska dikkat edilmesi gereken husus Uludag-Diizce
gruplar1 arasindaki degerin (0,091), Diizce-Trabzon gruplari arasindaki degerden
(0,026) daha yiiksek oldugu bilgisidir. Bu demektir ki Diizce grubu Nei’nin
genetik uzaklik parametresi esas alinarak yapilan analizlerde Trabzon grubuna

genetik olarak daha fazla yakinlik gostermektedir (Tablo 24).

Tablo 24. Fst degerlerine gore gruplar arasindaki anlamli farkliliklar

Uludag Diizce Trabzon | Rize-Ovit | Savsat | Ardanug Artvin
Uludag 0,000
Diizce 0,091 0,000
Trabzon 0,078 0,026 0,000
Rize-Ovit 0,125 0,074 0,067 0,000
Savsat 0,100 0,052 0,036 0,088 0,000
Ardanug 0,116 0,054 0,040 0,085 0,053 0,000
Artvin 0,076 0,036 0,017 0,067 0,035 0,039 0,000
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Gruplar arasindaki anlamli farkliliklar dordiincii olarak Linear Fst degerlerine
gore belirlenmistir. Buna gore, Uludag grubu diger gruplarin tamamindan yine
bariz bir sekilde ayrilmaktadir. Bir baska dikkat edilmesi gereken husus Uludag-
Diizce gruplan arasindaki degerin (0,051), Diizce-Trabzon gruplari arasindaki
degerden (0,004) daha yiiksek oldugu bilgisidir. Bu demektir ki Diizce grubu
Nei’nin genetik uzaklik parametresi esas alinarak yapilan analizlerde Trabzon
grubuna genetik olarak daha fazla yakinlik gostermektedir. Ilaveten, burada
dikkat ¢eken bir baska husus da Rize-Ovit popiilasyonunun diger gruplardan
anlamli bir farklilik géstermesidir (Tablo 25).

Linear Fst degerlerine gore gruplar arasindaki anlamli farkliliklar

Uludag Diizce Trabzon Rize-Ovit Savsat Ardanug Artvin

Uludag

0,000

Diizce

0,051 0,000

Trabzon

0,054 0,004 0,000

Rize-Ovit

0,057 0,008 0,030 0,000

Savsat

0,072 0,024 0,016 0,042 0,000

Ardanug

0,098 0,021 0,018 0,035 0,021 0,000

Artvin

0,050 0,026 0,012 0,032 0,020 0,021 0,000

6.

Linear Fst degerlerine gore Uludag grubu diger tiim gruplardan bariz bir sekilde
ayrilmaktadir. Rize-Ovit grubunun ise kalan gruplar igerisinde farkli bir soy
olabilecegi belirlenmistir (Sekil 34).

Bu tez ¢aligmasinda kullanilan 4 ayr1 parametreye gore Uludag grubu diger tiim
gruplardan anlamli derecede farklilik gostermektedir ve bu tez ¢alismasi D.
bithynica’nin ayri bir tiir oldugunu desteklemektedir. Fakat literatiirde belirtilenin
aksine Diizce grubu Uludag grubuna degil Trabzon grubuna genetik olarak daha
fazla yakinlik gostermektedir ve bu tez ¢aligmasi, literatiirde D. b. tristis olarak
belirtilen alttiiriin D. r. tristis olarak isimlendirilebilecegini ortaya koymustur.
Ayrica bu tez calismasi, D. rudis’in bir alttiirii olarak tavsif edilen Rize-Ovit
grubunun ayri bir clade (soy) olabilecegini yani D. r. mirabilis’in belki de
literatiiriin aksine D. rudis’in bir alttiirii degil farkli bir tiir olabilecegini aciga

cikarmustir.
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pop1
- pop2

pop3

58

66 pop7

pop5

100 43 pop6
pop4

0.1

Sekil 34. Gruplarin dendogram iizerinde gosterimi, Pop 1: D. b. bithynica (Uludag
Grubu), Pop 2: D. b. tristis (Diizce Grubu), Pop 3: D. r. rudis (Trabzon
Grubu), Pop 4: D. r. mirabilis (Rize-Ovit Grubu), Pop 5: D. r.
macromaculata (Savsat Grubu), Pop 6: D. r. obscura (Ardanug Grubu) ve
Pop 7: D. r. bischoffi (Artvin Grubu)



6. ONERILER

Bu calisma, dagilisi Tirkiye igerisinde bulunan Darevskia rudis ve Darevskia
bithynica tiirlerini alttiirleriyle ~ birlikte molekiiler diizeyde incelenmeleri ve
karsilagtiritlmalart hedeflenerek hazirlanmistir. Bu kapsamda D. rudis tiirii i¢in 5 alttiir [D.
r. rudis (Trabzon Grubu), D. r. mirabilis (Rize-Ovit Grubu), D. r. macromaculata (Savsat
Grubu), D. r. obscura (Ardanug¢ Grubu) ve D. r. bischoffi (Artvin Grubu)]; D. bithynica
tird igin ise 2 alttiir [(D. b. bithynica (Uludag Grubu) ve D. b. tristis (Diizce Grubu)]
incelenmistir. Fakat D. rudis’ in Tirkiye’de (Nigde) yayilis gosteren D. r. bolkardaghica
alttiirii mevcut 6rnek bulunmadigindan dolay1 bu ¢alismaya dahil edilmemistir. S6z konusu
lokaliteden Orneklerin temin edilmesi halinde tiirin tiim alttiirlerinin yer aldigi daha
kapsamli bir revizyon c¢alismasi, tiiriin sistematigine katkida bulunacaktir. Ayrica,
calismanin bir sonucu olarak Diizce grubu, literatiirde belirtilenin aksine Uludag
grubundan ziyade Trabzon grubuna molekiiler diizeyde daha fazla yakinlik gostermektedir.
S6z konusu mikrosatellit bolgelerinin artirilmasi ve/veya tiirlere ait yavas evrimlesen bir
gen ile hizli evrimlesen bir genin sekanslarinin okunmasiyla elde edilecek sonuglarin,
poplilasyonlar  arast  genetik  farkliliklari  yorumlamada kolaylik  saglayacagi

distiniilmektedir.
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