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OZET

I¢ Anadolu bélgesinde yayilis gdsteren Nannospalax xanthodon’ un 2n = 54 ve
2n = 60 sitotiplerine ait toplam 36 6rnek ISSR-PCR (Inter Simple Sequence Repeat-
Polymerase Chain Reaction) teknigi kullanilarak analiz edildi. Optimizasyonu saglanan
7 ISSR primerinden ((AG)sT, (GGAGA)s, (GACA)4, (TG)sA, (CAG)sGC, (CAG)4AC
ve (GA)sAC) 101°1 polimorfik olmak tlizere 112 bant iiretildi. Bu primerlerden (AG)sT
ve (GA)AC primerleri 2n = 54 ve 2n = 60 sitotiplerine 6zgili bantlar iireterek, sitotipleri
ayirt edebilmek i¢in en bilgilendirici oldu. En i1yi optimizasyonun saglandig1 markorler
araciligiyla belirlenen polimorfizm oranlar1 kullanilarak ‘Genetik mesafe matriksi’
hesaplandi. Jaccard katsayisina dayali olarak hesaplanan UPGMA (Unweighted Pair
Group Mean Average) analizinde iki sitotipin belirgin olarak ayrildig: tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Nannospalax xanthodon, ISSR, genetik cesitlilik, Tiirkiye
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ABSTRACT

A total of 36 samples of 2n = 54 and 2n = 60 cytotypes of Nannospalax
xanthodon, spreading in the Central Anatolia region, were analysed by using ISSR-PCR
(Inter-Simple Sequence Repeat-Polymerase Chain Reaction) technique. 112 bands were
produced, 101 of which were polymorphic, from optimised 7 ISSR primers ((AG)sT,
(GGAGA)s, (GACA)4, (TG)A, (CAG)sGC, (CAG)AC and (GA)sAC). (AG)sT and
(GA)sAC primers which were from these primers were most informative to distinguish
cytotypes by producing bands specific for 2n = 54 and 2n = 60 cytotypes. The genetic
distance matrix was calculated using the polymorphism rates determined by the markers
provided with the best optimisation. It was determined that the two cytotypes were
distinctly separated in the UPGMA (Unweighted Pair Group Mean Average) analysis

calculated based on the Jaccard coefficient.

Keywords: Nannospalax xanthodon, ISSR, genetic diversity, Turkey
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1.GIRIS

Anadolu jeolojik tarihi ve ekolojik ozellikleri ile ge¢cmisten giiniimiize bir¢ok
tiiri barindiran bir gen merkezi niteligindedir. Ulkemiz {i¢ kitanin birlestigi bir
cografyada bulunmasi nedeniyle de zengin biyogesitlilige sahiptir (Kislalioglu ve
Berkes, 1987; Benda ve Horacek, 1998).

Dogada genetik ¢esitlilik tizerine yapilan arastirmalarda tiirlerin biyocografik
yayilisinda, nehir ve yakin ¢evresinin ekolojik ve fiziksel 6zelliklerinin, ekolojik bariyer
olarak islev gordiigii bilinmektedir.

Genetik ¢esitlilik, ekolojik dengenin korunmasi ve tiirlerin devamlilifi i¢in
onemli bir faktordiir. Fakat glinimiizde yerkiire hareketleri, ekolojik dengedeki
bozulmalar ve daha bir ¢ok doga olay1 genetik ¢esitliligin giderek yok olmasina neden
olmaktadir. Genetik c¢esitliligin ve gen kaynaklarinin korunmasina yonelik tiir tespitleri
ve kayitlar1 Onceki yillarda morfolojik ve fizyolojik 0Ozelliklerden yararlanilarak
belirlenmistir. Bagvurulan bu yontemler morfolojik olarak ayrimi zor olan tiirlerde kesin
sonu¢ vermemesi nedeni ile arastirmacilar arasinda fikir ayriligina sebep olmustur.

Son yillarda PCR temelli tekniklerin ve molekiiler markdorlerin gelistirilmesi ile
tiir tespiti ve genetik yapilarin aydinlatilarak akrabalik iligkilerinin ¢6ziimlenmesi gibi
daha birgok soruna ¢oziim {iretilmistir. Molekiiler markdrler diger tekniklere gore daha

giivenilir , ucuz , hizli ve kullanigh olma 6zellikleri ile 6n plana ¢ikmaktadir.



2. LITERATUR OZETI

2.1. Nannospalax xanthodon’ un Kromozomal Evrimi ve Taksonomisi

Yasamlarini toprak altinda geciren memelilerin bu yasama en iyi sekilde adapte
olmus tiirleri, Rodentia ordosunun Spalacidae familyasinda goriilmektedir. Spalacidae
familyasi, 1821 yilinda tanimlanmis ve tek cins Spalax (Gildenstaedt, 1770) olarak
kabul edilmistir (Topachevskii, 1969; Harrison, 1972; Savic ve Nevo, 1990; Nevo,
1991). Daha sonraki yillarda morfolojik 6zellikler kullanilarak verilen tiir kayitlari,
familyanin taksonomisinde yeni diizenlemelere ihtiyac oldugu gercegini agiga

cikarmugtir.

Topachevskii (1969), taksonomi de 2 cins onerisinde bulunmustur: Microspalax
ve Spalax. Daha sonra Gromov ve Baranova (1981); microspalax ismi bir eklem
bacakli tiirii ile esanlamli oldugundan, korfareler de Nannospalax Palmer (1903)
kullanilmas1 gerektigini belirterek Nannospalax ve Spalax cinslerini esas almislardir.
Zima ve Kral (1984), Corbet ve Hill (1991), tarafindan belirtilen kriterlere gore
Tiirkiye’de yayilis gosteren kor farelerin Nannospalax cinsine ait olduklar1 ve
N. ehrenbergi, N. nehringi, N. leucodon olmak 1iizere ii¢ tiirlin bulundugu
kaydedilmistir. KryStufek ve Vohralik (2009), Krystufek vd., (2012), nehringi ismi
yerine xanthodon ismini kullanarak bu tiirii N. xanthodon tiirliniin sinonimi olarak kabul
etmistir.  Arastirmacilara gére N. leucodon Trakya’da, N.ehrenbergi Giineydogu
Anadolu bolgesinde, N. xanthodon ise bu bolgeler hari¢ tiim Anadolu’da yayilis

gostermektedir.

Gilinlimiize kadar Tiirkiye’de Spalacidae familyasinin taksonomik karmasasini
aydinlatmak amaci ile bir¢cok karyolojik arastirma yapilmistir. Fakat bu arastirmalar
sonucunda verilen yeni tiir ve alt tiir kayitlar1 aragtirmacilar arasinda fikir ayriliklarina
neden olup, taksonomisi zaten problemli olan familyayr daha karmasik bir hale
getirmistir. Bu problemin nedeni ise korfarelerin morfolojik olarak ayirt edilememesi
ve kromozomal olarak olaganiistii ¢esitlilik gostermesidir. Palearktik bolgede yayilis
gosteren Spalacidae familyasinin 50’den fazla kromozomal formu tespit edilmistir.
Bunlarin arasinda karyolojik yonden en fazla g¢esitlilik, yaklasik 30 forma sahip
olmasiyla Tiirkiye’de goriilmektedir (S6zen, 2004). 2n degeri 36’dan 60’a, NF



degerleri 66’dan 92’ye degisen bu kromozomal formlarin tam olarak dagilim sinirlart da

halen kesinlik kazanmamistir (S6zen, vd., 2011).

Nannospalax cinsinde goriilen 2n cesitliliginin, Robertsonian
translokasyonlarindan kaynaklandig1 disiiniilmektedir.  Akrosentrik kromozomlarin
sentromer bdlgelerinden birleserek filizyonu, ya da bir kromozomun sentromer
bolgesinden boliinerek iki kromozom olusturdugu fizyonu sonucu yeni kromozomal
formlar meydana gelmektedir.  Sentromer pozisyonunun degisimine neden olan
perisentrik inversiyonlar ise kromozomlarin kol sayisinda artis ya da azalisa neden
olarak temel kromozomal kol sayisim (NF) etkilemektedir (Savic ve Nevo, 1990;
Nevo, 1991; Nevo vd., 1994, 1995). Spalax’in atasal karyotipinin c¢ogunlukla
metasentrik kromozomlardan olusan 2n = 38 oldugu ve kromozomlarin fizyonu sonucu
diger formlarin olustugu kabul edilmektedir. Ivanitskaya vd., (1997), ise atasal
karyotipin akrosentrik kromozomlardan olusan 2n = 60 oldugunu, kromozomlarin

fiizyonu ve perisentrik inversiyonlarla yeni karyotiplerin olustugunu kabul etmektedir.

Anadolu’nun milyonlarca yildir gecirdigi jeolojik degisiklikler ile sahip oldugu
cografik ve klimatik ¢esitlilik, flora ve faunasinda da farkliliklara neden olmustur.
Yasadig1 habitat yapisi, yiikseklik, klimatik faktorler gibi cografik ve ekolojik
etmenlerden oldukca fazla etkilenen Spalax’in tiirlesmesi iizerinde Anadolu’nun

topografik yapisi etkili rol oynamistir (Glilkag ve Yiiksel, 1999).

Israil’de yayilis gdsteren Spalax ehrenbergi iist tiiriinii diploid kromozom say1st
52, 54, 58 ve 60 olan 4 kromozomal from olusturmaktadir. Bu kromozomal formlarin
yayilis siirlar klimatik ¢esitlilik ile iliskilendirilmistir. Serin ve nemli bdlgelerde 2n =
52, serin ve yar1 kural bolgelerde 2n = 54, sicak ve nemli bogelerde 2n = 58, sicak ve
kurak bolgelerde ise 2n = 60 formu yayilis gostermektedir (Nevo vd., 1994). Ayrica,
temel kromozom kol sayist (NF), allozimlerin gen ¢esitliligi (H,), heterozigotluk (H), ve
polimorfizm (P) giineye dogru kuraklik stresi ve tahmin edilemeyen iklim kosullar1 ile
artmaktadir.  Benzer bir egilim Tiirkiye’de ki N. leocodon’un isttiirlerinde de
bulunmustur (Nevo, vd., 1994, 1995). Kurakliga baglh 2n artis1 daha sonra ki karyolojik
calismalarda tam olarak desteklenmemistir (S6zen, vd., 2006a). Korfareler ile ilgili
simdiye kadar yapilan karyolojik arastirmalarin sonuglar1 degerlendirildiginde, Tiirkiye’

de kromozom sayilariin oldukca degisken oldugu (6zellikle bireysel varyasyonlarin



varli§1) Nannospalax cinsine ait tilirlerin biyocografik yayilisinda, iklim 6zellikleri ile
kromozomal oOzellikler (2n, NF, NFa) arasinda kurulan iligkiler siklikla basvurulan
araclardandir. Ancak kurakligin etkisi konusunda elde edilen sonuglar, farkli ve
celigkili yorumlara acik niteliktedir. Lokalite olarak cok yakin bolgelerden alinan
orneklerde yapilan calismalar 2n ve NF degerleri bakimindan yiiksek cesitlilik
gostermektedir. Bu sonuglar, karyolojik olarak olduk¢a karmasik olan tiiriin daha bir

cok caligsma ile arastirilmasi gerektigini gostermistir.

Kuzey Irak bolgesinden 3 farkli lokaliteden toplanan 11 korfare 6rnegi lizerinde
gerceklestirilen bir calismada morfolojik 6zellikler incelenmistir. Bazi taksonomik
ozellikleri, dis viicut ve bas iskeleti dlgiileri arastirilmistir.  Orneklerden elde edilen
bilgiler literatiir bilgileriyle karsilastirilmistir. Sonuglar ise bu bolgede ki korfarelerinin
incelenen populasyonlarinin  benzer morfolojik 6zelliklere sahip olduklarini
gostermektedir. Boylece, Kuzey Irak populasyonlari morfolojik bakimindan

Nannospalax ehrenbergi tiirli olarak degerlendirilmistir.

Yiiksel ve Giilkag¢ (2001), farklt 2n degerlerine sahip N. xanthodon sitotipleri
arasinda ¢iftlesmenin ger¢eklesmedigini verimli d6l olusumunun meydana gelmedigini

sOylemislerdir.

Arslan vd., (2010) N. xanthodon’ un 2n = 40, 2n = 58 ve 2n = 60 sitotipleri
tizerinde yaptiklar1 bir calismada mtDNA sitokrom-b bolgelerini karsilagtirmiglardir.
Calisma sonucunda; 2n = 40, 2n = 58 ve 2n = 60 sitotiplerinin farkli birer tiir olarak

degerlendirilebilecegini ve allopatrik bir tiirlesme gosterdiklerini sdylemistir.

S6zen vd., (2011), dort farkli 2n = 50 formundan Kuzey (N), Giiney (S), Bati
(W) ve Dogu (E) olmak tizere 15 adet korfare ornegine C ve G-bantlama islemleri
uygulamiglar ve elde edilen veriler 1518inda bir karsilastirma yapmislardir. Karyolojik
sonuglar, 2n = 50S formunun, Tiirkiye’de korfareler i¢in yeni bir form oldugunu ortaya
koymustur. 2n = 50 formu Kahramanmaras 'dan saptanmig ve NF = 70'dir. 2n = 50W
ve NF = 74 formu ise digerlerinden farkliliklar gostermistir. Bantlama sonuglari, 2n =
50" nin tamaminda ki heterokromatin bloklarin farkli oldugunu gosterirken sadece 2n =
50W formunda telomerik heterokromatin bloklar1 bulunmustur. Bununla birlikte, G-

bantlama sonuglari, kromozom formlar1 arasindaki farkliliklari — gdstermistir.



Kargilagtirllma yapildiginda, Robertsonian fiizyonunun Tiirkiye'de ki korfarelerin
kromozomal evrimi iizerinde etkin bir kuvvet oldugunu ve 2n = 50W formunda

telomerik heterokromatinin ayirici bir karakter oldugunu tespit etmislerdir.

Matur vd., (2013), 10 farkli lokasyona ait 10 farkli kromozomal irktan 33
korfare ile yaptiklari calisma da kromozomal irklar1 karsilastirmak ve aralarindaki
iligkileri acikliga ¢ikarmak icin G ve C bantlama tekniklerini uygulamislardir.
Karyolojik analizler sonucunda 2n = 60’ 1n diger kromozomal irklarin atas1 olduguna
karar vermislerdir. Arastirmacilar 10 kromozomal 1rkin kapsamli bir karsilastirmasini
ve kromozomal olarak yeniden diizenlenmesini sunmak icin kladistik analiz yapislardir.
Olusan bu klasdistik agaca gore, diisiik diploid sayidaki kromozomal irklar monofilik

bir grup olusturmustur.

Sézen vd., (2013a), I¢ Anadolu'da ki Cankir1 ve Corum illerinde &rneklenen
Nannospalax nehringi (Nehring, 1898) tiiriinde 38 lokaliteden 91 6rnegin karyotipleri
analiz etmislerdir. Ayni1 2n degerlerine sahip farkli kromozomal formlara Tiirkiye'de ki
cografi konumlarina gore harfler atamislardir: Merkezi formlar i¢in C, Kuzey formlari
icin N, Giiney formlar1 i¢in S, Dogu formlar1 E ve Bati formlar1 i¢in W harflerini
kullanmiglardir. Karyolojik ¢alismalar sonucunda N. nehring’ nin 2n = 54C ve NF = 74
oldugu; 2n = 56N ve NF = 72; 2n = 58N ve NF = 74 ve bu alanlardaki 2n = 60
poplilasyonunun da NF = 78, NF = 82 formlar1 oldugunu bulmuslardir. Bu ¢alisma ile
Cankirt ve Corum illerinde korfare kromozom formlarinin dagilimindaki bosluklar
doldurulmus ve bolgede ki 2n = 54C, 56N, 58N ve 60 formlarinin dagilim alanlari

aydinlatilmigtir.

Sozen vd., (2013b), Bati Anadolu N. xanthodon tiirii lizerine yaptiklar
calismada 54 lokasyondan 121 Ornegin karyolojisini aragtirmislardir.  Yaptiklar
calisma sonucunda 7 farkli diploid sayida kromozom formuna (2n = 36, 38, 40, 50, 52,
56 ve 2n = 60) rastlamiglardir. Karyotipi 2n = 36 olan populasyonlarin NF = 70, NFa =
66 ve X kromozomu submetasentrik, Y akrosentriktir. Karyotipi 2n = 38 olan
poplilasyonlarda NF = 74, NFa = 70 ve X kromozomu submetasentrik, Y akrosentriktir.
Karyotip 2n = 40 olan popiilasyonlar NF = 72, NFa = 68 ve X kromozomu orta
biiyiikliikte bir metasentrik, Y kromozomu kiigiik boyutlu bir akrosentrikdir. Karyotip
2n = 50 olan popiilasyonlar NF = 74; NFa = 70 ve X kromozomu, orta biiyiikliikte bir



submetasentrikdir. Karyotip 2n = 52 olan populasyonlar1t NF = 70, NFa = 66 ve X
kromozomu orta biiyiikliikte bir metasentrikdir. 2n = 56 karyotipi olan populasyonlar
NF = 72 ve NFa = 68 X kromozomu orta 6l¢ekli submetasentrik ve Y kromozomu
kiiciik bir akrosentrikdir. Karyotipi 2n = 60 olan popiilasyonlar i¢cin NF = 74, 76, 78,
80, 82, 84 olmak tizere 6 farkl: sitotip belirlemislerdir.

Arslan vd., (2014); Tiirkiye'de N. leucodon ve N. xanthodon tiirlerinin 2n = 56
sitotiplerinde C-bantlama ve AgNOR boyama teknikleri ile kromozom profillerini
karsilastirmislardir. Incelenen bes popiilasyonun her birinden alian 6rneklerin, diger
poplilasyonlardan farkli bir karyotip ortaya koydugunu ve temel kromozomal kol
sayisinin 68'den 72'ye kadar degisim gosterdigini bulmuglardir. C-heterokromatin
miktarint  N.leucodon Orneginde N. xanthodon' a kiyasla daha fazla bulmuslardir.
Ayrica aktif NOR bolgelerini N. leucodon' da bes otozom ciftinde kaydederken, N.
xanthodon' da sadece li¢ veya dort ciftte kaydetmisleridir. Arastirmalar sonucunda 2n =
56, N. leucodon ve N. xanthodon tiirlerinin karyolojik olarak oldukoa farkli olduklarin

ortaya koymuslardir.

Kankilig ve Giirpinar (2014); sitotiplerin ¢esitliligini belirlemek ve tiir iliskilerini
aydinlatmak amaciyla Nannospalax xanthodon ve Nannospalax ehrenbergi tiirlerinde
RFLP teknigi ile mitokondriyal DNA'nin D - loop ve sitokrom b bolgelerindeki genetik
farkliliklar1 belirlemislerdir. 62 lokaliteden 94 6rnek ile gergeklestirdikleri calismada, 4
farkli kesim enzimi kullanmiglardir. RFLP analizi sonucunda 94 6rnege ait D - loop
bolgesi i¢in 4 haplotip ve sitokrom b bolgesi i¢in 8 haplotip saptamislardir. Calismanin
sonuglarina gore, Dogu Anadolu'da dagilim gosteren Ornekler icin N. nehringi gecerli
tir adi oldugunu ve N. xanthodon ile sinonim olmadigini savunmuslardir. Ayrica
Anadolu korfarelerinin yalnizca 2 tiirle temsil edilemeyecegini N. xanthodon ve N.
ehrenbergi ’ ye ek olarak N. nehringi ve N. labaumei tirlerinin de gecerli olabilecegini

sOylemislerdir.

S6zen vd., (2015); Tirkiye N. xanthodon (Satunin, 1898) ve N. ehrenbergi
(Nehring, 1898) tiirlerinde gerceklestirdikleri caligmada 30 lokaliteden 63 ornek ile
karyotip analizi yapmislardir. Adana'dan 2n = 54 ve Karaman'dan 2n = 56 olan iki yeni
sitotip, 2n = 54 ve 2n = 58 sitotiplerinin iki farkl popiilasyonu ve N. xanthodon' da 2n =

60 sitotipin dort farklt NF degeri (NF = 74, 76, 78 ve 80) tespit etmislerdir. Adana



ilinde Tufanbeyli ve Saimbeyli'den 2n = 54, NF = 74 ve Karaman'dan 2n = 56, NF = 70
olarak belirttikleri sitotipler Tiirkiye'de N. xanthodon tiirii ic¢in yenidir. Giliney
Anadolu'daki Osmaniye ilgesinden gelen N. ehrenbergi popiilasyonu 2n = 56, NF = 70
olarak kaydetmislerdir. Yaptiklar1 bu ¢alisma ile sitotipler i¢in ilave karyolojik kayitlar
vererek bilinen dagilim alanlarin1 genisletmis ve Tiirkiye'de ki karyolojik bosluklarm

¢ogunu doldurmuslardir.

2.2. Molekiiler Markorler

Molekiiler teknikler bilim diinyasina Kary Mullis’in PCR’1 gelistirmesiyle
girmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu, hedeflenmis DNA dizisinin uygun primerler ve
ortam sayesinde in vitro kosullarda klonlanmasi, kopyalanmasidir. Bilinen bolgelere
gore dizayn edilen primerler bu diziler arasimni 1s1 dongiileyici cihazlar kullanarak
cogaltmaya yarar. Bu cihazlar 6nce genomik DNA’nin iki ipligini birbirinden ayirir,
sonra primerlerin komplementeriyle bag yapabilecegi G-C oranina gdre hesaplanan
sicaklik degerine ortam sicakligini diislirlir  ve polimerizasyon tepkimesinin

gerceklesecegi sicakliga gecip uzamayi saglar. Bu dongii yaklasik 30 kez tekrarlanir.

Molekiiler markorler, genomda herhangi bir gen bdlgesi ya da gen bolgesi ile
iligkili DNA parcasidir. Molekiiler markorler; genetik markorlerin, DNA tabanli tipini
olusturduklarindan, DNA markorleri olarak da bilinirler. DNA markorleri farkl
genotiplere ait DNA dizilis farkliligini cesitli sekillerde ortaya koyan markdorlerdir
(Yorgancilar, vd., 2015). Molekiiler markdrlerde bulunmasi gereken bazi 6zellikleri

siralayacak olursak;

e Molekiiler markdrler yiiksek polimorfizm gdstermeli

e Hizli, kolay ve ucuz uygulanabilirlik saglamali

e Tiim doku tiirlerinde uygulanabilmeli

e Genom icerisinde sik araliklar ile diizgiin bir dagilim gostermeli
e Tekrarlanabilirlikleri fazla olmali

e Maliyet acisindan kullanigh olmali

e Farkli genotipler arasinda ayrim saglayabilmeli

e Laboratuvar ortaminda standardize edilebilmeliler



e En Onemliside; aynm1 materyal iizerinde kullanilan bir markdér her

kullanista ayn1 sonuglar1 vermelidir.
Molekiiler markorleri gruplandiracak olursak;

1. Hibridizasyona dayali markorler: RFLP
2. PCR temelli markorler: SSR, RAPD, AFLP, ISSR

RFLP: Restriksiyon enzimleri kullanilarak DNA’nin farkli biiyiikliikteki
fragmanlara ayrilmast RFLP (Restriksiyon Fragment Length Polymorphism) olarak
adlandirilir.  Bu yoOntem polimorfizm ¢aligmalarinda siklikla kullanilmaktadir.
Restriksiyon enzimleri, DNA {izerinde yaklasik 5-10 baz uzunlugunda belirli bir
niikleotid dizisini taniyarak bu noktada kesim yapar ve DNA’y1 pargalara ayirir. Daha
sonra cesitli boyuttaki DNA parcalart maniiel ya da otoradyografi yontemi ile
gozlemlenir. Her restriksiyon enziminin farkli bir tanima bdlgesi vardir. Bu teknik
giivenilir olmasinin yani sira pahali, zaman alict ve radyoaktif prob kullanilmasi gibi

nedenlerden dolayi tercih edilmeyebilir.

SSR: Mikrosatellit olarak da bilinen SSR’lar DNA dizilerinde tekrar edilen en
kiiciik birimlerdir ve yaklasik 1-6 baz cifti arasinda degismektedir. Mikrosatellitlerin
asag1 ve yukar1 yoniindeki diziler bilindiginde yaklasik 20-25 baz ¢ifti uzunlugunda
primerler dizayn edilerek bu bdlgelerin amplifikasyonu saglanabilir. DNA replikasyonu
sirasinda yanlis baz eslesmesi vb. olaylar nedeniyle mikrosatellit sayilarinda farklilik
meydana gelebilir ve bu farklilik elektroforez teknikleriyle belirlenebilir. Yiiksek
polimorfizm gdsterir, populasyon genetigi c¢aligmalarinda kullanilabilir (Powel, vd.,
1996). Yiiksek polimorfizm ve PCR kolaylig1 saglayan bu teknikte yeni markorlerin

gelistirilmesi oldukga giictiir.

RAPD: Williams ve arkadaslar1 (1990), DNA o6rneklerinden rastgele fragmentler
olusturmak ic¢in 10 bazdan daha kisa primerler kullanarak RAPD (Rastgele Arttirilmig
Polimorfik DNA) teknigini gelistirmistir (Cushwa ve Medrano, 1996). Sentetik olarak
olusturulan rastgele niikleotid dizisine sahip primerler (6rnegin: ACGGTCACTGQG),
genomik DNA’nin ¢esitli bolgelerinin ¢ogaltiminda kullanilmaktadir (Cushwa ve
Medrano, 1996). RAPD fragmentleri genetik markor olarak veya bir tiir DNA parmak

iz1 olarak kullanilabilmektedir. RAPD yonteminin temel prensibi, tiire ait genomik



DNA iizerinde, rastgele se¢ilmis 9-10 bp uzunlugundaki tek bir oligoniikleotidin, diisiik
baglanma sicakliginda tesadiifi olarak baglanarak PCR ile ¢cogaltma yapmasidir. Kisa
primerlerin ve diisiik annealing sicakliklarinin kullanimi genom ig¢ine dagilmis gesitli
kisimlarin fazla miktarda amplifikasyonunu saglar. Primerler bu teknikte gelisi giizel
bir genin veya genomun tamaminda rastgele tanidigir bolgelerle hibritlegsmektedir ve
sonucunda farkli uzunluklarda bantlar agaroz jel elektroforezinde goriiliir. RAPD
bantlarinin olup olmayislarina goére bireyler arasindaki niikleotit dizilimi farkindan
olusan polimorfizm belirlenir. RAPD teknigi hizli sonug veren, az is giicli gerektiren ve
az miktarlarda DNA gerektiren, fakat tekrarlanabilirlik ve gilivenilirlik agisindan

olumsuz bir tekniktir.

AFLP: Cogaltilmis par¢a uzunluk polimorfizmi (AFLP- “Amplified fragment
length polymorphism”) teknigi, RE enzimleri ile kesilmis genomik DNA parcalarinin
secici PCR ile ¢ogaltilmasi temeline dayanmaktadir. Bu teknik, DNA’nin enzimlerle
kesilmesi ve oligoniikleotid adaptorlerin baglanmasi, kesilen bdlgelerin segici PCR
yontemiyle ¢ogaltilmasi ve ¢ogalan bolgenin poliakrilamid jelde analiz edilmesi olmak
lizere 3 temel asamadan meydana gelmektedir (Ozsensoy ve Kurar, 2012). Polimorfizm

orani yliksek ve RFLP teknigine gore daha hizli bir yontemdir.

ISSR: ISSR yontemi, 6karyotik genomlarda tekrar eden 2, 3, 4, 5 gibi niikleotid
birimlerinin lokustan bagimsiz bir sekilde genomda rastgele dagilimlarini esas alan ve
birbirine ters yonlii ve yakin olan mikrosatelit bolgelerin amplifikasyonuna dayanan bir
tekniktir (Zietkiewicz, vd., 1994; Gupta, vd., 1994). Mikrosatelit diziler genomda
oldukca fazla ve orantili sekilde dagilmis konumdadir.  Birbirine ters olarak
konumlanmis iki mikrosatelit arasinda kalan DNA’y1 cogaltmak i¢in birka¢ ISSR
tekrarindan olugan PCR primerleri kullanilir ve yaklasik olarak boyutlar1 16 - 25 bg
uzunlugundadir. (Sekil 2.1.) ISSR tekniginde kullanilan primerlerin bazilar1 5° veya 3’
ucundan rastgele bazlardan olusan segici baz dizilimlerine sahiptir (S’anchez de la Hoz
vd., 1996). Mikrosatellit markdrler, az DNA gerektirmesi, dominant ve kararli markor
sistem olmasi, genomda bol ve daginik bulunmasi, tekrarlanabilir ve otomasyona uygun
olmasi, yiiksek polimorfizm barindirmasi, bilgilendirici bir markér sistemi olusundan
dolayr populasyon genetigi ve gen haritalama caligmalarinda etkin olarak

kullanilabilmektedir.
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ISSR teknigi filogenetik caligmalar, genetik cesitliligin belirlenmesi, genom
haritalanmasi, evrimsel biyoloji gibi bir ¢ok alanda kullanilmaktadir. Diger yontemler
ile karsilastirildiginda; uygulamasi kolay, maliyeti diisiik, 6n dizi bilgisi gerektirmeyen,
az miktarda genomik DNA ile ¢alismasi, hizli ve giivenilir sonuglar vermesi agisindan

oldukca fazla tercih edilmektedir.

l—?—?—*ﬂ

Kalip DNA Basit Dizi Tekrarlari

J L Primer Baglanmasi

Primer » | | ——— ¢—Primer

Amplifikasyon

Agaroz Jel Elektroforez

[T =
-
[~

Sekil 2.1. ISSR markdrlerin ¢alisma prensibi.



3. MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal

Bu calismada I¢ Anadolu bélgesinin 8 farkli lokalitesinden alman 36 adet
Nannospalax xanthodon (Satunin, 1898) 6rnegi kullanmilmistir. Arastirmada kullanilan
ornekler, Bilecik Seyh Edebali Universitesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Departmani
Laboratuvari'nda 2006-2010 yillar1 arasinda yakalanan ve -80 ° C'de muhafaza edilen

karaciger dokularidir. Karyolojik veriler dnceki kayitlardan elde edilmistir. Orneklerin

toplandigi lokaliteler Sekil 3.1° de gosterilistir.
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Sekil 3.1. Orneklerin alindig: lokaliteler.
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Sekil 3.2. Nannospalax xanthodon.

Nannospalax xanthodon’ un sistematigi;

Classis:
Ordo:

Familya:

Altfamilya:

Cins:

Tir:

Mammalia
Rodentia
Spalacidae
Spalacinae (Gray, 1921)
Nannospalax (Palmer, 1903)

Nannospalax leucodon ,  Nannospalax ehrenbergi , Nannospalax
nehringi , Nannospalax.cilicicus , Nannospalax.captorum , Nannospalax

xanthodon
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3.2. Metod
Calismamizda N. xanthodon Orneklerinin karaciger dokularindan ‘Thermo

Scientific GeneJET Genomic DNA Purification Kit’ kullanilarak genomic DNA

izolasyonu gergeklestirilmistir.

3.2.1. Genomik DNA izolasyonu
Yaklasik olarak 20 mg karaciger dokusu sivi azot ile doviilerek homojenize

edildi. Siva hale gelen doku drnekleri 1.5 pl’ lik ependorflara alindi. Uzerlerine 180 pl
Digestion Solution ve 20 pl Proteinase K Solution eklendi. Tiipler vorteks ya da pipetaj
yardimi ile homojenize olana kadar alt {ist edildi. Doku tamamen eriyene ve partikiil
kalmayana dek 56 ° C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sirasinda ara ara tiipler ¢alkaland.
Daha sonra tiiplere 20 ul RNase A Solution eklendi ve vorteks yardimi ile karistirilan
tiipler 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. 200 pl Lysis Solution eklendi ve tiipler
15 saniye boyunca vorteklendi. Sonrasinda 400 pl % 50 ethanol ¢ozeltisi eklendi ve

pipetaj yardimi ile homojenize olana kadar karistirildi.

Olusan lizat filtre ve toplama kolonu olarak 2 bolmeden olusan GeneJET
Genomic DNA Purification tiipiine aktarildi. Tiipler 6000 g’ de 1 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi ¢ozeltinin toplandig1 toplama kolonlar: atildi yerine 2 pl’ lik
yeni GeneJET Genomic DNA Purification toplama kolonlar takildi. Tiiplere 500 pl
Wash Buffer I eklendi ve 1 dakika boyunca 8000 g’ de santrifiij edildi. Santrifiij sonras1
kolonda toplanan siv1 dokiildii ve tekrar takildi. Tiiplere ikinci yikama tamponu olarak
500 pl Wash Buffer II eklendi ve maksimum hizda (13 000 g) 3 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonunda toplama tiipii atilarak ve 1,5 ul’ lik yeni steril ependorflar takildi.

Tiiplere 200 pl Elution Buffer eklenerek oda sicakliginda 15 dakika ¢6ziinmeye
birakildi. Daha sonra 8000 g’ de 1 dakika santrifiij edilerek izole edilen DNA
ependorfda topland.

Izolasyon sonucu elde edilen genomik DNA’ lar %1’ lik agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiilerek goriintilleme cihazinda goriintiilenmistir.  Agaroz jel
elektroforezinde 10 X TBE tampon hazirlanmis ve 1 / 10 oraninda seyreltilerek
kullanilmistir (Cizelge 3.1.). 1 gram agaroz tartilarak bir erlene alinip iizere 100 ml
TBE tampon eklenmistir. Cozelti mikrodalga firinda orta seviyede 1sitilarak homojen

olarak c¢oziinmesi saglanmigtir. Hazirlanan ¢ozelti oda sicakligimada hafif
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sogutulduktan sonra igerisine 5 pl etidyum bromid (10 mg / ml) eklenip ¢alkalama
yardimi ile karistinlmistir (Cizelge 3.2.). Hazirlanan agaroz jel kuyucuk olusturmak
icin taraklar1 oturtulan elektroforez cihazina kabarcik kalmayacak sekilde dokiilmiis ve

yaklasik 30 dakika polimerize olmaya birakilmastir.

Polimerize olan jelden taraklar yavasga ve dikkatlice ¢ikarilmis, jel 1 X TBE
tampon igeren elektroforez tankina yerlestirilmistir. Hazirlanan agaroz jel
kuyucuklarina mikropipet yardimi ile 5 pl Loding Dye (6X) DNA yiikleme boyasi ve 1
ul genomik DNA olacak sekilde drnekler yiiklenmistir. Elektroforez 90 V akim ile 30

dakika ytiriitiilerek goriintiilenmistir.

Cizelge 3.1. 10 X TBE tampon (1 litre).

Kimyasalin Ad1 Miktar:
Tris 108 g
Borik Asit 5¢g
Edta 745 ¢

Cizelge 3.2. Agaroz jel bilesenleri.

Agaroz Jel Bileseni Miktari

1 X TBE Tampon 100 ml
Agaroz 1 gr
Etidyum Bromid Sul

3.2.2. PCR ( Polimeraz Zincir Reaksiyonu ) analizi
N. xanthoton tiirii bireyleri arasindaki genetik farkliligin karsilastirilmasi igin

Zietkiewicz vd., (1994) gelistirmis oldugu klonlama temelli ISSR ( Basit Dizi Tekrarlar1
Aras1  Polimorfizm) teknigi kullanilmistir. ISSR PCR teknigi icin literatiir
taramalarindan elde edilen 30 adet ISSR primeri kullanilmistir (Cizelge 3.3.). Baslangi¢
olarak primerlerin spesifik baglanma sicakligi (Ta) optimizasyonu gerceklestirilmistir.
Bunun i¢in Gradient - PCR yontemi kullanilarak primerler 40 — 60 °C arasinda

primerlerin ¢calisma sicakliklari tespit edilmistir (Sekil 3.2.).




Baslangi¢
Denatirasyonu
94°C’de 5 dakika

A 4

Denatiirasyon
94°C'de 45 saniye

A4

Primer DNA'ya
Baglanmasi
40-60°C'de 45 saniye

40 Dongl

—r

Zincir Uzamasi
72°C'de 2 dakika

Sekil 3.3. PCR protokolii.

Son Uzama
72°C'de 10
dakika
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Cizelge 3.3. Primer baz dizilimleri ve baz sayilari.

Sira
Numarasi

Baz Dizilimi (5 "— 3 ")

Baz
Sayisi

1

ATA TAT ATA TAT ATA TC

17

AGA GAG AGA GAG AGA GT

17

AGA GAG AGA GAG AGA GC

17

GAG AGA GAG AGA GAG AC

17

CAC ACA CACACA CACAG

17

GTG TGT GTG TGT GTG TC

17

TCT CTC TCT CTC TCT CC

17

XA NN~ [W

TGT GTG TGT GTG TGT GA

17

ACC ACCACCACCACCACC

18

ACA CACACA CACACA CC

17

11

AGT AGT AGT AGT AGT AGT

18

12

GGA GAG GAG AGG AGA

15

13

CAC ACA CACACA CACAT

17

14

GAT AGA TAG ACA GACA

16

15

TGC ATG CAT GCATGC A

16

16

ATA TAT ATA TAT ATATT

17

17

GAC AGA CAGACAGACA

16

18

CTA GCT AGCTAG CATG

16

19

CCCTCCCTCCCTCCCT

16

20

CAG CAG CAG CAG CAG GC

17

21

CAC ACA CACACA CAC AA

17

22

GAA GAA GAA GAA GAA GAA

18

23

CAG CAG CAG CAG AC

14

24

GGA TGG ATG GATGGA T

16

25

GAT AGA TAG ATA GAT A

16

26

GAG AGA GAG AGA GAG AAC

18

27

ATG ATG ATG ATG ATG ATG

18

28

CTA GCT AGCTAGCTAG

16

29

ACT TCC CCA CAG GTT AAC ACA

21

30

GTG TGT GTG TGT GTGTT

17

Calisma

16

sicakliklart belirlenen primerlerin PCR reaksiyonlar1 gerceklestirildi.

PCR bilesenleri Cizelge 3.4.” de verilmistir.
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Cizelge 3.4. PCR bilesenleri.

PCR Bileseni Konsantrasyon | Miktar

10 X PCR Buffer 10X 2,5 ul
MgCl, 50 mM 1,8 ul

dNTP 2,5 mM 0,5 ul

dH,O 17,9 ul

Taq DNA Polimeraz 50/l 0,3 ul
Genomik DNA 50ng/ ul 1wl
ISSR Primeri 10 uM 1wl
Total Hacim 25 ul

3.2.3. PCR Uriinlerinin agaroz jel elektroforezi
Polimeraz zincir reaksiyonu sonucunda elde edilen amplifikasyon iiriinler % 1°

lik agaroz jel (Cizelge 3.2.) elektroforezinde 90 V akim altinda yiiriitiilerek
goriintlilendi. Amplifikasyon iiriinlerinin boyutlarin1 belirlemek i¢in 100-10000 bp
DNA ladder marker (Thermo Scientific GeneRuler DNA Ladder Mix) kullanilmistir.
Agaroz jel goriintiileri amplifikasyon tirlinleri belirgin olacak sekilde fotograflanarak

veri analizi i¢in kaydedilmistir.

3.2.4. Filogenetik veri analizi
DNA bant profilleri jel fotograflarindan DNA ladder baz alinarak skorlanmuigtir.

Skorlama bant varligt durumunda (1) ve bant yoklugu durumunda (0) yazilarak
yapilmigtir. Skorlama yapilirken belirgin bantlarin  dikkate alinmasina 6zen
gosterilmistir.  Bandlarin varligimi ve yoklugunu gdosteren ikili matris, Nei genetik
cesitliligine (1978) (H) dayali genetik cesitliligi hesaplamak icin MVSP (MultiVariate
Statistical Package) versiyon 3.22 ve POPGENE v. 1.32 (Population Genetic Analysis)
(Yeh, vd., 1999) kullanilarak analiz edildi.



18

4. BULGULAR
4.1. PCR Analizi
30 adet ISSR primerinin PCR analizi sonucunda 7 adet primerin polimorfik
bantlar verdigi diger primerlerin ise bant olusturmadigi gozlemlenmistir (Sekil 4.1.,
Sekil 4.2., Sekil 4.3., Sekil 4.4. ve Sekil 4.5.). Calismaya bu 7 primer ile devam
edilmistir. Primerlere ait jel goriintiileri {izerinde belirgin bantlar dikkate alinarak bant

varliginda (1), yoklugu durumunda ise (0) yazilarak skorlama yapilmis ve analiz verileri

olusturulmustur.

. TP = =D Ng g gy ey oy e 2 X5 15 17 1D 19

2000
1500

1000

500

LT E

bp 021220

2000
1500

1000

™
=
-
—

500

Sekil 4.1. UBC 873 primeri jel goriintiisii.
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Calismamizda toplam 7 ISSR primeri kullanilarak 101’1 polimorfik olmak iizere
112 bant tiretilmis total polimorfizm orant % 90 olarak kaydedilmistir. Primerlerin
polimorfizm oranlart % 78 ile % 100 arasinda degismektedir.  Primerlerin
olusturduklar1 bant sayilar1 9 — 20 arasinda degismektedir. UBC 807 primeri 20 bant ile
hem en yiiksek bant sayisin1 hemde en yiiksek polimorfizm oranini gostermistr. UBC
828 primeride olusturdugu 9 bantin 7 adedinin polimorfik olmasi ile en diisiik
polimorfizm oranin1 vermistir. Primer basina diisen ortalama polimorfik bant sayis1 da
14.42° dir. Bu verilere gore yiiksek ve 2n = 54 ve 2n = 60 sitotiplerine 6zgii bantlar
treten (AG)sT ve (GA)sAC primerleri sitotipleri ayiredebilmek i¢in en ideal
primerlerdir. Maximum ve minimum polimorfizm oranlar1 Cizelge 4.1.’de

belirtilmistir.

Cizelge 4.1. ISSR primerlerinin polimorfizm listesi.

Primer Dizisi Total Bant Sayis1 Polimorfik Bant Sayis1 % Polimorfizm
(AG)ST 20 20 % 100
(TG)SA 9 7 % 78
(GACA) 14 12 % 86
(GGAGA)S 17 15 % 88
(CAG)5GC 19 16 % 84
(CAG)4AC 19 17 % 89
(GA)BAC 14 14 % 100
ISSR Total 112 101 % 90

Nei'nin orijinal genetik mesafeleri, lokalite olarak ayrilmis 6rnekler (8 lokalite)
ve 2n seviyesinde ayrilmis (2n = 54, 60) ornekler olarak ayr1 ayri hesaplanmigtir. N.
xanthodon tiiriiniin 2n = 54 ve 2n = 60 sitotiplerinde 7 ISSR markérii kullanilarak
hesaplanan ortalama benzerlik 89% olup, ortak atalarindan dolay: yiiksek benzerlik

gostermistir (Cizelge 4. 2.).
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Cizelge 4.2. 2n degerlerine gore ayrilmis N. xanthodon Orneklerinde Nei (1978)’nin
genetik benzerlik (iist diyagonal) ve genetik mesafe (alt diyagonal) matrisi.

2n =60 2n =54
2n=60 otk 0.8984
2n=54 0.1071 otk

Cizelge 4.3. N. xanthodon tiiriiniin 2n degerlerine gore genetik cesitliligi. Ornek sayis1
(N), lokuslarda gozlenen ortalama allel sayis1 (Na), efektif allellerin ortalama sayisi
(Ne) , Shannon indeksi (I), beklenen heterozigotluk (H), polimorfik lokus yiizdesi
(%P).

2n N n, n, 1 H % P
2n =60 20 1.803 1.402 0.367 0.240 % 80.36
2n =54 16 1.687 1.358 0.321 0.211 % 68.75

Lokalitelere gore ayrilan ornekler degerlendirildiginde ise en yiiksek benzerlik
91% olup Ankara ve Konya populasyonlarindadir. Ankara ili ve Konya ili 6rneklerini
ayni diploid kromozom sayisina (2n=60) sahip bireyler olusturmaktadir. Ortalama
uzaklik en yiiksek % 35 olup Konya ve Yozgat popiilasyonlarinda goriilmektedir. Bu
cografik ornekler birbirinden diploid kromozom sayilari ile ayrilmaktadir (sirastyla 2n =

60, 2n = 54).
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Cizelge 4.4. Lokalitelere gore ayrilmis N. xanthodon Orneklerinde Nei (1978)’nin
genetik benzerlik (list diyagonal) ve genetik mesafe (alt diyagonal) matrisi (1: Ankara,
2: Konya, 3: Eskisehir, 4: Cankiri, 5: Kayseri, 6: Kirikkale, 7: Yozgat, 8: Kirsehir).

1 *rkk 09126 0.8750 0.8412 0.8141 0.8422 0.7713 0.7861

2 0.0914  ***+ (08711 0.7527 0.7812 0.7672 0.6992 0.7765

3 0.1335 0.1380  **** (.7995 0.8172 0.7798 0.7439 0.7906

4 0.1729 0.2840 0.2237  **** (7875 0.8242 0.7999 0.7931

5 0.2057 0.2469 0.2019 0.2388  **** (8225 0.8140 0.8319

6 0.1717 0.2650 0.2487 0.1934 0.1954  **** (0.8549 0.8815

7 0.2597 0.3578 0.2958 0.2232 0.2058 0.1568  **** (.8667

8 0.2407 0.2530 0.2350 0.2319 0.1841 0.1261 0.1430  ****
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Cizelge 4.5. N. xanthodon tiiriiniin lokalite dagilimmna gore genetik cesitliligi. Ornek
sayist (N), lokuslarda gozlenen ortalama allel sayis1 (Na), efektif allellerin ortalama
sayis1 (Ne), Shannon indeksi (I), beklenen heterozigotluk (H), polimorfik lokus yilizdesi
(% P).

Lokasyon | 2n, NF N n, n, I H % P

Ankara 2n =60, 9 |1.687 | 1.368 | 0.328 | 0.216 | %
NF =82 68.75

Konya 2n = 60, 4 |1.160 | 1.102 | 0.089 | 0.059 | %
NF =80 16.07

Eskisehir | 2n =60, 3 | 1.285 | 1.197 | 0.165 | 0.112 | %
NF =80 28.57

Cankir 2n = 60, 4 |1.348 | 1.244 | 0.200 | 0.137 | %
NF =78 34.82

Kayseri 2n = 54, 3 | 1.160 | 1.111 | 0.093 | 0.063 | %
NF =74 16.07

Kirikkale | 2n= 54, 6 |1.410 | 1.248 | 0.218 | 0.145 | %
NF =74 41.07

Yozgat 2n =54, 3 | 1.258 | 1.190 | 0.154 | 0.106 | %
NF =74 25.89

Kirsehir | 2n =54, 4 11330 [1.198 | 0.175 | 0.116 | %33.04
NF =74




2n =60

| ;
— | 2n =54

2n =60

R O

07

Sekil 4.6. Nei (1978) genetik mesafe matrisi temel alinarak ¢izilen UPGMA dendrogrami.
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5. TARTISMA SONUC

ISSR analizi ile I¢ Anadolu bdlgesine ait 36 N. xanthodon drnegine ait 2n=54 ve
2n=60 sitotiplerinde ayrim saglanmistir. Elde edilen veriler 2n ve lokalite gesitliligi

dikkate alinarak degerlendirilmistir.

Lokalite o6rnekleri degerlendirildiginde en yliksek benzerlik % 91 olup Ankara
ve Konya populasyonlarindadir. Ankara ili ve Konya ili birbirine cografik olarak sinir
iller olup ornekleri aymi diploid kromozom sayisina (2n=60) sahip bireyler
olusturmaktadir. En diisiik benzerlik ise % 69 olup Konya ve Yozgat popiilasyonlari
arasindadir. Ortalama wuzakhik en yiksek % 35 olup Konya ve Yozgat
popiilasyonlarinda goriilmekte ve benzerlik degerlerini destekler niteliktedir. Bu
cografik ornekler birbirinden hem Kizilirmak Nehri hemde diploid kromozom sayilari
ile ayrilmaktadir (sirastyla 2n=60, 2n=54). Matur ve S6zen (2005), Sakarya Nehri’nin
Bilecik ilinde N. xanthodon popiilasyonunu 2n=52 ve 2n=60 sitotipleri seklinde
ayirdigini ve nehrin bu sitotipler arasinda bir bariyer gorevi gordiigiinii belirtmislerdir.
Akarsu, nehir gibi cografik bariyerler tiirlerin hareket yeteneklerini kisitlamast nedeni

ile gen akisinida yavaslatma ya da durdurma gibi sonuglara sebep olmaktadir.

Spalacidae familyasinin Tiirkiye’ de ki kromozomal dagiliminda iklimsel
ozelliklerin etkili oldugu goriisii, nemli bir iklime sahip Ege bolgesinde 2n= 38, kurak I¢
Anadolu bolgesinde ise 2n= 60 sitotiplerinin dagilimi ile desteklenmistir (Nevo vd.
1994, Nevo vd, 1995). Bu arastirmada kurak bir iklime sahip I¢ Anadolu Bélgesinde
calisilan 8 lokalite iklimsel olarak ayni 6zelliklere sahip olmas1 ancak iki farkli sitotipi
barindirmasi, kurakligin etkisinin farkli ve geligkili yorumlara agik nitelikte oldugunu
gostermektedir. Bu nedenle bizim ¢aligmamizda elde edilen sonuglar da bu konuda
belirgin bir kural oldugunu ortaya koyar ozellikte degildir. Bundan sonra yapilacak
caligmalarda, ayni iklim kusagindaki lokaliteler olsa bile, sadece yagis ozellikleri degil,
kurakligin diger iklimsel Ozelliklerle birlikte kullanilisi degerlendirmeye alinabilir.

Ornegin, lokalitelerin jeolojik yapisi, su tutma ozellikleri, egim, yiikselti vb.

N. xanthodon’ un lokalite ornekleri ile sitotipleri arasindaki genetik polimorfizm,
I¢ Anadolu bélgesinin 8 ilinde toplam 36 N. xanthodon bireyleri arasinda ve iki sitotip

arasindaki olas1 farkliliklar1 sunmak amaciyla hesaplandi. 2n=60 ve 2n=>54 sitotiplerine
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bakildiginda polimorfizm oranlari sira ile % 80 ve % 68 olup, 2n=60 popiilasyonunda ki
polimorfizmin ¢ok daha fazla oldugu goriilmektedir. Lokalite olarak
degerlendirildiginde en yiiksek genetik cesitlilik indeksi Ankara 6rneklerinde (H: 0.216
and I: 0328) bulunurken, Konya Ornekleri en diisiik genetik cesitlilige sahiptir (H:
0.059, I: 0.089). Sitotiplere ayrilan 6rnekler dikkate alindiginda ise 2n= 60 6rneklerinde
polimorfik lokuslarin yiizdesi 2n= 54 orneklerine gore daha yiiksektir (Cizelge 4.5).
Kankili¢ ve Giirpinar (2014), Nannospalax xanthodon ve Nannospalax ehrenbergi' de
Mitokondriyal DNA seviyesinde yaptiklart RFLP analizi ¢calismasinda Orta Anadoluda
en fazla sayida ortak allele sahip sitotipin 2n= 60 oldugunu vurgulamiglardir. Bizim
arastirmamizda da 2n= 60 sitotipinde goriilen yiiksek genetik ¢esitlilik bu verileri
desteklemektedir. Ayrica Kankili¢ ve Giirpinar (2014), Anadolu sitotiplerinde hi¢ biri
tiir seviyesinde boliinebilecek farkliliklar gostermesede bazi N. xanthodon sitotipleri
arasinda belirgin farklililar oldugunu ve bu fakliliklarin daha fazla molekiiler teknikler
ile arastirilmasini ve taksonomik durumunun yeniden degerlendirilmesini gerektigini
onermislerdir. ISSR teknigi kullaniarak yapilan bu arastirmada da 2n=54 ve 2n=60

sitotipleri arasinda belirgin bir ayrim oldugu kaydedilmistir.

Cizelge 1’ de belirtilen markorler araciligiyla belirlenen polimorfizm oranlar
kullanilarak Genetik mesafe matriksi hesaplanmigtir. Jaccard katsayisina dayali olarak
hesaplanan UPGMA analizinde iki ana grup belirgin olarak ortaya konmustur. Grup I,
diploid kromozom sayist 2n= 60 ve birbirine smir olan lokalite Orneklerinden
(Eskisehir, Ankara, Konya) olusmustur. Grup II ise Kizilirmak havzasinin i¢ kisminda
kalan 2n= 54 6rneklerinin tamami (Kirikkale, Kirsehir, Yozgat, Kayseri) ile Grup I den
ayrilmigtir. Bu iki grup hem kromozomal hem de cografik olarak Kizilirmak nehri ile
birbirlerinden ayrilmistir. Grup III olarak bahsedebilecegimiz 2n= 54 den izole 6 6rnegi
igeren kiiciik bir popiilasyon I¢ Anadolu’ nun kuzey konumunda kalan Cankir ili ile
Ankara ilinin kuzeyinden alinan birbirine sinir 2n= 60 6rneklerini igermektedir (Sekil
4.6.).

S6zen vd. (2004) ve Sozen vd. (2006b), Kuzey Anadolu sitotiplerinin Orta
Anadolu sitotiplerinden farkli oldugunu sdylemistir. Ivanitskaya (2008), Kastamonu’da
ki 2n=60 niifusunun klasik ve molekiiler teknikler kullanilarak arastirilmasi sonucunda
Orta Anadolu’da ki 2n=60 niifusundan farkli oldugunu soéylemislerdir. Matur (2009),

10 farkli korfare sitotipi lizerinde G ve C bantlama modellerini kullanarak yapilan
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calismada, bu sitotipleri ortak atadan gelmelerine ragmen 3 gruba ayrirmistir. Kuzey
grubu ( 2n=54, 58, 60), Orta grubu (2n=52, 56, 60) ve Bat1 grubu (2n=36, 38, 40, 50)
olarak 3 gruba ayrilan sitotiplerin Kuzey grubunun Bat1 grubundan daha kiigtlik bir alani
kapladigr belirtilmistir. Kankilic ve Giirpinar (2014), 2n= 54 sitotipinin 2n= 60’ dan
farkli olarak sahip oldugu genetik cesitliligin tiir seviyesinde olmadigin1 belirtmistir.
Kankili¢ vd. (2013), RAPD primerlerini kullanarak yaptig1 ¢alismada I¢ Anadolu’ da
yayilis gosteren 2n= 60 ve 2n= 54 kromozomal irklarinin genetik uzakliga dayanarak
gecerli biyolojik tiirler olabilecegini belirtmistir. ISSR analizi ile bizim ¢alismamizda da
2n= 54 ve 2n= 60 sitotipleri birbirlerinden ayrilmig fakat genetik olarak tamamen tiir
seviyesinde farklilasmamustir.

Bu sonuglara gore bazi sitotiplerin ayr tiir olabilecegi hipotezi ISSR markorleri
kullanilarak desteklense de, Tiirkiye’ deki Nannospalax cinsinin sitotipleri arasindaki
genetik farkliliklarin derecesinin halen netlik kazanamadig1 goriilmektedir. Bu nedenle
bu cinse ait molekiiler filogenetik ¢alismalarin artirilmasi ve verilerin sadece bolgesel

degil tiim Anadolu sitotipleri incelenerek degerlendirilmesi gerekmektedir.
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Lokalite 2n |[NF | X Y Yazar
Izmir (Bayindir) 36 | 70 | - - Sézen vd., 1999
Mugla, Aydin 36 | 70 - - Sozen vd., 2008
Balikesir (Dursunbey), Bursa (Karacabey), | 38 | 74 | Sm | A Sézen vd., 2008
Manisa (Kirkagag, Akhisar)
Balikesir (Havran), Izmir (Selguk) 38 174 | Sm | A Savic ve Soldatovic, 1979
Balikesir, Izmir 38 | 74 | Sm A Nevo vd., 1994, 1995
Balikesir (Bigadic) 38174 | Sm | A So6zen, 2004
Izmir (Dikili), Balikesir (Bigadig) 38174 | Sm | A Tez vd., 2002
Konya (Beysehir) 40 | 72 | Sm - Nevo vd., 1994, 1995
Konya (Yesildag, Beysehir) 40 | 72 | M A Kankili¢ vd., 2007
Konya (Gok¢imen, Bayavsar, Beysehir) 40 | 72 | M St Arslan vd., 2010
Agr1, Van 48 | 68 | Sm A Coskun, 2003
Glimiighane 48 | 71 - - S6zen vd., 2006b
Aydmn 50 - - - Nevo vd., 1994, 1995
Ankara (Beypazari, Keltepe) 50 | 70 | Sm | A Sozen, 2004
Karabiik 50 | 70 | Sm A S6zen vd., 2006b
Erzurum, Kars (Sarikamis) 50 | 70 | Sm - Nevo vd., 1994, 1995
Erzurum, Kars 50 | 70 | Sm A Coskun, 2003
Erzurum, Kars (Susuz), Ardahan 50 | 72 | Sm A So6zen vd., 2000a
Erzincan 50 | 72 - S6zen vd., 2006b
Rize (Ovit) 50 | 72 - - Sézen vd., 2006b
Giresun (Egribel), Rize (Ovit), Bayburt 50 | 2| M A Kankili¢ vd., 2007
(Demirdzii), Erzincan (Yollariistii)
Mersin (Sebil) 52 |72 | Sm | A Soézen ve Kivang, 1998b
Mersin (Camliyayla) 52 |72 | Sm | A Sézen vd., 2000b
Yalova (Merkez) 52 | 72 | Sm A Soézen vd., 2008
Bolu, Kocaeli (Karamiirsel) 52 170 | Sm | A Sozen, 2004
Bolu (Merkez, Seben, Gerede) 52 |70 | M - Kankilig vd., 2007
Bilecik (Golpazari), Sakarya 52 170 | Sm | A Matur ve Sozen, 2005
Karabiik (Eflani), Kastamonu (Daday), 54 |72 | Sm | A Sézen, 2004
Tokat (Basgiftlik)
Karabiik (Eflani), Kastamonu (Pinarbasi, 54 | 72 | Sm A S6zen vd., 2006a
Tagpinar)
Corum (Cadirhoytiik) 54 | 74 | Sm A Catakli, 2004
Corum (Cadirhdyiik, Ugurludag, Alaca, 54 | 74 | Sm A Eroglu, 2006
Bogazkale, Sungurlu, Aydincik)
Kirikkale (Merkez, Keskin) 54 | 74 | Sm - Kankili¢ vd., 2007
Kirikkale 54 74| Sm | A Asan ve Yagci, 2008
Kirsehir (Kaman), Nevsehir (Kozakli), 54 | 74 | Sm A Soézen vd., 2008
Yozgat (Sorgun), Adana (Tufanbeyli)
Yozgat 54 | 74| Sm | St Yiiksel ve Giilkag, 2001
Bingol 54 - - - Nevo vd., 1994, 1995
Tunceli, Elaz1g, Bingol 54 | 74 | Sm A Coskun, 2004b
Tokat (Merkez, Erbaa) 54 |75 - - Sézen vd., 2000b
Bolu 54 - Sm - Nevo vd., 1994, 1995
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Isparta (Aksu) 56 | - - - Kankili¢ vd., 2006
Isparta (Yilanli, Aksu) 56 | 72 | M A Kankili¢ vd., 2007
Mersin (Tarsus, Giilek) 56 | 72 | M A So6zen ve Kivang, 1998a
Mersin (Tekir) 56 | 2 | M A Sézen vd., 2000b
Adapazari 56 | 72 | Sm | A Sézen vd., 2006b
Kastamonu (Daday, Tosya) 56 | 72 | Sm | A So6zen, 2004
Kastamonu (Asagiciftlik, Safranbolu) 56 | 74| Sm | A So6zen, 2004
Kastamonu (Tosya, Daday) 56 | 74 | Sm | A Sozen vd., 2006a
Cankin (Ilgaz Dagi) 56 | 74| Sm | A Catakli, 2004
Tunceli 58 | 68 | Sm A Coskun, 2004a
Nigde (Ulukisla, Madenkoy) 58 |72 | Sm | A Sézen vd., 2000b
Konya (Eregli) 58 |72 | Sm | A Sézen vd., 2006b
Konya (Eregli) 58 | 72 | Sm | St Arslan vd., 2010
Nigde (Ulukisla, Camardi, Demirkazik) 58172 | Sm | A Sézen vd., 2008
Adana (Pozanti) 58 |72 | Sm | A Sézen vd., 2006b
Corum (Kargi) 58 | 74 | Sm | St Eroglu, 2006
Kastamonu (Taskdprii) 58 |74 | Sm | A Sézen vd., 2006b
Kastamonu (Sarikavak) 58 | 78 | Sm | A Sozen, 2004
Nigde (Ulukisla) 60 | 72 | Sm | A Sézen vd., 2000b
Aksaray 60 | 74 | Sm | A Sézen vd., 2006b
Adana (Mansurlu, Kostanteli), Antalya 60 | 74 | Sm | A Sézen vd., 2008
(Dagbeli), Burdur (Budak)
Antalya (Akseki) 60 | 74 - - Sézen vd., 2006b
Kahramanmaras (Goksun) 60 | 74 | Sm | St Sézen vd., 2006b
Kastamonu (Azdavay, Kiire, Agli, 60 | 74 | Sm | A Sézen vd., 2006a
Seydiler)
Aksaray 60 | 76 | Sm | A So6zen vd., 2006a
Konya (Hadim, Karatay) 60 | 74 | Sm | St Arslan vd., 2010
Yozgat (Cayiralan, Selendi), Manisa 60 | 76 | Sm A So6zen vd., 2008
(Kula), Kayseri (Bakirdag), Karaman
(Ayranci)
Konya (Aksehir) 60 | 76 | Sm St So6zen vd., 1999
Kiitahya 60 | 76 | Sm | St S6zen vd., 2006b
Amasya (Karaali, Giimiighacikdy) 60 | 77 | Sm St So6zen vd., 2006b
Samsun (Havza) 60 | 77 - - So6zen vd., 2006b
Malatya (Pinarbagi) 60 | 78 | Sm A Nevo vd., 1994, 1995
Kayseri (Giiriin) 60 | 78 | Sm - Tez vd., 2001
Ankara (Nallthan, Beypazari), Bolu 60 | 78 | Sm | St Soézen, 2004
(Bakirli, Kartalkaya)
Eskisehir (Inonii), Bursa (Inegol) 60 | 78 | Sm St Matur ve S6zen, 2005
Cankiri 60 | 78 | Sm St Catakli, 2004
Bolu (Dértdivan, Samat, Gerede, Bagoren) | 60 | 78 | Sm St So6zen, 2004
S6zen vd., 2006b
Bolu (Ayman), Isparta (Yalvag, 60 | 78 | Sm A Kankilig vd., 2007
Gelendost), Ankara (Celtikli), Samsun
(Kavak)
Corum (Osmancik, Obektas) 60 | 78 | Sm A So6zen vd., 2008
Amasya (Gediksaray) 60 | 78 | Sm A So6zen vd., 2008
Samsun (Ladik) 60 | 78 | Sm A So6zen vd., 2008
Tokat (Turhal, Camigi) 60 | 78 | Sm A So6zen vd., 2008
Kiitahya (S6bealan, Murat Dag) 60 | 78 | Sm A So6zen vd., 2008
Usak (Banaz) 60 | 78 - A So6zen vd., 2008
Mersin (Findikpinari) 60 | 78 | Sm S So6zen vd., 2008
Konya (Ilgaz, Hiiyiik, Sarayonii) 60 | 78 | Sm St Arslan vd., 2010
Konya (Bozkir, Cumra, Giineysinir, 60 | 79 | Sm St Arslan vd., 2010

Meram, Selcuklu)
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Malatya 60 | 80 | Sm | St Yiiksel, 1984
Kirsehir, Nevsehir, Kayseri 60 | 80 | Sm St Yiiksel ve Giilkag, 2001
Malatya (Yazihan) 60 | 80 | Sm | St Yiiksel ve Giilkag, 1989
Ankara (Batikent, Saraykoy) 60 | 80 | Sm | St So6zen, 20004
Ankara ( ODTU, Batikent, Saraykoy, 60 | 80 | Sm St Kankilig vd., 2007
Elmadag, Kalecik, Beypazari,
Kizilcahamam, Ayas, Nallihan, Giidiil,
Haymana, G6lbasi, Polatli, Bala)
Konya (Cihanbeyli) 60 | 80 | Sm | St Arslan vd., 2010
Yozgat (Cekerek), Kayseri (Bakirdag, 60 | 80 | Sm A So6zen vd., 2008
Deresimli), Nigde (Hiiyiik, Altinhisar),
Kiitahya (Simav, Emet, Tavsanli), Bursa
(Gemlik, Harmancik), Denizli (Seki,
Cameli), Antalya (Elmali, Kizlar Sivrisi)
Corum (Osmancik, Lagin, Akoéren, Golkdy, | 60 | 82 | Sm St Eroglu, 2006
Iskilip, Cemilbey, Kirkdilim, Bayat)
Malatya (Arguvan) 60 | 82 | Sm - Giilkag ve Yiiksel, 1989
Ankara, Afyon 60 | 82 | Sm | St Sézen vd., 1999
Cankir (Agzibiiyiik, Kizilirmak, Yaprakli, | 60 | 82 | Sm | St Catakli, 2004
Ovacik)
Burdur 60 | 84 | Sm St S6zen vd., 1999
Denizli 60 - - - Nevo vd., 1994, 1995
Karaman 60 - - - Nevo vd., 1994, 1995
Kiitahya, Afyon, Konya, Sivas, Ankara, 62 - - - Nevo vd., 1994, 1995

Kayseri, Samsun, Sivas
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