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OZET

TURKIYE’DEKI Testudo KOMPLEKSININ MITOKONDRI DNA
VARYASYONU

Ferhat KIREMIT

Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Damismant: Prof. Dr. Oguz TURKOZAN
Prof. Dr. Fevzi BARDAKCI
2011, 78 sayfa

Kara kaplumbagasi, Testudo graeca, son zamanlarda bir tiir kompleksi haline
getirilmistir. Bu grup ticaretinin yapilmasi ve habitatlarin tahribi nedeniyle koruma
altinda oldugu i¢in, koruma stratejilerine rehberlik etmek acisindan bu takson
icindeki evrimsel soyhatlarinin dogru bir sekilde anlasilmast onemlidir. Bu
calismada, Tiirkiye’de morfolojik olarak tanimlanmis taksonlar1 temsil eden 100
farkli lokaliteden 205 6rnegin hizli evrimlesen iki mitokondrial belirteci (ND4 ve
Cyt b) kullamilmistir. Buna ilaveten Tiirkiye’deki Testudo’yu daha genis bir
filogenetik temele yerlestirmek icin daha O©nceki calismalardaki diziler
GenBank’tan alinarak calismaya eklenmistir. Veri setimiz daha 6nceki c¢alismalari
destekler nitelikte morfolojik ve molekiiler gruplamalar arasinda tutarsizliklar
oldugunu gostermektedir. Alt1 ana klad (A-F) tanimlanmis ve bunlarin dort tanesi
(ibera, terrestris, buxtoni ve armeniaca) Tiirkiye’de tespit edilmistir. Son yillarda
tanimlanan iki takson olan Testudo graeca anamurensis ve Testudo antakyensis
genetik olarak Testudo graeca terrestris’e benzer bulunmustur. Tiirkiye’de buxtoni
kladinin varligr ilk defa kaydedilmistir. Ayrica kladlar arasindaki olasi temas

noktalar1 da belirlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Chelonia, Testudinidae, Testudo, Filogeni, Tiirkiye
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ABSTRACT

MITOCHONDRIAL DNA VARIATION OF TURKISH Testudo COMPLEX
Ferhat KIREMIT

Ph.D. Thesis, Department of Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Oguz TURKOZAN
Prof. Dr. Fevzi BARDAKCI
2011, 78 pages

The spur-thighed tortoise, Testudo graeca, has recently been splited into a
complex of species. Since this group is conservation concern due to trade and
habitat destruction accurate understanding of evolutionary lineages in this taxon is
important for guiding conservation strategies. We have sequenced rapidly
evolving two mitochondrial markers (ND4 and Cyt b) for 205 specimens from 100
different localities representing morphologically defined taxa in Turkey.
Furthermore, we have added GenBank sequences of previous studies to place the
Turkish Testudo into a broader regional phylogenetic framework. Our data showed
inconsistencies between morphological and molecular groupings and supported
the previous results. Six major clades (A-F) were identified four of which were
from Turkey (ibera, terrestris, buxtoni and armeniaca). Recently described taxa
Testudo graeca anamurensis and Testudo antakyensis were found genetically
identical to Testudo graeca terrestris. The existences of buxtoni clade in Turkey
was reported for the first time. Furthermore, possible contact zones of clades were
also identified.

Key words: Chelonia, Testudinidae, Testudo, Phylogeny, Turkey
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ONSOZ

Morfolojik ve morfometrik calismalar ile sistematik durumu netlik kazanmayan
Testudo kompleksinin mtDNA haplotip sinirlarinin iyi 6rnekleme ile net bir
sekilde ¢izilmesi iizerine kurulu bu calisma TUBITAK tarafindan (106T242)
desteklenmistir.

Tez caligmasi boyunca desteklerini esirgemeyen sabirli danismanlarim Prof. Dr.
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sorumuza cevap veren Dog. Dr. Celal ULGAR’e, maddi ve manevi destegini
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1. GIRIS

Testudinidae familyas1 17 cins 47 tiirden olusan genis bir gruptur (Rhodin vd.,
2010). Bu genis grubun bir iiyesi olan 7estudo kompleksi morfolojik olarak bazi
uzmanlara gore tanimlanmus 28 taksondan (Guyot vd., 2004) son zamanda
yapilmig bir ¢alismaya gore ise 20 taksondan (Rhodin vd., 2010) olusmaktadir.
Ancak ozellikle son yillarda yapilan molekiiler calismalar morfolojik olarak
tammlanmis bazi taksonlarin aslinda genetik olarak farkli olmadiklarini ortaya
koymustur (Van der Kuyl vd., 2002, 2005; Parham vd., 2006b; Fritz vd., 2007).
Rhodin vd. (2008) tarafindan olusturulan listeye gore Testudo kompleksi icinde ii¢
tir (Testudo graeca, Testudo marginata ve Testudo kleinmanni) yer almaktadir.
Testudo horsfieldii ve Testudo hermanni ise Agrionemys cinsi icinde
degerlendirilmis fakat bunun yaninda parantez i¢inde “’veya Testudo’’ ibaresi de
kullanimustir. Fritz vd., (2009) tarafindan yapilan son calismada Agrionemys
horsfieldii tiiriiniin T. horsfieldii olarak siniflandirilmasi gerektigi belirtilmistir. Bu
son durumda Testudo kompleksi icerisindeki tiir sayist bestir. Yine Rhodin vd.
(2010) yaymnladiklart giincellemede Testudo cinsi icerisinde bes tiir
degerlendirmistir. Bu tiirler Testudo graeca, Testudo kleinmanni, Testudo
marginata, Testudo (veya Chersine) hermanni ve Testudo (veya Agrionemys)

horsfieldii olarak siralanmistir.

Testudo Linnaeus, 1758 cinsi giineybati Palearktik Bolgesi’nin biiyiik bir kisminda
yayilis gostermektedir (Ernst vd., 2000; Fritz ve Cheylan, 2001). Bu yayilista en
biiyilk payr Asya, Avrupa ve Afrika kitalarinda yayilis gosteren 7. graeca
kompleksi almaktadir. Bu kiigiik yapili Akdeniz taksonu uygun cevre ve iklim
kosullarin oldugu genis bir cografyada yayilis gosterir. Dogu Iran’dan Fas’in
Atlantik kiyilarina, Giineyde Libya’nin Cyrenaica Yarimadasi’ndan kuzeyde Tuna

Nehri Havzasi’na kadar yayilis gostermektedir (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1 Testudo kompleksi iiyelerinin diinya iizerindeki yayilis alani.
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Sekil 1.2. Testudo (s.l) cinsi tiirlerinin cografi dagilimi (Guyot vd., 2004); 1.
Testudo anamurensis, 2. T. antakyensis, 3. T. armeniaca, 4. T. boettgeri, 5. T.
buxtoni, 6. T. cyrenaica, 7. T. floweri, 8. T. graeca, 9. T. cf. graeca, 10. T.
hercegovinensis, 11. T. hermanni, 12. T. horsfieldii, 13. T. cf. horsfieldii, 14. T.
ibera, 15. T. cf. ibera, 16. T. kazachstanica, 17. T. kleinmanni, 18. T. marginata,
19. T. nabeulensis, 20. T. nikolskii, 21. T. pallasi, 22. T. perses, 23. T. rustamovi,
24. T. soussensis, 25. T. terrestris, 26. T. weissingeri, 27. T. werneri, 28. T.

zarudnyi.

Testudo graeca Linneaus, 1758 uzun yillar 4-6 alttiire sahip tek bir tiir olarak
degerlendirilmistir (Mertens, 1946; Wermuth, 1958; Wermuth ve Mertens, 1961,
1977; Anderson, 1979; Ernst ve Barbour, 1989; Gasperetti vd., 1993; Fritz vd.,
1996; Ernst vd., 2000). Fakat son zamanlarda morfolojiye dayali pek cok yeni tiir
ve alttir tammlanmistir (Chkhikvadze ve Tuniyev, 1986; Weissinger, 1987;
Highfield ve Martin, 1989 a, b, c; Highfield, 1990; Chkhikvadze ve Bakradze,
1991, 2002; Perdld, 1996, 2002a; Pieh, 2001; Pieh ve Perild, 2002, 2004).
Kompleks bazi yazarlar tarafindan (Bour, 1989; Highfield ve Martin, 1989 a, b, c;
Highfield, 1990; Gmira, 1993a, b, 1995; David, 1994; Pieh, 2001; Perild, 2002a,
b; Pieh ve Perild, 2002, 2004; Guyot vd., 2004) 28 kadar tiire ayrilmistir. Bahsi

gecen bu tiirler ve yayilis alanlart Sekil 1.2°de verilmistir.

Highfield (1990), Perild (1996) gibi bazi arastirmacilar Mertens (1946) ve
Wermuth (1958)’un hipotezine karsi ¢ikarak 7. ibera’nin Kuzey Afrika formu olan
T. graeca’dan ayri, iyi bir biyolojik tiir oldugunu 6ne siirmiistiir. Yine Fritz vd.,
(1996) kompleksin kotii bir sekilde tanimlandigini aslinda kompleksin iki farkl
soy hattimin oldugunu belirtmistir. Bu soy hatlarindan ilkinin Ispanya, Kuzey
Afrika ve Levant kiyis1 boyunca yayilan kiiciik boyutlu ve acik renkli bireyleri,
ikincisinin ise kompleksin geri kalan kisminda yayilis gosteren daha iri ve koyu

renkli formlar1 kapsadigini sdylemistir.

Son yillarda 6zellikle Bati Akdeniz’de mitokondrial DNA (mtDNA) varyasyonu
ile ilgili calismalar yapilmistir (Alvarez vd., 2000; van der Kuyl vd., 2002, 2005;
Harris vd., 2003). Bu calismalarda yavag evrimlesen 12S rRNA, Cyt b bolgesinin
426 baz ciftlik (bc) kiigiik bir kismi1 ve 411 b¢ D-Loop bdolgeleri kullanilmis ve cok
fazla genetik farklilik tespit edilememistir. Van der Kuyl vd., (2005)’te iki ana soy
hatt1 ortaya cikmistir, bunlardan birisi Kuzey Afrika digeri ise Ortadogu ve



Tiirkiye’dir. Bu ¢alismada arastirmacilar Afrika soy hattinin 7. graeca, Orta Dogu
ve Tiirkiye’de de bulunan soy hattinin 7. ibera olarak degerlendirilmesi gerektigini
sOylemistir. Yine bu calisma ve bundan sonraki caligmalarda bu giine kadar
tanmimlanmis olan alttiirlerin genetik olarak farklilhik gostermedigi konusunda
birlesmislerdir. Buna karsin Semyenova vd., (2004) ve Korsunenko vd., (2005)
niikleer genomik fingerprint (Randomly Amplified Polymorphic DNA = RAPDs)
yaparak dort farklt dogu takson ortaya koymustur. Bu taksonlar 7. graeca ibera, T.
graeca nikolskii, T. graeca pallasi ve T. graeca terrestris’tir. RAPDs ile elde
edilen sonuclarin taksonlara ozgii degil de populasyonlara 6zgii farkliliklart
yansittigl géz oniinde bulunduruldugunda (Haig vd., 1994, 1997; Prior vd., 1997,
Tassanakajon vd., 1997; Gomes vd., 1998; Vanlerberghe-Masutti ve Chavigny,
1998; Palkovacs vd., 2003) bu karsit bulgularin siirpriz olmadigi goriilmektedir.
Daha sonra Parham vd., (2006b) ND4 gen bolgesini kullanarak dogu taksonlari
izerinde ¢alismistir. Bu calismada kompleksin monofiletik oldugu ve alti ana soy
hattina ayrildigi, bu soy hatlarindan bazilarina dahil olan yeni tantmlanmig bazi
taksonlarin genetik olarak diger taksonlarla tamamen benzer oldugu veya c¢ok
diisiik degerlerde farkliliklara sahip olduklar: belirtilmis ve bu soy hatlar1 hakkinda
sistematik olarak bilgi verilebilmesinin morfolojik ve diger calisma sonuclarinin
entegrasyonuyla miimkiin olabilecegi belirtilmistir. Yine Fritz vd., (2007) daha
hizli1 evrimlesen ve 12S rRNA’ya gore daha bilgi verici olan Cyt b bolgesini
kullanarak kompleksi ¢ozmeye calismustir. Bu ¢alismada, Cyt b verilerine gore
kompleksin monofiletik oldugu ve alt1 ana soy hattina ayrildig: goriilmiis bu soy
hatlar1 alttiir olarak kabul edilmistir. Ayn1 calismada yapilan ISSR fingerprint
caligmalarina gore kompleks ‘ conspesifik’’ olarak degerlendirilmistir. Diger
caligmalara gore bolgesel olarak daha kapsamli olan Parham vd., (2006b) ve Fritz
vd., (2007) calismalarinin eksik noktast kompleksin 6 ana soy hattindan 4
tanesinin yayilis gosterdigi iilkemizden Orneklemenin olduk¢a az olmasidir.
Parham vd., (2006b) ve Fritz vd., (2007) calismalarinin ortak noktalar1 her iki
calismanin da Testudo kompleksinin monofiletik oldugunu kabul etmesi, 6 ana soy
hatt1 belirlemeleri ve daha hizli evrimlesen gen bolgelerini kullanmalaridir. Iki
arastirmacinin ayrildigr temel nokta ise Parham vd., (2006b)’nin ana soy hatlarinin
taksonomik durumunun ¢6ziimii i¢in morfoloji vb. gibi arastirmalarin sonuglarinin
da entegrasyonu ile bir sonuca varilmasi gerektigini 6ne siirmesidir. Zira Fritz vd.
(2007) bu ana soy hatlarini bir alttiir olarak kabul etmistir. Yine Fritz vd. (2007) 6
soy hattindan 4 ‘ii Kafkaslarda ve ¢evresinde bulundugu i¢in bu bdlgenin “’yayilis

merkezi’® oldugu fikrini ©ne siirmiigtir. Halbuki Tiirkiye’den Hakkari ve



civarindan 6rnekleri bulunmadigt i¢in buxtoni/ "perses” soy hattinin Tiirkiye’de de

bulundugunu tespit edememislerdir.

Morfolojik veriler dikkate alindiginda tilkemiz sinirlart igerisinde bu tiirlerden dort
tanesi yayilis gostermektedir. Morfolojik verilere gore iilkemizde bulunan tiirler
T. hermanni Gmelin, 1789, T. graeca Linnaeus, 1758, T. antakyensis Perild, 1996
ve T. perses Perild, 2002’tir. Bu taksonlardan bazilar1 komsu iilkelerde de yayilis
gostermektedir. 7. hermanni lilkemizde Trakya ile sinirli bir yayilisa sahiptir ve
yayilis alaninda 7. graeca ile simpatrik olarak bulunur. Bu tiir dogu taksonu olan
T. hermanni boettgeri Mojosissovics, 1889 ile temsil edilir. 7. graeca ise en genis
yayilisa sahiptir ve lilkemizde 7. graeca ibera Pallas, 1814; T. g. terrestris,
Forsskal, 1775; Testudo g. anamurensis Weissinger, 1987 ve Testudo g.
armeniaca Chkhikvadze ve Bakradze, 1991 alttiirleri ile temsil edilir. 7.

antakyensis ve T. perses iilkemizdeki monotipik tiirlerdir.

Kompleksin tilkemizdeki taksonomik durumuna bakildiginda uzun yillar Mertens,
1946 ve Wermuth, 1958 tarafindan ortaya konulan durum kabul gormiistiir.
Basoglu ve Baran, 1977; Baran ve Atatiir, 1998’e gore ililkemizde 7. graeca
Linnaeus, 1758 ve T. hermanni Gmelin, 1789 olmak tizere iki tiir bulunmaktadir.
Perilid 2002a’da Iskenderun Korfezi civarinda T. antakyensis Perili, 1996 tiiriiniin
yayilig gosterdigi belirtilse de bu durum c¢ok fazla kabul gormemektedir. Ayrica
Brinckmeier vd., 1989 tarafindan Efes antik kenti civarindan 7. marginata
Schoepff, 1792 tiirii rapor edilmistir. Bu tiirtin yanlis kayit oldugu bircok
aragtirmaci tarafindan (Perdld, 1996; Baran ve Atatiir, 1998) belirtilmis fakat
Demirsoy (1997) tarafindan Tiirkiye kara kaplumbagalar1 listesine alinmustir.
Tiirkozan vd., (2001) tarafindan yapilan bir calisma ile bu kayit Tiirkiye kara
kaplumbagalar1 listesinden cikartilmistir. Benzer sekilde Tiirkozan vd. (2010)
tarafindan tiim Tiirkiye’yi kapsayan calismada da bu tiiriin varligindan séz
edilmemektedir. Iran’da Zagros Daglari’ndan tamimlanan T. perses Perild, 2002
tirliniin Hakkari Esendere civarinda bulundugu Perild tarafindan daha once
belirtilmis ve Tiirkozan vd., (2004) tarafindan bu tiiriin {ilkemizdeki varlig

muhtemel yayilis alan ile birlikte kesinlestirilmistir.

Ulkemizde Testudo cinsinin taksonomik durumu ve ekolojisi ile ilgili yapilan
calismalarin sayist simirhdir. Cevik (1982) Trakya bolgesi kara kaplumbagalari
hakkinda bilgi vermistir. Tok (1999) Resadiye Yarimadasi’ndaki 7. g. ibera



popiilasyonlarinin taksonomik durumlarimi ekolojik 6zelliklerine de deginerek bir
calisma yapmistir. Tagkavak vd., (2002) Ege ve Akdeniz Bolgesindeki 7. graeca
popiilasyonlar1 arast morfolojik farkliligi vurgulamistir. Tiirkozan vd., (2003a)
Tiirkiye’'nin  Ege ve Giineydogu Anadolu Bolgesi’ndeki 7. graeca
popiilasyonlarin1 morfolojik ve serolojik olarak karsilagtirmistir ve aralarinda bir
fark olmadigini belirtmistir. Yine Tiirkozan vd., (2003b) Mardin ve cevresi kara
kaplumbagalar1 hakkinda bilgi vermistir. Yine Tiirkozan vd., (2005a) I¢ Anadolu
Testudo orneklerini Ege ve Giineydogu Anadolu ornekleri ile karsilastirmis ve
morfolojik bazi farkliliklar ortaya koymustur. Benzer sekilde Tiirkozan vd.,
(2005b) Trakya ve Anadolu’da yasayan 7. graeca ve 1. hermanni
popiilasyonlarinin dagilisi, popiilasyon durumlart ve taksonomisi hakkinda bilgi
vermistir. Tiirkiye’de morfolojik olarak yayilis gosteren tiim taksonlari temsil
edecek sekilde tiim Tiirkiye’den ornekler iceren ve taksonlarin multivaryans
analizi ile morfometrik karsilastirilmasinda (Tiirkozan vd., 2010) T.g. armeniaca
ve T. perses taksonlariin morfometrik olarak diger gruplardan ayrildigini ancak
Akdeniz kiyist boyunca yayilis gosteren farkli 3 taksonun (7.g. anamurensis, T.
antakyensis ve T.g. terrestris) Perdld (2002a)’nmin aksine morfometrik olarak
farklilik gostermedigi ortaya konulmustur. Aslinda bu caligmada ortaya cikan
goriintii bir bakima Parham vd., 2006b ve Fritz vd. 2007 c¢aligmalarinda ortaya
cikan ana soy hatlarinin bir bakima morfometrik olarak yansimasidir. Diger
yandan Ermenistan’da yayilis gosteren 7.g. armeniaca’ya baktigimizda bazi
popiilasyonlarin morfolojik olarak tipik armeniaca formundan farkli oldugu
gbzlemlenmistir. Sonug olarak yapilan ¢aligsmalarin tiim sonug ve tartismalar1 goz
oniine alindiginda tiim yayilis alani ig¢inde Testudo kompleksinin miithis bir
morfolojik varyasyon gosterdigini, morfolojik olarak farkli goriinen ve bu yiizden
farkli taksonlar olarak tamimlanan gruplarin aslinda genetik olarak benzer
olduklarim kisacasi1 sadece morfolojik, morfometrik veya genetik yaklasimin bu

grubun taksonomik durumunu ¢ézmede yeterli olmadigini anliyoruz.

Bu calismanin amaci son zamanlarda yapilan iki ¢aligmada (Parham vd., 2006b;
Fritz vd, 2007) kullanilan hizli evrimlesen ND4 ve Cyt b gen bolgelerini
kullanarak hemen hemen iilkemizdeki tiim yayilis alanindan Ornekler elde
ettigimiz kompleksin iilkemizde bulunan soy hatlarim1 belirlemek ve bu soy
hatlarinin yayilis sinirlarini ¢izmektir. Ayrica yaptigimiz ¢alismada GENBANK ’ta
bulunan ve Orta Dogu’da yayilis gosteren diger Testudo cinsi i¢indeki taksonlara

ait diziler indirilerek iilkemizde yayilis gOsteren taksonlarin diger gruplarla



evrimsel akrabalik iligkilerini, yani filogenisini belirlemek bu c¢alismanin diger
onemli bir amacidir. Yapilan ¢alisma 6zellikle tiiriin korunmasina yonelik yonetim
planlarinin  hazirlanmasinda, sinirlarda yakalanan bu tiire ait canli Orneklerin

nereden geldiklerinin belirlenmesinde 6nemli rol oynayacaktir.



2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Orneklerin Toplanmas:1 Ve Saklanmasi

Testudo kompleksinin iilkemizde yayilis gosterdigi tiim lokaliteleri ve morfolojik
olarak tanimlanmis taksonlar1 temsil edecek sekilde 100 farkli lokaliteden 205
ornek mtDNA (ND4 (NADH dehydrogenase subunit 4) ve Cyt b (cytochrome b))
varyasyonunu tespit edebilmek icin kullamlmistir (Cizelge 2.1). Arastirma
materyalinin bir kismi 2003-2006 tarihleri arasinda Dog¢. Dr. Oguz Tiirkozan
yiiriitiictiliigiinde sonuclandirmis oldugumuz “Tiirkiye Kara Kaplumbagalarinin
Sistematik Revizyonu, Ekolojileri ve Populasyon Durumlari” (TUBITAK
102T104) isimli proje esnasinda toplanmistir. Bu proje sirasinda Ornek elde
edilemeyen, ek oOrnek ihtiyaci olan ve O©n analizlerimiz sonucunda ornek
toplanmasina ihtiya¢c duyulan bolgelerden projemiz kapsaminda gerceklestirilen
arazi ¢aligmalar: ile yeni ornekler elde edilmistir. Ayrica ND4 bolgesi i¢in 34 dizi
(Cizelge 2.2) ve Cyt b bolgesi i¢in 71 dizi (Cizelge 2.3) GenBank’tan alinmistir.
GenBank’tan alinan dizilerin bazilar1 morfolojik olarak tanimlanan taksonlarin tip
lokalitelerinden toplanmus topotipleri de icermektedir.

Calisma materyali, kaplumbagalardan alinan tirnak orneklerinden olusmaktadir.
Zaman zaman bulunan kaplumbagalara ait kemiklerden de 6rnekleme yapilmustir.
Ornekler toplanirken kontaminasyonu ©Onlemek amaciyla her bireyde steril
malzeme kullanilmis, tekrarli 6rneklemeyi engellemek icin bireylerin
karapaslarina birka¢ giin icerisinde silinen bir kalemle isaret konmus veya arazi
calismasi yapilan bir lokaliteye ikinci bir defa gidilmemistir. Orneklerin toplandig1
lokalitelerin GPS (Garmin eTrex Vista) ile koordinatlar1 ve deniz seviyesinden
yiiksekligi tespit edilmistir. Bu lokaliteler Cizelge 2.1’de ve Sekil 2.2°te
gosterilmigtir.

Elde edilen tiim materyal laboratuar ¢alismalarina baslanincaya kadar %98’lik etil

alkol icerisinde ve +4°C’de korunmustur.



Cizelge 2.1. Orneklerin toplandigi lokaliteler.

Lokalite N | Lok. Enlem Boylam Yiikseklik
No N E (m)

Edirne/Karaagag 2 |1 41°39.385 |26°31.782 |40
Edirne/Lalapasa 4 12 41°52.498 126°41.194 268
Kirklareli/Pmarhisar Civar1 |1 |3 41°36.956 |27°39.673 |322
Kirklareli/Vize 1 |4 41°35.275 |27°48.340 |385
Kirklareli/Cakill 1 |5 41°30.400 |27°53.093 |158
Kirklareli/ Vize/ Bahcekoy 1 16 41°34.558 |28°06.060 |84
Tekirdag/ Malkara /Ereke 2 |7 40° 53.688 |27°06.065 |204
Tekirdag/ Sarkdy 1 (8 40° 38.634 |27°05.582 |86
Tekirdag/ Sarkoy-Evrese 2 19 40° 38.148 |26°56.706 |40
Canakkale/ Truva 2 110 39°57.215 [26°16.793 |72
Balikesir 2 |11 39°38.277 |27°52.726 |166
Balikesir/ Bandirma 2 |12 40° 19.849 |28°00.053 |58
Bursa 3 |13 40° 13.370 |28°51.737 |110
Bilecik 3 |14 40°07.392 |29°59.923 |357
Izmit/ Golciik 3 |15 40°40.957 |29°57.916 |188
Izmit/ Sapanca 2 |16 40°40.690 |30°13.845 |124
Izmit/ Kandira-Sile arasi 1 |17 41°05.682 |29°45.210 |90
Kiitahya-Afyonkarahisar o o
yolu 1 |18 39°14.780 |30°06.319
Afyonkarahisar-Antalyayolu |1 |19 38°38.598 [30°18.553
Afyonkarahisar/ Iscehisar 2 120 38°52.308 [30°50.025
Afyonkarahisar/ Cay 2 |21 38°35.525 130°59.439 994
Sandikli-Dinar arasi 1 |22 38°13.196 |[30°11.061
Isparta/ Egirdir 2 |23 37°52.937 |30°45.806 |998
Isparta-Aglasun arast 2 |24 37°37.889 [30°37.510
Burdur /Harmanl 1 |25 37°34.867 [29°54.465 |1061
Denizli/ Acipayam 2 126 37°21.866 |29°20.225 |985
Denizli/ Tavas 3 |27 37°36.926 [29°09.316 |1104
Manisa/ Golmarmara 2 128 38°37.339 [27°56.256 |85
Mugla /Kizilagag 1 129 37°05.011 [28°21.772
Mugla/ Fethiye/ Giinliiklii 3 130 36°43.310 [29°01.910
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Cizelge 2.1. devami

Mugla/Fethiye/ Letoon 3 131 36°24.021 [29°17.635
Antalya/ Kalkan-Kas yolu 1 [32 36°12.648 |29°33.451
Antalya/ Demre 1 33 36° 14.260 [29°58.372
Antalya/ Kumluca-Kemer

1 |34 36°25.058 |30°25.301
arasi
Antalya/ Perge 1 35 36°57.086 |30°51.186
Manavgat_Akseki Arasi 1 |36 36°45.123 |31°31.178
Kizilot-Akseki yolu 2 137 36°45.870 |31°38.586
Antalya/ Akseki 1 [38 37°01.884 |31°45.691 |953
Konya / Hadim 2 139 36° 58.579 [32°25.826 |1605
Gazipasa-Anamur arasi 3 140 36° 08.596 |32°27.608
Mut-Ermenek Yolu 1 141 36°39.655 [33°23.201 |183
Silitke-Mut aras1 1 42 36° 36.908 |33°26.460
Bozyazi-Giilnar yolu 1 |43 36°11.993 |33°21.637
Konya /Karapinar/Meke
Gélii 7 |44 37°41.061 |33°38.813
Konya/Cihanbeyli/Kirkigla 1 45 38°34.970 |32°53.429
Ankara/ Nallthan 2 |46 40° 10.338 |31°19.704
Bolu /Mengen 1 |47 40° 55.621 |32°04.243 | 680
Zonguldak 3 148 41°26.972 |31°45.684 |52
Bartin/ Amasra 2 149 41°42.107 |32°21.785 |235
Kastamonu/ Safranbolu 2 |50 41°12.370 |32°53.982 |407
Kastamonu /Arag 1 |51 41°17.215 |33°26.630 |845
Kastamonu/ Inebolu
Asagcayl 1 |52 41°56.221 |33°45.244 |300
Kastamonu/Taskoprii 1 |53 41°31.321 |34°06.412 |700
Kastamonu/ Tosya 1 |54 41° 00.238 [34° 03.472
Sinop /Gerze 2 |55 41°42.150 |35°10.238
Samsun 4 |56 41°22.031 |36°11.132 207
Amasya /Ovasaray 3 |57 40° 31.580 |35°44.398 423
Corum 2 |58 40° 07.659 |34°11.207 |645
Yozgat 2 159 39°41.583 |34°36.981 |953
Urgiip-Avanos yolu 3 160 38°40.317 |34°53.351




Cizelge 2.1. devam
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Nevsehir 4 |61 38°38.192 |34°42.429

Sivas 3 162 39°47.457 |37°07.277

Tokat /Camlibel 1 |63 40° 28.519 |37°07.277

Tokat/ Akbelen 1 |64 40°24.269 |36°41.425

Sivas /Sugehri 1 |65 40°07.790 |38°13.063 |882
Adana/ Saimbeyli 2 |66 38°12.304 |36°02.747 |1628
Adana/ Kadirli 1 |67 37°23.262 |36°06.235

Adana /Kozan/ Culluusagi 1 |68 37°41.060 |35°52.535 |722
Adana 1 |69 36°59.260 |35°21.533

Adana/ Ceyhan 3 170 36°53.100 |35°55.037 |55
Adana/Ceyhan /Incirli 4 |71 37°31.962 |35°35.383 |183
Hatay /Dortyol/ Cayli 5 |72 36° 50.620 [36°12.004 |47
Hatay/ Antakya 4 |73 36°24.003 |36° 12.135
Kilis-Hassa Arast 1 |74 36°50.403 |36°37.164
Kahramanmarag 3 |75 37°29.494 |37°01.430 |635
Kilis 1 |76 36°44.280 |37°04.358
Gaziantep 2 |77 36°59.515 |37° 16.206
Narli-Golbagi yolu 2 |78 37°34.853 |37°29.530 |922
Malatya 4 179 38°09.077 |37°57.713 |1142
Elazig 2 180 38°38.849 [39°15.457 |1028
Diyarbakir 5 |81 38°03.071 |40°04.161 |706
Mardin 2 |82 37°18.420 |40°54.313
Batman /Besiri 4 |83 37°54.591 [41°16.905 |798
Siirt /Erub/ Saglarca Koyii 1 |84 37°49.352 [41°52.416 |507
Van/ Yelkenli 5 |85 38°28.350 |42°32.876 |1792
Sirnak 4 |86 37°40.885 |42v 18.961 |1527
Hakkari/ Yiiksekova 3 |87 37°40.919 [44°04.379 |1692
Hakkari-Bagkale yolu 4 |88 37°43.623 [44°05.018 |1695
Van/ Ercig 2 |89 38°58.339 43°36.340 |1702
1gdir/ Aralik/Nah¢ivan Stirn |1 |90 39°47.929 |44°35.500 |809
Igdir/ Aralik 2 |91 39°53.031 |44°29.293 | 828
Mus-Varto Yolu 2 192 38°59.755 141°30.927 |1282
Musg/ Solhan 1 |93 38°57.506 |41°07.110 |1577
Bingol /Geng 4 |94 38°39.116 |40°29.736 |1266
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Cizelge 2.1. devam

Sanliurfa 1 |95 37°13.146 |38°56.292
Adana/ Sarioglan 1 196 38°42.362 |36°20.349
Hatay/ Iskenderun 1 197 36°35.028 |36°10.318
Balikesir/ Ayvalik 1 198 39°17.078 [26°41.010
Erzincan /Kemaliye 1 199 39°10.082 |38°38.573
Hatay/ Kirikhan 1 100 ]36°29.368 |36°17.126

Cizelge 2.2. Analizde kullanilmak iizere GenBank’tan alinan ND4 dizileri.

No Orijin Haplotip | Kaynak
Agrionemys horsfieldii | DQ080045 Hap_17 | Parham vd 2006a
Testudo hermanni EF100728 Hap_16 Parham vd 2006b
Testudo kleinmanni DQO080048 Hap_18 | Parham vd 2006a
Testudo marginata DQ080047 Hap_19 Parham vd 2006a
Testudo graeca DQO080049 | Tunus Hap_50 | Parham vd 2006a
Testudo graeca EF100729 | Cezayir Hap_20 | Parham vd 2006b
Testudo graeca EF100730 | Israil Hap_4 Parham vd 2006b
Testudo graeca DQO080050 | Tiirkiye Hap_6 Parham vd 2006a
Testudo graeca EF100731 | Tiirkiye Hap_5 Parham vd 2006b
Testudo graeca EF100732 | Tiirkiye Hap_1 Parham vd 2006b
Testudo graeca EF100733 | Tiirkiye Hap_3 Parham vd 2006b
Testudo graeca EF100734 | Tirkiye Hap_7 Parham vd 2006b
Testudo graeca EF100735 | Tirkiye Hap_2 Parham vd 2006b
Testudo graeca EF100736 | Bulgaristan | Hap_9 Parham vd 2006b
Testudo graeca EF100737 | Giircistan | Hap_8 Parham vd 2006b
Testudo graeca EF100738 | Rusya Hap_8 Parham vd 2006b
Testudo graeca EF100739 | Tirkiye Hap_8 Parham vd 2006b
Testudo graeca EF100740 | Tirkiye Hap_8 Parham vd 2006b
Testudo graeca EF100741 | iran Hap_10 | Parham vd 2006b
Testudo graeca EF100742 | iran Hap_10 | Parham vd 2006b
Testudo graeca EF100743 | Iran Hap_10 Parham vd 2006b
Testudo graeca EF100744 | Iran Hap_10 Parham vd 2006b
Testudo graeca EF100745 | iran Hap_10 | Parham vd 2006b
Testudo graeca EF100746 | iran Hap_10 | Parham vd 2006b
Testudo graeca EF100747 | iran Hap_10 | Parham vd 2006b
Testudo graeca EF100748 | Iran Hap_10 Parham vd 2006b
Testudo graeca EF100749 | iran Hap_12 | Parham vd 2006b
Testudo graeca EF100750 | iran Hap_11 | Parham vd 2006b
Testudo graeca EF100751 | iran Hap_11 | Parham vd 2006b
Testudo graeca EF100752 | iran Hap_11 | Parham vd 2006b
Testudo graeca EF100753 | Iran Hap_11 Parham vd 2006b
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Testudo graeca EF100754 | Iran Hap_11 | Parham vd 2006b
Testudo graeca EF100755 | Ermenistan | Hap_13 | Parham vd 2006b
Testudo graeca EF100756 | Ermenistan | Hap_14 | Parham vd 2006b

Cizelge 2.3. Analizlerde kullanilmak iizere GenBank’tan alinan Cyt b dizileri

No Orijin Haplotip | Kaynak
Testudo marginata | AJ888318 | Yunanistan | Cytl Fritz vd. 2007
Testudo graeca AJ888341 | Libya Cyt2 Fritz vd. 2007
Testudo graeca AJ888342 | Ispanya Cyt3 Fritz vd. 2007
Testudo graeca AM?230965 | Fas Cyt3 Fritz vd. 2007
Testudo graeca AJ888344 | Israil Cyt5 Fritz vd. 2007
Testudo graeca AJ888343 | Italya Cyt4 Fritz vd. 2007
Testudo graeca AJ888345 | Israil Cyt6 Fritz vd. 2007
Testudo graeca AM?230947 | Israil Cyt6 Fritz vd. 2007
Testudo graeca AM231006 | Israil Cyt6 Fritz vd. 2007
Testudo graeca AF888346 | Urdiin Cyt7 Fritz vd. 2007
Testudo graeca AM?230954 | Suriye Cyt7 Fritz vd. 2007
Testudo graeca AM?230955 | Suriye Cyt7 Fritz vd. 2007
Testudo graeca AM?230956 | Suriye Cyt7 Fritz vd. 2007
Testudo graeca AJ888347 | Tiirkiye Cyt8 Fritz vd. 2007
Testudo graeca AJ888349 | Bulgaristan | Cyt9 Fritz vd. 2007
Testudo graeca AJ888350 | Bulgaristan | Cyt9 Fritz vd. 2007
Testudo graeca AM?230973 | Rusya Cyt9 Fritz vd. 2007
Testudo graeca AM?231014 | Yunanistan | Cyt9 Fritz vd. 2007
Testudo graeca AM?231015 | Yunanistan | Cyt9 Fritz vd. 2007
Testudo graeca AM?231016 | Yunanistan | Cyt9 Fritz vd. 2007
Testudo graeca AM?231018 | Romanya | Cyt9 Fritz vd. 2007
Testudo graeca AM?231020 | Romanya | Cyt9 Fritz vd. 2007
Testudo graeca AJ888351 | Yunanistan | Cytl0 Fritz vd. 2007
Testudo graeca AJ888352 | Yunanistan | Cytl1 Fritz vd. 2007
Testudo graeca AJ888353 | Tiirkiye Cytl2 Fritz vd. 2007
Testudo hermanni | AJ888362 | Italya Cytl3 Fritz vd. 2007
Testudo hermanni | AJ888364 | Italya Cytl3 Fritz vd. 2007
Testudo horsfieldii | AJ888365 | Kazakistan | Cytl4 Fritz vd. 2007
Testudo kleinmanni | AJ888370 | Bilinmiyor | Cytl5 Fritz vd. 2007
Testudo kleinmanni | AJ888371 | Bilinmiyor | CytlS5 Fritz vd. 2007
Testudo graeca AM?230948 | Tiirkiye Cytl6 Fritz vd. 2007
Testudo graeca AM?231003 | Tiirkiye Cytl6 Fritz vd. 2007
Testudo graeca AM?230949 | Suriye Cytl7 Fritz vd. 2007
Testudo graeca AM?230950 | Suriye Cytl7 Fritz vd. 2007
Testudo graeca AM?230951 | Suriye Cytl7 Fritz vd. 2007
Testudo graeca AM?230952 | Suriye Cytl7 Fritz vd. 2007
Testudo graeca AM?230953 | Suriye Cytl7 Fritz vd. 2007
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Cizel

ge 2.3. devam
Testudo graeca | AM230993 | Suriye Cyt17 | Fritz vd. 2007
Testudo graeca | AM230957 | Tiirkiye Cyt18 | Fritz vd. 2007
Testudo graeca | AM230958 | Iran Cyt19 | Fritz vd. 2007
Testudo graeca | AM230959 | Iran Cyt19 | Fritz vd. 2007
Testudo graeca | AM230962 | Iran Cyt19 | Fritz vd. 2007
Testudo graeca | AM230991 | Iran Cyt19 | Fritz vd. 2007
Testudo graeca | AM230960 | Iran Cyt20 | Fritz vd. 2007
Testudo graeca | AM230961 | Iran Cyt20 | Fritz vd. 2007
Testudo graeca | AM230968 | Azerbaycan | Cyt21 | Fritz vd. 2007
Testudo graeca | AM230975 | Azerbaycan | Cyt21 | Fritz vd. 2007
Testudo graeca | AM230977 | Azerbaycan | Cyt21 | Fritz vd. 2007
Testudo graeca | AM230978 | Rusya Cyt21 | Fritz vd. 2007
Testudo graeca | AM230979 | Rusya Cyt21 | Fritz vd. 2007
Testudo graeca | AM230980 | Rusya Cyt21 | Fritz vd. 2007
Testudo graeca | AM230970 | Italya Cyt22 | Fritz vd. 2007
Testudo graeca | AM230983 | Iran Cyt23 | Fritz vd. 2007
Testudo graeca | AM230986 | Iran Cyt23 | Fritz vd. 2007
Testudo graeca | AM230987 | Iran Cyt23 | Fritz vd. 2007
Testudo graeca | AM230998 | Iran Cyt23 | Fritz vd. 2007
Testudo graeca | AM230988 | Iran Cyt24 | Fritz vd. 2007
Testudo graeca | AM230989 | Iran Cyt25 | Fritz vd. 2007
Testudo graeca | AM230992 | Suriye Cyt26 | Fritz vd. 2007
Testudo graeca | AM230995 | Tiirkiye Cyt27 | Fritz vd. 2007
Testudo graeca | AM230999 | Iran Cyt28 | Fritz vd. 2007
Testudo graeca | AM231000 | Rusya Cyt29 | Fritz vd. 2007
Testudo graeca | AM231001 | Rusya Cyt30 | Fritz vd. 2007
Testudo graeca | AM231002 | Tiirkiye Cyt31 | Fritz vd. 2007
Testudo graeca | AM231004 | Tiirkiye Cyt32 | Fritz vd. 2007
Testudo graeca | AM231010 | Bulgaristan | Cyt33 | Fritz vd. 2007
Testudo graeca | AM231011 | Bulgaristan | Cyt34 | Fritz vd. 2007
Testudo graeca | AM231012 | Bulgaristan | Cyt35 | Fritz vd. 2007
Testudo graeca | AM231013 | Giircistan Cyt36 | Fritz vd. 2007
Testudo graeca | AM231017 | Makedonya | Cyt36 | Fritz vd. 2007
Testudo graeca | AM231023 | Tiirkiye Cyt37 | Fritz vd. 2007
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2.2. Ulkemizde Yayihs Gosteren Morfolojik Olarak Tanmmlannms
Testudo Taksonlari

Testudo graeca ibera Pallas, 1814

Biiyiik boyutlari, ¢ok yliksek olmayan (armeniaca kadar yass: degil) genis kabuk
sekli, posterior marjinallerin yanlara dogru acilmasi ve entoplastronlarinin
humero-pektoral sulcusu gecmemesi ile diger gruplardan ayrilir (Sekil 2.1a).
Gilineydogu Avrupa’dan, Anadolu (Kuzeydogu Anadolu, Toros Daglari’nin
giineyi, Giineydogu Anadolu bolgesi ve Dogu Anadolu bolgesinde Igdir cevresi

ve Van civari haric) ve Kafkaslar’da Kura Nehri vadisinde yayilis gosterir.
Testudo antakyensis Perdld 1996

Perild tarafindan suprapygal kemiklerdeki yapi, neural seri konfigiirasyonu gibi
iskelet farkliliklar1 g6z oniinde bulundurularak tam ve bagimsiz bir tiir olarak
tanimlanmistir. Morfolojik olarak diger kaplumbagalardan oldukga kiiciik yapisi,
kafasindaki sar1 renklenme ve viicut posterioriindeki marjinal plaklarin yanlara
dogru acilmamasi ile ayrilir (Sekil 2.1b). Perdld tiiriin yayilis alanin1 Antakya
(Amanos’larin dogusu) olarak vermis ve Suriye, Liibnan, Urdiin ve Israil’den bazi
lokaliteleri de yayilis alanina dahil etmistir. Ayrica Adana ve Gaziantep
populasyonlart renklenme olarak benzerlikler gostermesine ragmen viicut
biiyiikliigii oldukca fazladir. iskenderun drneklerinin viicut bilyiikliigii Yayladag,

Samandagi ve Reyhanli 6rneklerinden fazladir.
Testudo graeca terrestris Forsskal, 1775

Kabuk kisa ve kompakttir, longitidunal profili yiiksektir ve diizenli bir karapasa
sahiptir. 3. vertebral plak hizasinda kabuk en yiiksek seviyededir. Ergin erkeklerde
posterior marjinal plaklar hafifce yanlara acilmistir (Sekil 2.1c). Tiirkiye iran sinr
boyunca yayilis gosterir. Ulkemizde Toros Daglari’min giineyinde Mugla’dan
baglayarak Antakya civarindan Van Golii’ne dogru uzanan bir yayilisa sahiptir.
Gilineydogu Anadolu bolgesinin giineydogu ucu (Sirnak Hakkari) hari¢ yayilis

gosterir.
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Testudo graeca anamurensis Weissinger 1987

Kabuk yapis1 T. graeca ibera’ya gore oldukga yassi, karapasit dar, uzamis ve
posterior marjinal plaklarimin yanlara dogru daha fazla acilmis olmasi ile ayrilir
(Sekil 2.1d). Weissinger’e gore bu alttiir Bey Daglari’'ndan Mersin’in batisina
kadar giiney sahilleri boyunca yayilis gostermektedir. Perild’ya gore bu alttiir
bahsedilen ana yayilis alaninin hem dogusunda hem de batisinda da yayilisa
devam etmektedir. Biiyiik ihtimalle Toros Daglar alttiiriin en kuzey yayilisini
sinirlamaktadir. Bununla beraber yeni bulgular bu alttiiriin yiiksek irtifalarda da
yasadiginmi (Akseki yolu) gostermistir.

Testudo perses Perild,2002

Bu takson daha 6nce T.g.ibera ve T.g. zarudnyi gruplar igerisinde yazarlara bagh
olarak degerlendirilmistir. Diger kompleks iiyelerinden ayrilmasinda kullanilan
belirgin karakterleri: birinci kostal plagin diyagonal uzunlugunun kisa olmasi, kisa
besinci vertebral plak ve bu plagin anterior ucu dar, ¢ok genis dordiincii vertebral
plak, birinci vertebral genis ve anterior ucu neural plaga dogru bir uzanti igerir
(Sekil 2.1e), ¢cok uzun ve genis anal plak, cok uzun anal sturdur (femoral stur
uzunlugundan fazla). Kuzeybati-giineydogu konumlu Zagros Daglart ve bu
silsilenin uzantilart1 boyunca kuzeyde Hakkari’den (Sirnak, Bagkale, Yiiksekova)
Esendere Urumiye Golii'ne oradan asagiya dogru kuzeybati ve bati-orta Iran,

kuzeydogu Irak’ta yayilis gosterir.
Testudo graeca armeniaca Chkhikvadze ve Bakradze, 1991

Bu alttiir Testudo graeca kompleksinin en fazla 6zellesmis gruplarindan biridir. 7.
horsfieldii ile bir¢cok morfolojik 6zelligi -Yuvarlak kabuk sekli, hareketsiz
plastronu gibi fossorial yasamu ile iligkili olabilecek ozellikleri- paylasir (Sekil
2.1f). Gular plak i¢ kisminda bulundurdugu “epiplastral c¢ikinti”’ ayirt edici
ozelliklerinden birisidir. Topragin icinde actigi dehlizlerde yasamasi bu grup
icindeki diger tiirlerden ayrilan Onemli bir 6zelligidir. Tip lokalitesi giiney
Ermenistan’da Meghri’dir. Fakat Meghri civarinda yuvarlak kabuklu olmayan ve
hareketli plastrona sahip Orneklerin de zaman zaman arastirmacilar tarafindan
tespit edilmis olmasi bu takson i¢cin daha fazla calisma yapilmasi gerekliligini

ortaya koymustur. Ulkemizde Aralik, Igdir civarinda bulunur.
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Sekil 2.1. Ulkemizde yayilis gosteren morfolojiye dayanarak tanimlanmus

taksonlar: a) T.g. ibera, b) T. antakyensis, c) T.g terrestris, d) T.g anamurensis, €)
T. perses, t) T.g. armeniaca
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Sekil 2.2. Orneklerin toplandig1 lokaliteler



19

2.3. Kullanilan Cozelti ve Tamponlar
TBE (Tris-Borik Asit-EDTA)

0.5M Tris-Base
0.5M Borik Asit
0.01M EDTA

pH 8.13-8.23

SDS

%10 SDS (w/v)
10 g SDS 100ml steril suda ¢oziiliir.

NaAc
3M NaAc
pH 5.2 (Glasiyal Asetik Asit ile ayarlanir)

STE Tamponu

0.1 M NaCl
0.05M Tris-Base
0.001 M EDTA

pH 7.5 cozelti otoklavlanir ve +4°C de saklanir.

proteinazK
10 mg/ml ¢ozelti kullanilmistir. Cozelti siirekli dondurucuda korunmustur.

PCI

Fenol-Kloroform-izoamilalkol karisim1 25:24:1 oraninda kullanilmustir.
Fenol 25 ml

Kloroform 24 ml

[zoamilalkol 1 ml

Bu c¢ozelti taze hazirlanmmg, +4°C de korunmus ve 1sikla temast minimum
seviyede tutulmustur. Kullanilmadan once iyice karistirilmistir.

CI

Kloroform-izoamilalkol karisimi 24:1 oraninda kullamlmustir.

Kloroform 24 ml

Izoamilalkol 1 ml
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6X Yiikleme tamponu
%30  Gliserol (3 ml Gliserol, / 97 ml su)
9%0.03 boya (Bromfenol Blue)

2.4. Total DNA Eldesi

Orneklerden total DNA eldesi iki farkli yontemle (Standart Fenol-Kloroform-
[zoamilalkol Yontemi ve E.ZN.A.™ Tissue DNA Isolation Kit kullamlarak)
yapilmistir. Her iki yontem Oncesinde alkol icerisinde bulunan tirnak ornekleri
steril kaplar igerisine ¢ikartilmis ve alkoliin tamamen u¢masi saglanmstir. Alkolii
tamamen ucan Orneklerin iizerine alkolde beklemeden kaynaklanan sertlesmeyi
gidermek icin birka¢ damla distile su damlatilmis ve yaklasik yarim saat
beklenmistir. Alkolii uzaklastirilan ve suda bekletilerek yumusamasi saglanan
tirnak parcgalart steril bir pens ile tutularak ve her bir 6rnek icin steril malzeme
kullanilarak ince ince dogranmis ve 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine konmustur.
Bu ornekler sivi azot kullamilarak dondurulmus ve steril eziciler kullanilarak
tiiplerin icerisinde pudra sekeri kivamina gelinceye kadar ezilmistir. Bu islemden

sonra dokularin kimyasal olarak par¢alanmasi (liziz) islemine gecilmistir.
2.4.1. Fenol-Kloroform-izoamilalkol Yéntemi

Baz1 oOrneklerden total DNA Hillis ve Morritz’in (1990) protokoliinde kiigiik
degisiklikler yapilarak izole edilmistir. Mikrosantrifiij tiipiinde siv1 azot ile yukarida
belirtildigi sekilde toz haline getirilen yaklasik 30 mg doku iizerine 500ul STE
tamponu ilave edilmistir. Tiipler tiim doku tamponla iyice karigmasi icin yaklagik 2’
vortekslenmistir. Daha sonra bu tiiplerin tizerine 25ul ProteinazK (10mg/ml) ve
25u1  SDS (%10) eklenmis hafifce karistirllmis ve 37°C’de gece boyunca
inkiibasyona  brrakilmistir.  Inkiibasyon siiresince ara ara tiipler hafifce
karistirilmistir.  Inkiibasyon sonunda tiiplere 500ul PCI  (Fenol_Kloroform-
Izoamilalkol, 25:24:1) ilave edilmis ve ara ara karistirarak oda sicakliginda 5°
inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda tiipler 7000g’de 5~ santrifiijlenmistir. Tiipte
olusan iist faz, orta faza zarar vermeden genis uclu bir mikropipetle dikkatle alinarak
bos bir mikrosantrifiij tiipiine aktarilmistir. Bu tiipe yeniden 500ul PCI eklenmis,
ayni sekilde 5” inkiibe edilmis ve 5° santrifiijlenmistir. Yine iist faz orta faza
dokunmadan dikkatle yeni bir tiipe aktarilmistir. Bu tiipe 300ul CI (Kloroform-
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Izoamilalkol, 24:1) eklenmis ve 3’ ara ara karistirarak oda sicakliginda inkiibe
edilmis, sonrasinda 5° 7000g’de santrifiijlenmistir. Yine iist faz dikkatle yeni bir
tiipe alinmustir. Bu tiipe 45ul NaAc (3M) ve 1ml soguk mutlak alkol eklenmistir.
Tiip 107 buz iizerinde inkiibe edilmis ve siire sonunda tiip DNA gériiniinceye kadar
hafif hafif alt {ist edilmistir. DNA goriiniir hale gelince tiipler 7000g’de 3~
santrifiijlenmistir. DNA pelletine dokunmadan tiipteki alkol mikropipet ile miimkiin
oldugunca uzaklastirilmistir. Daha sonra tiipe 400ul %70’lik alkol konmus, pellet
tiipiin yapistig1 noktasindan kaldirilarak yikanmasi saglanmistir. Tekrar 7000g’de 3~
santrifiijlenmis ve tiipteki alkol miimkiin oldugunca mikropipetle alinarak tiipten
uzaklastirilmistir. Alkoliin tamamen uzaklagtigindan emin olmak icin tiip agz1 agik
olarak 1sitma blogu iizerinde 10 37°C’de bekletilmistir. Daha sonra pellet 100ul ¢ift
suda (ddH,0) ¢oziilmiistiir. DNA igeren tiipler uygun sekilde etiketlenmistir.

2.4.2. E.Z.N.A.™ Tissue DNA Isolation Kit Kullamlarak DNA Eldesi

Orneklerin bir kismindan total DNA eldesi ise E.Z.N.A.™ Tissue DNA Isolation
Kit (Omega Bio-tec, Inc. D3396-02) kullanilarak yapilmistir. izolasyon iireticinin
dokulardan DNA eldesi protokolii uygulanarak yapilmistir. Yine mikrosantrifiij
tiipiinde s1v1 azot ile yukarida belirtildigi sekilde toz haline getirilen yaklasik 30 mg
doku iizerine 200ul TL tamponu (Buffer TL) ve 25ul iireticinin belirttigi sekilde
rekonstriikte edilmis OB Proteaz (her OB Proteaz tiipii i¢in 1,5ml 10mM Tris-HCI,
pH 8,5 eklenerek rekonstriiksiyon yapildi) eklenerek karisim iyice vortekslendi ve
ilk 3 saati 55°C olmak iizere 37°C’de 16 saat inkiibe edildi ve inkiibasyon siiresince
ara sira tiipler hafifce karistirildi. Inkiibasyon sonrasinda protokolde opsiyonel
olarak bulunan RNA’nin uzaklastirilmasi iglemi yapildi. Bu asamada tiiplere 4ul
RNase A (100mg/ml) eklenerek oda sicakliginda 2” inkiibe edilmistir. Daha sonra
bu tiipler 16000g’de 5° santrifiijlenmis ve siipernatan bos bir mikrosantrifiij tiipiine
almmistir. Bu tiipe 220ul BL tamponu (Buffer BL) eklenmis ve 70 °C’de 10°
boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 tiipe 220ul oda sicakliginda %98’lik
alkol ilave edilmis ve vorteksle iyice karistirilmistir. Kolon (HiBind® MDNA Mini
Column) 2ml’lik toplama tiipiine yerlestirilmis ve mikrosantrifiij tiipiindeki tiim
icerik bu kolona yiiklenmistir. Kolon 10000g’de 17 santrifiij edilmis ardindan
toplama tiipii atilarak kolon yeni bir tiipe yerlestirilmistir. Bu asamada kolona 500ul
HB tamponu (Buffer HB) uygulanmis ve 10000g’de 1 santrifiij edilmistir. Kolon
tekrar yeni bir toplama tiipiine aktarilmis ve kolona iiretici tarafindan tarif edildigi
sekilde mutlak alkol ile dilue edilmis DNA Yikama Tamponu (DNA Wash Bufer)
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uygulanmistir.  Yine 10000g’de 1° santrifiij edilmis, toplama tiipiindeki sivi
dokiilerek kolon ayni tiipe yerlestirilmis ve tekrar 700ul DNA Yikama Tamponu
(DNA Wash Buffer) eklenerek bir kez daha 10000g’de 1° santrifiijlenmistir. Bu
asamadan sonra toplama tiipii tekrar bosaltilmis ve kolona hicbir tampon
uygulanmadan 160000g’de 3~ santrifiijjlenerek alkoliin tamamen ug¢masi
saglanmigtir. Bu agamada alkoliin tamamen u¢masi ve kolonun kurumasi 6nemlidir.
Kuruyan kolon steril 1,5ml’lik mikrosantrifiij tiipiine yerlestirilmis tizerine 100ul
onceden 1sitilmis (70°C) tampon (Elution Buffer, 10mM Tris, pH 8,5) eklenerek 3~
oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi tiipler 16000g’de 1” santrifiij

edilmis ve uygun sekilde, DNA iceren mikrosantrifiij tiipii etiketlenmistir.
2.5. DNA’nin Spektrofotometrik Analizi

Izole edilen DNA &rneklerindeki DNA konsantrasyonunu belirlemek ve protein
kontaminasyonunun miktarint tespit etmek icin spektrofotometrede 260nm ve
280nm dalga boylar1 kullanilarak absorbanslar 6l¢iilmiistiir. Bu dl¢iim icin DNA
ornekleri 20 kat sulandirilmistir. Yaklasitk DNA miktarinin tespitinde asagidaki
formiil kullanilmustir.

DNA (ng/pl) = 260nm’deki Optik Dansite (Absorbans) x Seyreltme Katsayist x 50
1ul’de 50ng cift iplikli DNA, 1 Absorbans’a karsiliktir.

DNA’nin safligini kontrol etmek i¢in ise 260nm/280nm absorbans orani dikkate

alinmis ve saflik degerlendirilmistir.
2.6. DNA’nin Agaroz Jel Elektroforezi

Elde edilen tiim DNA o6rnekleri DNA’nin niteligi ve niceligi hakkinda fikir edinmek
icin agaroz jelde yiiriitiilmiis ve goriintiilenmistir. Genomik DNA’nin agaroz jel
elektroforezinde %0,8’lik agaroz jel kullamlmistir. Kullanilan tanka gore %0,8’lik
(w/v) agaroz 1XTBE tamponunda ¢6ziilmiis ve yaklasik 60°C’ye kadar hafif hafif
calkalayarak sogutulmustur. Agaroza 1ul EtBr (Smg/ml) eklenerek uygun tarak
yerlestirilmis olan kaliba dokiilmiis ve polimerlesmeye birakilmistir. Yaklasik 20°
sonra tamamen polimerlesen jel igerisinde 1XTBE bulunan elektroforez tankina
yerlestirilmistir. Jelde yiiriitillecek orneklerden 3ul alinarak 3ul 6X yiikleme
tamponu ile karistirlmugtir. Jelin ilk kuyucuguna DNA biiyiikliik belirteci, diger
kuyucuklara ise sirayla 6X tamponla karistirilmis olan ornekler yiiklenmis ve
yaklasik 45° 70V, 50mA gii¢ kullanilarak yiiriitiilmiistiir. Daha sonra jel UV jel
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gorlintiileme  sistemi  (Vilber Lourmat) kullanilarak  goriintiilenmis ve
fotograflanmistir.  Goriintiilemenin  sonunda konsantrasyon, degredasyon ve
kontaminasyon (RNA, protein) ile ilgili fikir edinilmis ve spektrofotometrik analiz
sonuglarina da bakilarak gereken seyreltme, konsantre etme, tekrar ve ayarlamalar

yapilmistir.
2.7. DNA’nin Konsantrasyonunun Ayarlanmasi

PCR (Polymerase Chain reaction) i¢in uygun DNA miktar1 50ng/ul olacak sekilde
ana stokta bu degerden daha yogun DNA iceren Orneklerde gerekli seyreltmeler
yapilmis ve reaksiyonlarda kullanilacak miktar ana stoktan seyreltilerek alinmustir.
DNA’nin yogunlastirilmas: gereken durumlarda, son konsantrasyonu 0,1M olacak
sekilde NaCl ve arkasindan total hacmin 2 kati kadar mutlak alkol eklenmis ve -
20°C’de 107 inkiibe edilmistir. Daha sonra bu tiip 1000g’de 15 santrifiij edilmis,
siipernatan atilmig tiipe 700ul %70’lik alkol eklenmis ve 10000g’de 2” santrifiij
edilmis, siipernatan uzaklastirilmis ve pellet 10” kurumaya birakilmistir. Daha sonra
bu pelet 25ul steril deiyonize suda ¢oziilmiistiir.

Boylece hem reaksiyonlar i¢in standart kalip DNA kullanilmig, hem de ana stok

olas1 kontaminasyonlardan korunmustur.

2.8. Mitokondrial ND4 ve Cyt b Gen Bolgelerinin PCR Yontemiyle
Cogaltilmasi

2.8.1. Primerler

ND4 ve Cyt b gen bolgelerinin PCR ile amplifikasyonu ve dizi analizinde kullanilan

primerler Cizelge 2.4 de verilmistir.
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Cizelge 2.4. Kullanilan primerler

ND4
. 2
Primer Primer Dizisi 5 = Tm
Ad1 £ @ | (0
L-ND4-TG | 5* GTA GAG GCC CCA ATT GCA G 3’ 64.5
(Parham vd, 2006a, b) Y
H-Leu-TG | 5 TGT ACT TTT ACT TGG AAT TGC 65.1
ACC A 3’(Parham vd, 20063, b) Y
Cytb
me-Al 5 CCC CCT ACC AAC ATC TCA GCA 70.7
TGA TGA AAC TTC G 3’ (Fritz vd, 2007) Y
mt-a-neu2 | 5° CTC CCA GCC CCA TCC AAC ATC TCA 72.7
GCA TGA TGA AAC 3 (Fritz vd, 2007) Y
mt-Fr 5" CTA AGA AGG GTG GAG TCT TCA GTT 67.0
TTT GGT TTA CAA 3 (Fritz vd, 2007) 1Y
mi-c2 5" TGA GGA CAA ATA TCA TTC TGA GG 3’ 61.7
(Fritz vd, 2007) v
mt-E-Rev | 5° GCA AAT AGG AAG TAT CAT TCT GG 3’ 60.4
(Fritz vd, 2007) v

2.8.2. PCR Reaksiyonlari
Her iki gen bolgesi i¢in PCR optimizasyonu ¢alismalari yapilmis ve 6zellikle farkl

MgCl, konsantrasyonu ve primerlerin baglanma sicakligi denemeleri yapilmistir.

PCR icin ND4 ve Cyt b reaksiyonlarinda bilesenlerin konsantrasyonlarinda

farkliliklar bulunmaktadir. Her iki gen bolgesi icin PCR bilesenleri ve

konsantrasyonlari Cizelge 2.5 ve Cizelge 2.6’da verilmistir.



25

Cizelge 2.5. ND4 gen bolgesi icin kullanmlan Master Mix bilesenleri ve

konsantrasyonlari.
Bilesen Son S0ul Reaksiyon icin
Konsantrasyon | Kullamlan Miktar
10X Taq Buffer 1X Sul
2.5mM dNTP mix 0.2mM 4ul
20uM Primer 1 0.4uM Tul
20uM Primer 2 0.4uM Tul
Tagq DNA Polimeraz lu 0.2ul
25mM MgCl, 1.5mM 3ul
Kalip DNA 50 ng Tpl*
ddH,0O Nukleaz-Free 34.8ul

Cizelge 2.6. Cyr b gen

bolgesi icin kullanilan Master Mix bilesenleri ve

konsantrasyonlari.
Bilesen Final 50ul Reaksiyon i¢in
Konsantrasyon Kullanilan Miktar
10X Taq Buffer 1X Sul
2.5mM dNTP mix 0.2mM 4ul
20uM Primer 1 0.4uM 1ul
20uM Primer 2 0.4uM 1ul
Taq DNA Polimeraz | 1.5u 0.3ul
25mM MgCl, 2mM 4ul
Kalip DNA 100ng 2ul*
ddH,O Nukleaz-Free 32.7ul
2.8.3. PCR Programlari
Polimeraz Zincir Reaksiyonlar1 (PCR) Eppendorf Thermal Cycler ile

gerceklestirilmistir. ND4 ve Cyt b i¢cin PCR programlar1 Cizelge 2.7 ve Cizelge
2.8’de verilmistir.
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Cizelge 2.7. ND4 gen bolgesi PCR programi

Sicakhik Siire Reaksiyon basamagi

94°C 4’ Baslangic Denatiirasyonu

94°C 45~ Denatiirasyon 35

57°C 30~ Primer Baglanma (Annealing) . ..
. ) DONGU

72°C 17207 | Zincir Uzama (Extension)

72°C 10° Son Uzama

Cizelge 2.8. Cyt b gen bolgesi PCR programi

Sicaklik Siire Reaksiyon basamag

94°C 4’ Baslangic Denatiirasyonu

94°C 45~ Denatiirasyon 35

57°C-53°C* | 17 Primer Baglanma (Annealing) .. ..
. : DONGU

72°C 27 Zincir Uzama (Extension)

72°C 10° Final Uzama

(*) PCR 57°C Annealing sicaklig1 ile baslamis ve her 3 dongiide bir sicaklik 0,5°C
diisiirtilmiistiir. 24. dongiide sicaklik 53°C’ye indikten sonra reaksiyon bu sicaklikla

sabit devam ettirilmistir.
2.8.4. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi

PCR iiriinlerinin kalitesi ve biiyiikliigiinii kontrol etmek amaciyla PCR iiriinleri
agaroz jelde ylriitiilmiistiir. Jelin hazirlanmasi DNA’nin Agaroz Jel Elektroforezi
kisminda tarif edilen yontemle aynidir, fakat PCR iiriinlerinin yiiriitiildiigii jel
%1,5’luk (w/v) agaroz konsantrasyonuna sahiptir, ayrica kullanilan DNA biiyiikliik
belirtecleri amplicon boyutuna uygun sekilde se¢ilmistir.

2.8.5. PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi

Agaroz jelde yiiriitillerek goriintiilenen iirtinlerden tek ve dogru biiyiikliikkte bant
verenler SIGMA GenElute™ PCR Clean-Up kit (#NA1020) kulanilarak
saflastirilmistir. Bu islem sirasinda iiretici tarafindan verilen protokol uygulanmustir.
Bu protokolde tiim santrifiij islemleri 14000g’de yapilmaktadir. Kolonlar
(GeneElute Miniprep Binding Column) toplama tiiplerine yerlestirilir ve iizerlerine
500l kolon hazirlama ¢ozeltisi (Column Preparation Solution) eklenerek 1 dakika
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santrifiijlenir. Toplama tiipiine biriken sivi dokiilerek kolon aym tiipe yerlestirilir.
Saflastirilacak olan PCR iiriinii 5 kat1 yiikleme cozeltisi (Binding Solution) ile
kanistirilarak kolona yiiklenir ve 1~ santrifiij edilir. Toplama tiipiinde biriken sivi
dokiilerek kolon tekrar tiipe yerlestirilir. Kolon iizerine 500ul yikama c¢ozeltisi
(Wash Solution) eklenir ve 1° santrifiij edilir. Tiipte biriken s1v1 tekrar bosaltilir ve
kolonun iyice kurumasi icin kolon bos tiipe yerlestirilerek 2” santrifiij edilir. Bu
asamadan sonra kolon steril mikrosantrifiij tiipiine yerlestirilir, 50ul elution ¢ozeltisi
kolonun merkezine uygulanarak oda sicakliginda 1° inkiibe edilir. Inkiibasyon
sonrast kolon 17 santrifiij edilir. Saflastirilmis PCR iiriinleri %?2’lik agaroz jelde
yiiriitiilerek kontrol edilmistir. Spesifik olmayan bantlar ve primer dimerlerinin
gozlemlenmedigi 6rnekler dizi analizine hazirlanmistir.

2.9. DNA Dizi Analizi Reaksiyonu

ND4 PCR iiriinleri, amplifikasyonda kullanilan L-ND4-TG ve H-Leu-TG primerleri
kullanilarak c¢ift yonlii olarak dizi analizi yapimustir. Cyt b PCR iiriinleri ise
amplifikasyon primerleri olan mt-A1, mt-a-neu2 ve mt-Fr primerleri ve bunlara ek
olarak internal primerler olan mt-c2 ve mt-E-Rev (Cizelge 2.4) primerleri ile cift
yonlil dizi analizi yapilmistir.

Saflastirilmis PCR iiriinleri ve primerler dizi analizi icin MacroGen (Gliney Kore)
isimli firmaya gonderilmistir. Burada sekans reaksiyonu icin BigDye Terminator
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) kullanilmis ve iiriinler ABI 3730XL
kapillar otomatik sekans aletinde yiiriitiilmiistiir.

2.10. Dizilerin Okunmasi

Elde edilen ham diziler Sequencher 4.8 (Gene Codes Corporation) ve BioEdit
7.0.9.0 (Hall, 1999) programlar1 kullanilarak her bireye ait her bir gen icin ayr1 ayri
degerlendirilmistir. ND4 gen bolgesi icin kullanilan 2 primere ait ham dizilerden her
bir birey icin bir ND4 “contig” dizisi, yine Cyt b gen bolgesi icin kullanilan 4 veya 5
primere ait ham dizilerden her bir birey i¢in bir Cyt b “contig” dizisi elde edilmistir.

Bu islem sirasinda her bir baz dikkatle kontrol edilmistir.

2.11. Dizilerin Hizalanmasi
Kompleksin genetik iliskilerinin belirlenmesi igin secilen ve daha ©nceki
caligmalarda da (Stuart ve Parham, 2004; Spinks ve Shaffer, 2006; Parham vd.,
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20064, b) yakin taksonlarda kullanilislilig belirtilmis olan mtDNA’nin ND4 geni ve
ek olarak tRNA’lar (H, S ve L) analizlerde kullanilmistir. Bu bolge kisaca ND4
olarak isimlendirilecektir.

ND4 ve Cyt b dizileri ayr1 ayr1 hizalanmistir. Bireylere ait “contig” dosyalari
BioEdit 7.0.9.0 (Hall, 1999) programina ¢ekilmis ayrica GenBank’tan alinan ND4
(Cizelge 2.2) ve Cyt b (Cizelge 2.3) dizileri eklenmis ve hizalama islemi BioEdit
icerisine yerlestirilmis olan Clustal W (Thompson vd., 1994) modiilii kullanilarak
gerceklestirilmistir. “Full Multiple Alignment” algoritmas: gegerli ayarlar
degistirilmeden kullanilmig, hizalama isleminden sonra gozle gereken degisiklikler

yapilmustir.
2.12. Analizde Kullanilacak Veri Setlerinin Hazirlanmasi

Her iki gen bolgesi (ND4 ve Cyt b) icin ayr1 ayri hizalanmis dosyalar FASTA ve
NEXUS dosya formatlarinda kaydedilmistir. Filogenetik analizlerde bilgisayar
caligma stiresini kisaltmak icin DnaSP 4.50 (Rozas vd., 2003) programi kullanilarak
haplotipler belirlenmis ve haplotip verilerini iceren yeni birer veri matrisi

olusturulmustur.

Ayrica filogenetik analizlerden Maksimum Olasilik (Likelihood) analizi icin en
uygun baz degisim modeli hem ND4 hem de Cyt b gen bolgeleri icin ayr1 ayri
MODELTEST 3.7 (Posada and Crandall, 1998) programinda bulunan hLRT
“hierarchical likelihood ratio test” ve AIC “Akaike information criterion” testleri
kullanilarak tespit edilmis ve bu modele ait komut satirlar1 dosyanin icine eklenerek
ML (Maximum Likelihood) analizi icin kullanilmak iizere nexus formatinda

kaydedilmistir.

TCS (Clement vd., 2000) programi kullanilarak yapilacak Network analizi icin
diziler PHYLIP formatinda kaydedilmistir.

2.13. Filogenetik Analizler: Distance (Uzakhk) Analizi

Uzaklik Analizi PAUP* 4.0b10 (Swofford,2002) kullanilarak yapilmistir. ND4 ve
Cyt b bolgeleri i¢in ayr1 aynt yapilan MODELTEST analizlerinde, hLRT ve AIC baz
degisim modeli testlerinin veri setlerimize en iyi uyan baz de8isim modeli olarak
tespit ettigi model ve bunun yaninda daha basit modeller olan JC (Jukes-Cantor;
Jukes ve Cantor, 1969 ve K2P (Kimura 2-parameter; Kimura, 1980) modelleri de
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analizde denenmis ve ayr1 ayri bootstrap yapilmustir (10000 rep.). Distance
analizlerinde NJ (Neighbor Joining) algaritmast kullanilmistir. Farkli modellerle
elde edilen bu filogenetik agacglarin topolojileri karsilastirilmis ve topolojiler
arasinda bir farklilik olmadig: goriilmiistiir. Soy hatlari i¢in farkli modellerin verdigi
bootstrap degerleri incelenmis ve ND4 i¢in JC, Cyt b i¢in ise K2P modelinin
bootstrap degerlerinin daha yiiksek olmast nedeniyle c¢alismada bu modeller

kullanilarak olusturulmus filogenetik agaclar verilmistir.

2.14. Filogenetik Analizler: Parsimoni (Tutumluluk) Analizi

Parsimoni Analizi PAUP* 4.0b10 kullanilarak yapilmistir. Parsimoni analizi
yapilirken Heuristic aragtirma metodu kullanilmistir. Diziler analize 1000 rastgele
tekrarli olarak katilmis ve TBR swapping algoritmas: kullanilmistir. Parsimoni
analizi sonras! kaydedilen parsimonik agaglar birbirleri ile Kishino-Hesegawa Test
kullanilarak karsilastirilmistir. Ayrica elde edilen agaclar i¢in CI (Cosistency Index),
RI Retention Index) ve degerleri ve aga¢ uzunluklar: tespit edilmistir. Elde edilen bu
parsimonik agaclar kullanilarak 50% Majority Rule ve Stric Consensus agaclar
olusturulmustur. MP (Maximum Parsimony) analizi i¢in bootstrap analizi yapilirken
diziler analize 100 rastgele tekrarli olarak alinmig ve 10000 replikasyon

kullanilmustir.

2.15. Filogenetik Analizler: Likelihood (Maksimum Olasilik) Analizi

Likelihood Analizi PAUP 4 kullanilarak yapilmistir. Likelihood analizinde
MODELTEST tarafindan onerilen en uygun baz degisim modelleri, baz frekanslari,
G, I ve Ti/tv degerleri veri setine girilmis ve bu degerler kullanilarak Heuristic
aragtirma metodu kullamilmustir. Likelihood analizinde diziler analize alfabetik
olarak (“as is”) katilmis ve TBR swapping algoritmasi kullanilmistir. ML analizinde
bootstrap degerleri elde edilirken 1000 replikasyon yapilmistir. Bu analizde dizilerin
analize “as is” olarak katilmasi ve bootstrap analizinde 1000 replikasyon
kullanilmasinin  nedeni bilgisayarlarin  limitlerinin daha fazlasina uygun

olmamasindan kaynaklanmaktadir.

2.16. Filogenetik Analizler: Bayesian Analizi

Bayesian analizi MrBayes 3.1 (Ronquist ve Huelsenbeck, 2003) yazilimi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Analiz esit olmayan baz frekanslari ile GTR+I+G
(General Time Reversible Model) modeli altinda gergeklestirilmistir. Model

parametreleri analiz igerisinde belirlenmistir. Markov Chain Monte Carlo (MCMC)
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algoritmasi calistirilmis, analiz icin baslangic agaci verilmemis rastgele agaclarla
analize baslanmis ve 1500000 jenerasyon tekrarlanmistir. Her 10 jenerasyonda bir
agaclar orneklenmistir. Log likelihood skorlarinin belirli bir dengeye ulastig1 nokta
“burn in” olarak belirlenmis ve bu noktadan dnceki agaclar analizden ¢ikarilmisgtir.
Geriye kalan agaclar kullanilarak PAUP programinda 50 % Majority Rule
Consensus aga¢ elde edilmis ve bu agac iizerine “posterior probabilities” degerleri

islenmistir.

2.17. Mitokondrial DNA  Haplotiplerinin  Genetik Cesitlilik
Parametreleri

ND4 ve Cyt b bolgeleri icin haplotip cesitligi DnaSP 4.50 (Rozas vd., 2003)
bilgisayar programi kullanilarak ve JC modeli altinda yapilmistir.

Niikleotid cesitliligi yine DnaSP kullanilarak JC modeli altinda analiz edilmis ve
soy hatlar1 arasindaki ham DNA cesitliligi (Dxy) ve Net DNA cesitliligi (Da) (Nei
ve Kumar, 2000) hesaplanmistir. Standart hatalar1 hesaplamak icin 10000
replikasyon kullanilmustir.
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3. BULGULAR

3.1. Baz Kompozisyonu

3.1.1. ND4 (mtDNA) Bolgesi

Hizalanmis ND4 gen bolgesi toplam 850 baz ¢ifti (b¢) uzunlugundadir. Veri setine
Tajima's Neutrality Test uygulanmistir (Cizelge 3.1). Veri setinin 227 (%26,71)
pozisyonunda varyasyon gozlenmistir. Bu 227 pozisyonun 152 (%66,96) tanesi
parsimonik bilgi igermektedir. Baz kompozisyonu A= %36,5, C=%24,7, T=
%26,9 ve G= %11,8 dir. Buradaki G oraninin yiizdesel olarak diisiik olmasi1 bize
bir pseudogenle degil, fonksiyonel bir mitokondrial bolge ile calistigimizi
gostermektedir. Ayrica bolge daha once calisildigindan GenBank’dan alinan

dizilerle uyumuna da dikkat edilmistir.

Cizelge 3.1. ND4 dizileri Tajima’s Neutrality Test sonuclari. Analiz MEGA4
(Tamura vd., 2007) kullanilarak yapilmustir. Tiim eksik veriler ve bosluklar
analizden c¢ikartilmistir (Casewise deletion). m = dizi sayisi, S = segresyona
ugrayan pozisyon sayisi, ps = S/m, ® = py/a;, and n = niikleotid ¢esitliligi. D

Tajima Test sonucu.

m S Ps (0] T D

239 227 0.270560 0.044709 0.018662 -1.824060

Analizlerde kullanilan 239 6rnege ait ND4 bolgesi dizileri i¢in toplam 52 mtDNA
haplotipi saptanmistir (Cizelge 3.5). Haplotip cesitliligi, Hd: 0,8530, haplotip
cesitliligi varyanst 0,00037 ve haplotip ¢esitlilik icin SD=0,019 olarak
hesaplanmistir. Niikleotid c¢esitliligi Pi= 0,01866 (uncorrected-p), Pi (JO)=
0,01928, SD= 0,00194"tiir.
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Cizelge 3.2. ND4 gen bolgesi kullanilarak hesaplanan Ham Niikleotid Cesitligi (Dxy), Net Niikleotid Cesitliligi (Da) ve grup igi
niikleotid ¢esitliligi (koyu karakterle gosterilmistir). Dxy: listdiagonal, Da: alt diagonal.

A B C D E F kleinmanni | marginata | horsfieldii | hermanni

KLADI | KLADI | KLADI | KLADI | KLADI | KLADI
A KLADI | 0.00303 | 0.01615 | 0.03462 | 0.02559 | 0.02639 | 0.02951 | 0.06068 0.06066 0.11894 0.09971
B KLADI | 0.01430 | 0.00065 | 0.02886 | 0.02156 | 0.02339 | 0.03005 | 0.06578 0.06347 0.12531 0.10009
CKLADI |0.03311 | 0.02853 | 0.00000 | 0.02601 | 0.03147 | 0.03576 | 0.07509 0.06794 0.12753 0.10226
D KLADI | 0.02194 | 0.01909 | 0.02387 | 0.00428 | 0.02481 | 0.03267 | 0.06794 0.06436 0.12550 0.10191
E KLADI | 0.02440 | 0.02259 | 0.03099 | 0.02219 | 0.00095 | 0.03004 | 0.07151 0.06079 0.12277 0.09917
FKLADI | 0.02204 | 0.02376 | 0.02980 | 0.02457 | 0.02360 | 0.01192 | 0.06913 0.06794 0.12336 0.10107
kleinmanni | 0.05917 | 0.06545 | 0.07509 | 0.06580 | 0.07104 | 0.06317 | n/c 0.05483 0.12396 0.10775
marginata | 0.05914 | 0.06315 | 0.06794 | 0.06222 | 0.06031 | 0.06198 | 0.05483 n/c 0.12396 0.10894
horsfieldii | 0.11742 | 0.12499 | 0.12753 | 0.12336 | 0.12229 | 0.11740 | 0.12396 0.12396 n/c 0.10846
hermanni | 0.09617 | 0.09774 | 0.10024 | 0.09775 | 0.09666 | 0.09309 | 0.10572 0.10691 0.10644 0.00405
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3.1.2. Cyt b (mtDNA) Bolgesi

Hizalanmis Cyt b gen bolgesi toplam 1012 baz cifti (b¢) uzunlugundadir. Veri
setine Tajima's Neutrality Test uygulanmustir (Cizelge 3.3). Veri setinin 278
(%27,47) pozisyonunda da varyasyon gozlenmistir. Bu 278 pozisyonun 219
(%78,78) tanesi parsimonik bilgi icermektedir. Baz kompozisyonu A= %30,7,
C=%29,8, T= %28,0 ve G= %11,5 seklindedir.

Cizelge 3.3. Cyt b dizileri Tajima’s Neutrality Test sonuclart. Analiz MEGA4
kullanilarak yapilmistir. Tiim eksik veriler ve bosluklar analizden komple
cikartilmistir (Complete deletion) m = dizi sayisi, S = segresyona ugrayan

pozisyon sayisi, ps = S/m, ® = py/a,, and © = niikleotid cesitliligi. D Tajima Test

sonucu.
m S Ps Q) T D
269 278 0,285421 0,046259 0,024838 -1,443287

Analizlerde kullanilan 269 6rnege ait Cyt b bolgesi dizileri toplam 74 haplotip
altinda toplanmaktadir (Cizelge 3.5). Haplotip cesitliligi, Hd: 0,9306, haplotip
cesitliligi  varyanst  0,00019 ve haplotip ¢esitlilik i¢in SD=0,020 olarak
hesaplanmistir. Niikleotid ¢esitliligi Pi= 0,02484 (uncorrected-p), Pi (JO)=
0,02484, SD=0,00176’dur.
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Cizelge 3.4. Cyt b gen bolgesi kullanilarak hesaplanan Ham Niikleotid Cesitligi (Dxy), Net Niikleotid Cesitliligi (Da) ve grup igi

niikleotid ¢esitliligi (koyu karakterle gosterilmistir). Dxy: iist diagonal, Da: alt diagonal.

A B C D E F kleinmanni | marginata | horsfieldii | hermanni

KLADI | KLADI | KLADI | KLADI | KLADI | KLADI
A KLADI | 0.00472 | 0.02322 | 0.03330 | 0.04230 | 0.04043 | 0.04690 | 0.07787 0.07913 0.09709 0.11854
B KLADI | 0.01976 | 0.00222 | 0.03810 | 0.04713 | 0.04379 | 0.05491 | 0.08639 0.08229 0.10383 0.12222
CKLADI | 0.03024 | 0.03626 | 0.00141 | 0.03012 | 0.03149 | 0.03542 | 0.08060 0.07136 0.09668 0.11208
D KLADI | 0.03329 | 0.03933 | 0.02272 | 0.01340 | 0.04060 | 0.04821 | 0.08670 0.08088 0.10290 0.11824
E KLADI | 0.03673 | 0.04129 | 0.02940 | 0.03256 | 0.00273 | 0.04218 | 0.08812 0.08599 0.10207 0.12586
FKLADI | 0.04011 | 0.04933 | 0.03025 | 0.03709 | 0.03636 | 0.00891 | 0.08342 0.08753 0.10293 0.11602
kleinmanni | 0.07553 | 0.08527 | 0.07988 | 0.08002 | 0.08676 | 0.07897 | 0.00000 0.06057 0.08624 0.10780
marginata | 0.07679 | 0.08116 | 0.07064 | 0.07420 | 0.08462 | 0.08308 | 0.06057 n/c 0.09446 0.10267
horsfieldii | 0.09475 | 0.10270 | 0.09596 | 0.09622 | 0.10070 | 0.09848 | 0.08624 0.09446 n/c 0.10472
hermanni | 0.11620 | 0.12110 | 0.11136 | 0.11156 | 0.12449 | 0.11157 | 0.10780 0.10267 0.10472 0.00000
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3.2. ND4 ve Cyt b gen Bolgeleri Haplotip Dagilim

Calismamizda materyal ve yontem boliimiinde bahsettigimiz GENBANK
orneklerine ilaveten iilkemizin degisik noktalarindan daha dnce morfolojik olarak
tanimlanmug tiim taksonlarn da temsil edecek sekilde toplanmis orneklerimize ait
lokalite bilgileri, ornek sayilart ve bu oOrneklerin filogenetik analizlerimizde
kullanilan hangi ND4 ve Cyt b haplotipleri tasidigina dair bulgular Cizelge 3.5’te

verilmektedir.

Cizelge 3.5. Lokalitelere gore ND4 ve Cyt b haplotiplerinin dagilimi (haplotip

isminin yanmindaki parantez icindeki degerler haplotipin goriilme sayisini

gostermektedir)

HAPLOTIP | HAPLOTIP | Lokalite No
Lokalite N |(ND4) (Cyt b)
Karaaga¢/Edirne 2 |Hap_8(2) Cyt40 (2) 1
Lalapasa 4 |Hap_8 (1) Cyt40 (2) 2

Hap_21 (2)

Hap_22 (1)
Pinarhisar Civari 1 |Hap_8 (1) Cyt40 (1) 3
Vize 1 |Hap_8 (1) Cyt40 (1) 4
Cakilli/Vize 1 |Hap_8 (1) Cyt40 (1) 5
Bahgekoy-Vize 1 |Hap_8(1) Cyt40 (1) 6
Ereke 2 |Hap_23(2) |- 7
Sarkdy 1 |Hap_8 (1) Cyt40 (1) 8
Sarkdy-Evrese Arasi 2 |Hap_8 (1) Cyt40 (1) 9

Hap_24 (1) |Cyt71 (1)
Truva 2 |Hap_8 (2) Cyt9 (2) 10
Balikesir 2 |Hap_8(2) Cyt9 (2) 11
Bandirma 2 |Hap_8(2) Cyt9 (2) 12
Bursa 3 |Hap_8 (3) Cyt9 (3) 13
Bilecik 3 |Hap_8 (3) Cyt9 (3) 14
Golciik 3 |Hap_8 (3) Cyt9 (2) 15

Cyt40 (1)
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Cizelge 3.5. devam

Sile 1 |Hap_8 (1) Cyt40 (1) 17
Kiitahya-Afyon yolu 1 |Hap_8 (1) Cyt40 (1) 18
Afyon-Antalya yolu 1 |Hap_8 (1) Cyt40 (1) 19
Iscehisar 2 |Hap_8 (2) Cyt40 (1) 20
Cyt9 (1)
Cay/Afyon 2 |Hap_2(2) Cyt9 (1) 21
Cyt40 (1)
Sandikli-Dinar arasi 1 |Hap_2 (1) Cyt9 (1) 22
Egirdir 2 |Hap_2(2) Cyt22 (2) 23
Isparta-Aglasun arast 2 |Hap_2(1) Cyt22 (2) 24
Hap_25 (1)
Harmanli/Burdur 1 |Hap_8 (1) Cyt9 (1) 25
Acipayam 2 |Hap_8(2) Cyt9 (1) 26
Cyt40 (1)
Tavas 3 |Hap_8 (3) Cyt9 (1) 27
Cyt40 (2)
Golmarmara 2 |Hap_8(2) Cyt40 (2) 28
Kizilaga¢/Mugla 1 |Hap_26(1) |[Cyt22(1) 29
Giinliikli 3 |Hap_27 (3) |Cyt22(3) 30
Letoon 3 |Hap_273) |Cyt22(3) 31
Kalkan-Kag yolu 1 |Hap_2 (1) Cyt22 (1) 32
Demre 1 |Hap_2 (1) Cyt22 (1) 33
Kumluca-Kemer arasi 1 |Hap_28 (1) |Cyt22(1) 34
Perge 1 |Hap_2(1) Cyt22 (1) 35
Manavgat_Akseki Arasi 1 |Hap_29 (1) |Cyt73 (1) 36
Kizilot-Akseki yolu 2 |Hap_30(1) |Cyt73(2) 37
Hap_31 (1)
Akseki 1 |Hap_32(1) |Cyt22(1) 38
Hadim/Konya 2 |Hap_33(2) |Cyt74(2) 39
Gazipasa-Anamur arasi 3 |Hap_1(3) Cyt22 (3) 40
Mut-Ermenek Yolu 1 |Hap_1(1) Cyt22 (1) 41
Silifke-Mut arasi 1 |Hap_1() Cyt22 (1) 42
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Bozyazi-Giilnar yolu 1 |Hap_1(1) Cyt22 (1) 43
Meke Golii/Karapinar 7 |Hap_8 (4) Cyt22 (2) 44
Hap_33 (2) |Cyt60 (4)
Hap_34 (1) |Cyt61 (1)
Kirkigla/Cihanbeyli 1 |Hap_8 (1) Cyt40 (1) 45
Nallihan 2 |Hap_8(2) Cyt40 (2) 46
Mengen/Bolu 1 |Hap_8 (1) Cyt9 (1) 47
Zonguldak 3 |Hap_8 (2) Cyt9 (3) 48
Hap_35 (1)
Amasra 2 |Hap_8 (2) Cyt9 (2) 49
Safranbolu 2 |Hap_8 (2) Cyt9 (2) 50
Arac/Kastamonu 1 |Hap_8 (1) Cyt9 (1) 51
Inebolu 1 |Hap_36 (1) |[Cyt9 (1) 52
Tagkoprii/Kastamonu 1 |Hap_8 (1) Cyt9 (1) 53
Tosya 1 |Hap_8 (1) Cyt9 (1) 54
Sinop 2 |Hap_8 (2) Cyt9 (2) 55
Samsun 4 |Hap_8 (4) Cyt9 (4) 56
Amasya 3 |Hap_8 (3) Cyt9 (3) 57
Corum 2 |Hap_8 (2) Cyt9 (2) 58
Yozgat 2 |Hap_8 (2) Cyt9 (1) 59
Cyt40 (1)
Urgiip-Avanos yolu 3 |Hap_8 (3) Cyt40 (1) 60
Cyt41 (2)
Nevsehir 4 |Hap_8 (4) Cyt41 (3) 61
Sivas 3 |Hap_8 (2) Cyt41 (2) 62
Hap_37 (1) |Cyt43 (1)
Camlibel/Tokat 1 |Hap_8 (1) Cyt41 (1) 63
Akbelen 1 |Hap_38(1) |[Cyt44(1) 64
Susehri 1 |Hap_39 (1) |[Cyt44 (1) 65
Saimbeyli 2 |Hap_2(2) Cytd5 (2) 66
Kadirli 1 |Hap_6(1) Cyt46 (1) 67
Cullu 1 |Hap_2(1) Cyt46 (1) 68
Adana 1 |Hap_2 (1) Cyt22 (1) 69




38

Cizelge 3.5. devam

Ceyhan 3 |Hap_2(3) Cyt22 (2) 70
Cyt38 (1)
Ceyhan INCIRLI 4 |Hap_2 (4) Cyt22 (2) 71
Cyt38 (2)
Dértyol 5 |Hap_2 (3) Cytl7 (3) 72
Hap_6 (1) Cyt38 (2)
Hap_40 (1)
Antakya 4 |Hap_2 (1) Cytl7 (2) 73
Hap_5 (2) Cyt26 (1)
Hap_41 (1) |Cyt47 (1)
Kilis-Hassa Arasi 1 |Hap_6(1) Cytl7 (1) 74
Kahramanmaras 3 |Hap_6(3) Cytl7 (3) 75
Kilis 1 |Hap_6 (1) Cytl7 (1) 76
Gaziantep 2 |Hap_6 (2) Cytl7 (2) 77
Adiyaman 2 |Hap_2(1) Cytl7 (2) 78
Hap_6 (1)
Malatya 4 |Hap_2 (1) Cytl7 (3) 79
Hap_6 (2) Cyt49 (1)
Hap_42 (1)
Elazig 2 |Hap_7 (2) Cyt69 (1) 80
Diyarbakar 5 |Hap_7(2) Cyt48 (2) 81
Hap_43 (3) |Cyt57 (1)
Cyt67 (1)
Cyt72 (1)
Mardin 2 |Hap_7(1) Cyt57 (2) 82
Hap_43 (1)
Batman 4 |Hap_2 (1) Cytl2 (1) 83
Hap_7 (2) Cyt50 (1)
Hap_43 (1) |Cyt51 (1)
Cyt52 (1)
Eruh 1 |Hap_43 (1) |Cyt27 (1) 84
Yelkenli 5 |Hap_7 4) Cytl2 (4) 85
Hap_44 (1) |Cyt58 (1)
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Sirnak 4 |Hap_454) |Cyt56 (3) 86
Cyt59 (1)
Yiiksekova 3 |Hap_46 (3) |Cyt55(1) 87
Cyt56 (1)
Cyt68 (1)
Baskale 4 |Hap_46(4) |Cyt62(1) 88
Cyt63 (1)
Cyt64 (1)
Cyt65 (1)
Ercis 2 |Hap_7(2) Cyt66 (2) 89
Aralik 1 |Hap_13(1) |Cytl8(2) 90
Aralik 2 |Hap_13 (1) |Cytl8(1) 91
Hap_47 (1)
Mus-Varto Yolu 2 |Hap_7(2) Cyt54 (2) 92
Solhan 1 |Hap_7(1) Cyt54 (1) 93
Geng/Bingol Hap_7 (2) Cyt53 (4) 94
Hap_48(2)
Sanliurfa 1 |Hap_49 (1) |Cyt53 (1) 95
Sarioglan 1 |Hap_15(1) |- 96
Iskenderun 1 |Hap_52(1) |[Cytl7(1) |97
Ayvalik 1 |Hap_34(1) |Cyt9(1) 98
Erzincan Kemaliye Karanlik|1 |Hap_51(1) |[Cyt42(1) 99
Kanyon Dilli Deresi
Kirikhan 1 |Hap_6(1) Cyt39 (1) 100

3.3. Filogenetik Analizler

3.3.1. ND4 Gen Bolgesi

Kullanilan 4 farkli filogenetik analiz (NJ, MP, ML, BI) ile elde edilen filogenetik
agaclar birbirine ¢ok yakin topolojiye sahiptir (Sekil 3.1-8). Bu analizlerle elde

edilen agaclarda Testudo kompleksi T. kleinmanni ve T. marginata’ya gore
monofiletiktir (%99-100 bootstrap, 0.98 Posterior Prob.). Yine tiim metotlarla elde
edilen agaclarda Testudo kompleksinin 6 ana soy hatt1 ile temsil edildigi
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goriilmektedir. Calismamizda baz1 kladlar morfolojik olarak daha Once
tanimlanmig birden fazla taksonu igerdigi i¢in, karigikligi onlemek maksadiyla
harfle isimlendirilmislerdir. Bu alti mtDNA soy hattindan bes tanesi (A, B, C, D,
E) Orta Dogu ve Kafkaslarda, bir tanesi (F) ise Afrika’da yayilis gostermektedir.
Bu soy hatlarinda yer alan haplotipler ve bu haplotiplerin iilkemizdeki cografik
yayilis1 Cizelge 3.5’de verilmistir. MP agacinda Afrika soy hattim1 temsil eden F
KLADI diger tiim 7. graeca soy hatlari ile kardes (sister) grupken, NJ agacinda C
KLADI+D KLADI+E KLADI ile fakat ML agacinda ise sadece E KLADI ile
kardes gruptur. Detaylar1 ileriki boliimlerde goriilecegi gibi, filogenetik agaglarda
taksonomide oncelik ilkesi dikkate alinarak yapilan isimlendirmede A kladi (A
KLADI) terrestris, B kladi (B KLADI) ibera, C klad1 (C KLADI) zarudnyi, D
klad1 (D KLADI) buxtoni, E Klad1 (E KLADI) armeniaca ve F klad1 (F KLADI)
Afrika soy hatlarmi temsil etmektedir. Soy hatlarinin morfolojik olarak

tanimlanmig hangi tiirleri icerdigi konusuna ileriki boliimlerinde deginilecektir.

NJ algoritmast JC baz degisim modeli kullanilarak calistirilmistir. Elde edilen
filogram Sekil 3.1 te verilmistir. NJ agacinda elde edilen ana soy hatlarinin
bootstrap degerleri %90-99 arasinda degismektedir. Testudo kompleksine ait bu 6
ana soy hattindan 4 tanesinin temsilcileri (A, B, D ve E kladlar) iilkemiz
simirlarinda bulunmaktadir. Ulkemizde yayilis gosteren gruplar arasindaki genetik
uzakliklar degerlendirildiginde birbirine en yakin olanlar A KLADI ile B KLADI
(%01.98) ve en uzak olanlar B KLADI ile D KLADI (%3.93)’dir. Parsimoni
analizinde “Heuristic Search” algoritmas1 kullanilarak ND4 gen bolgesinin 152
parsimoni bilgi verici karakteri analiz edilmistir. Analiz sonrasinda esit uzunluga
sahip (parsimonik) 4 agac elde edilmistir (Sekil 3.2). Bu agag¢larin uzunluklari 344,
Consistency Index (CI) 0,718, Retention Index (RI) 0,848 dir. Elde edilen bu
agaclar arasinda farklilik olup olmadig1 Kishino-Hasegava Test ile kontrol edilmis
ve anlamli farklilik bulunmamustir (Cizelge 3.6).

Cizelge 3.6. Parsimonik 4 agaci karsilagtiran Kishino-Hasegava Test sonuclart

Agac | Uzunluk Uzunluk Farki sd t P

1 344 best

2 344 0 1.41734 0.000 1.000
3 344 0 1.41734 0.000 1.000
4 344 0 0.00000 0.000 1.000
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Aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmayan bu dort aga¢ kullanilarak
agacin Ozeti olarak Stric ve 50% Majority Rule Consensus agaclari
olusturulmustur. Bu iki 6zet aga¢ topoloji olarak aymidir ve parsimonik 4 agactan
bir tanesi ile de bire bir uyusmaktadir. Bu nedenle burada 50% Majority Rule
Consensus agaci verilmis ve bu konsensus agacin diigiim noktalarma 10000

replikasyonla elde edilen bootstrap degerleri yazilmistir (Sekil 3.3).

ML analizinde MODELTEST tarafindan Onerilen TIM (Trasition Model) baz
degisim modeli kullanilarak analiz gerceklestirilmistir. Elde edilen aga¢ Sekil
3.4’de verilmistir. Yine bu aga¢ iizerinde ayni topolojiye sahip Bayesian Analizi
sonucu elde edilmis 50% Majority Rule Consensus agacina ait posterior

probability degerleri verilmistir.

Tiim metotlarla elde edilen agaclar incelendiginde, 7. graeca kompleksinin ana
soy hatlarinin basal iligkisi cok iyi derecede desteklenmese de, bazi soy hatlar
arasindaki kardes grup iliskisi yliksek bootstrap degerleri ile ortaya konmustur.
Agac dallarinin giivenilirliklerinin korelasyonu ile ilgili ¢ok fazla tartisma
olmasma ragmen, Leache ve Reeder (2002) tarafindan Onerilen konservatif
kullanim benimsenmistir. Burada standart nonparametrik bootstrap degerlerine
karsilik posterior probability degerleri istatistiksel Oneme sahip olmasi igin
bootstrap degeri >70, posterior probability >%95 olmalidir denilmektedir. Bu soy
hatlarindan genetik olarak birbirine en yakin olanlar A KLADI ile B KLADI
(%1.43) ve birbirinden en uzak olanlar ise A KLADI ile C KLADI'dir (%3,31).
Daha once belirttigimiz gibi Testudo kompleksine ait bu 6 ana soy hattindan 4
tanesinin temsilcileri iilkemiz simrlarinda bulunmaktadir. Ulkemizde yayilis
gosteren gruplar arasindaki genetik uzakliklar degerlendirildiginde birbirine en
yakin olanlar A KLADI ile B KLADI (%1.43) ve en uzak olanlar A KLADI ile E
KLADI (%2,44)’dir. Testudinidae familyas: iiyesi, gecerli tiirlerden 7. marginata,
T. kleinmanni ve T. hermanni arasindaki genetik uzakliklar incelendiginde %5.48

ile %10.57 arasinda degistigi goriilmektedir.

Elde ettigimiz mtDNA ND4 bélgesi sonuglarina gore, lilkemizde bulunan
haplotiplerin dagilimi Sekil 3.9 ve Sekil 3.10°da verilmistir. Morfolojik olarak
tanimlanmig taksonlar1 ele alindiginda A KLADI yakin zamanda morfolojik
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farkliliklara dayanarak tanimlanmis “anamurensis” ve “antakyensis” taksonlarina
ait haplotipleri, ayrica terrestris ve “floweri” haplotiplerini icermektedir. Bu soy
hattinin kendi igindeki genetik farkliligi sadece %0,3’tiir. Diger yandan morfolojik
olarak cizilen yayilis sinirlarina gore ibera taksonunun yayilis gosterdigi (Egirdir,
Cay, Meke Golii) baz1 noktalarda da A KLADI haplotipleri tespit edilmistir.
Burada en ilgin¢ bulgu, Meke Golii’'nden elde edilen 7 ornekten 2 tanesinin A
KLADI, 5 tanesinin ise B KLADI haplotiplerini tasimasidir. A kladinda
morfolojik olarak tanimlanmis taksonlardan birinin ismiyle adlandirmak
istendiginde, bu soy hattin1 priorite kuralina bagli olarak ferrestris soy hatti olarak
isimlendirebiliriz. Bu soy hatti morfolojik olarak tamimlanmis taksonlar olan
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“anamurensis”, “antakyensis” ve “floweri” taksonlarin1 da kapsadigi i¢in, adi
gecen bu taksonlar arasinda her ne kadar morfolojik farkliliklar bulunsa da,
genetik bir farklilik olmadigt ortaya ¢ikmistir. Kisacasi iilkemizde yakin zamanda
tammlanmig olan T.g. anamurensis ve T. antakyensis’in mevcut taksonomik

durumlarinin yeniden ele alinmasi gerekliligini ortaya koymustur.

Diger yandan Meke Golii orneklerinde terrestris (A KLADI) ve ibera (B KLADI)
kladladlarina ait haplotiplerinin birlikte bulunmasi oldukga ilgingtir. Zira genel
olarak iki alttiire ait bireyler simpatrik bulunamayacagindan dolayi, morfolojik
olarak tanimlanmis olan T. g. terrestris ve T. g. ibera taksonlarinin durumlarinin
yeniden degerlendirilmesi geregini ortaya koymustur. Iki farkli soy hattina ait
haplotiplerin aym1 alanda bulunmasi, bolgede muhtemel bir hibritlesmenin
olabilecegini gostermektedir. B KLADI soy hattt ibera ve “nikolskii”
haplotiplerini icermektedir ve soy hattinin kendi igerisindeki genetik farkliligi
sadece %0.065’tir. Morfolojik olarak tanimlanmis bu iki takson ND4 bdlgesi i¢in
genetik olarak tamamen benzerdir. “nikolskii” ND4 Hap 8 haplotipine sahiptir ve
bu haplotip 239 &rnegin 83 tanesinde bulunmustur.  Ulkemizden bircok
lokaliteden (Cizelge 2.1) ve Tiflis’ten elde edilen (Bu lokalite cf. ibera taksonunun
tip lokalitesine ¢ok yakindir) 6rneklerinde dahil oldugu haplotiptir. Bu durum,
yeni tamimlanmis “‘nikolskii” taksonun taksonomik durumunu siipheye
diisiirmektedir. Bu nedenle bu soy hattinin ibera olarak isimlendirilmesi uygun
bulunmustur. C KLADI iilkemiz sinirlarinda bulunmayan bir soy hattidir ve kendi
icerisindeki genetik ¢esitlilik ND4 bolgesi icin %0’dir. Orta ve Dogu iran
platolarinda yayilis goOsteren zarudnyi taksonuna ait 8 bireyde ayni ND4
haplotipine sahiptir ve zarudnyi soy hatti olarak isimlendirilebilir. D KLADI soy
hatt1 icerisinde buxtoni taksonuna ait topotip, yeni tamimlanmis “perses”

taksonunun yayilis alanindan elde edilen 6rnekler (bunlardan bir tanesi topotiptir)
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ile beraber, iilkemizde Sirnak, Yiiksekova ve Bagkale’den elde edilen Ornekler
bulunmaktadir. Bu bulgular iilkemiz sinirlar1 icersinde buxtoni soy hattinin
varligim ilk kez ortaya koymaktadir. Morfolojik olarak tanimlanmis taksonlar ve
yayilislarina bakildiginda, buxtoni taksonunun yayilis alanina dahil olmayip,
“perses” taksonunun yayilis alanindan elde edilmis Iran orneklerinin buxtoni
topotipik Ornegi ile ND4 gen bolgesi acgisindan tamamen benzer oldugu
goriilmiistiir.  Yiiksekova ve Bagkale orneklerinin buxtoni topotipik Ornegine,
Sirnak oOrneklerinin ise “perses” topotipik Srnegine genetik olarak daha yakin
oldugundan D KLADI icerinde yer aldig: tespit edilmistir. D KLADI icerisindeki
genetik farklilik 9%0.43tiir. Oncelik kuralma uygun olarak bu soy hatti buxtoni
olarak isimlendirilmistir. Bu durumda Hakkari bolgesinde yayilis gosterdigi
bilinen “’perses’’ taksonun da gecerliligi siiphelidir. E KLADI Ermenistan ve I1gdir
(Aralik ve Merkez) orneklerini icermektedir. Bu soy hattimin grup ic¢i genetik
farkliligi %0.095’tir. Bu soy hatti armeniaca morfolojik taksonunun yayilis alanini
temsil etmektedir ve Ermenistan 6rnegi topotipik armeniaca taksonuna aittir. Bu
soy hattt da armeniaca olarak isimlendirilmistir. F KLADI Tunus ve Cezayir’den
iki ornek igcermektedir ve bu soy hattinin kendi icindeki genetik farklilig1
%1.19°dur.

Sonug olarak, genetik olarak bakildiginda A KLADI terrestris, B KLADI ibera, C
KLADI zarudnyi, D KLADI buxtoni, E KLADI armeniaca ve F KLADI Afrika
soy hatlarini temsil etmektedir. Sadece morfolojik karakterlere dayanarak
tammmlanmis olan “anamurensis”, “antakyensis”, “floweri’, “nikolskii’, “perses”
taksonlar1 genetik olarak desteklenmemistir. Morfolojik olarak tanimlanmis bu

taksonlarin hangi soy hatlari icinde yer aldiklar1 Cizelge 3.5’te verilmistir.

TCS programi kullanilarak mtDNA ND4 bélgesi (850bg) icin 239 dizi analiz
edilmistir. Yapilan analiz sonucunda, atasal haplotip ibera olarak isimlendirilen
soy hatti, B KLADI icerisinde konumlanan Hap 8 olarak belirlenmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.1. ND4 bolgesi icin JC baz degisim modeli kullanilarak olusturulan NJ
agact. Ana soy hatlart renklendirilmis ve isimlendirilmistir. Dallarin
giivenilirlikleri 10000 bootstrap yapilarak test edilmis ve bu degerlerden %70’in

izerinde olanlar diigiim noktalarinda gosterilmistir. Yeni haplotip [
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Sekil 3.2. Heuristic Search sonrasi elde edilen parsimonik agaclar.



46

Sekil 3.3. Parsimoni analizi sonucu elde edilen dort agaci dzetleyen 50% Majority
Rule Consensus agaci (ND4). Diigiim noktalarn iizerindeki degerler bootstrap

degerleridir.
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Sekil 3.4. TIM baz degisim modeli kullanilarak elde edilmis olan Maksimum
olasihik (ML) agaci (ND4). Diigiim noktalar1 iizerindeki degerler bootstrap,
altindaki degerler ise posterior probablity degerleridir.
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Sekil 3.5. 239 6rnege ait ND4 bolgesi Parsimoni Network iligkisi. Renkler ana soy
hatlarin1 temsil etmektedir. Sembol biiyiikliikleri yaklasik haplotip frekansini
gostermektedir. Sembollerin yanindaki rakamlar ND4 gen bolgesine ait haplotip
numaralaridir (Cizelge 3.5). Kayip atasal haplotipler diigiim noktalarinda beyaz

daire ile gosterilmistir.
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3.3.2. Cyt b Gen Bolgesi

Kullanilan 4 farkli filogenetik metod (NJ, MP, ML, BI) ile elde edilen filogenetik
agaclar birbirine cok yakin topolojiye sahiptir (Sekil 3.6-Sekil 3.8) Tiim
metotlarda elde edilen agaclarda Testudo kompleksi T. kleinmanni ve T. marginata
tiirlerine goére monofiletiktir (%90-99 bootstrap, 0.95 Posterior Prob.). Yine tiim
metotlarla elde edilen agaclarda Testudo kompleksinin 6 ana soy hatti ile temsil
edildigi goriilmektedir. Bu soy hatlarindan 5 tanesi orta dogu ve Kafkaslarda bir
tanesi ise Afrika’da yayilis gostermektedir. Bu soy hatlarinda yer alan haplotipler
ve bu haplotiplerin cografi olarak yayilis1 Cizelge 3.5’de verilmistir.

NIJ algoritmasi K2P baz degisim modeli kullanilarak calistirilmistir. Elde edilen
filogram Sekil 3.6’da verilmistir. NJ agacinda elde edilen ana soy hatlariin
bootstrap degerleri %90-99 arasinda degismektedir ve soy hatlar istatistiksel
olarak iyi derecede desteklenmektedir. Testudo kompleksine ait bu 6 ana soy
hattindan 4 tanesinin temsilcileri iilkemiz sinirlarinda bulunmaktadir. Ulkemizde
yayilig gosteren gruplar arasindaki genetik uzakliklar degerlendirildiginde
birbirine en yakin olanlar A KLADI ile B KLADI (%1.98) ve en uzak olanlar B
KLADI ile D KLADI (%3.93)dir.

Parsimoni analizinde “Heuristic Search” algoritmas: kullanilarak Cyt b gen
bolgesinin 219 parsimoni bilgi verici karateri analiz edilmistir. Analiz sonrasinda
esit uzunluga sahip (parsimonik) 12 aga¢ elde edilmistir. Bu agag¢larin uzunluklari
497, Consistency Index (CI) 0,654, Retention Index (RI) 0,868 dir. Elde edilen bu
agaclar arasinda farklilik olup olmadigi Kishino-Hasegava Test ile kontrol edilmis

ve anlamli farklilik bulunmamistir (Cizelge 3.7).



50

Cizelge 3.7. Parsimonik 12 agaci karsilastiran Kishino-Hasegava Test sonuglari

Agac | Uzunluk Uzunluk Farki sd t p

1 497

2 497 0 0.00000 | 0.000 1.000
3 497 0 2.45070 | 0.000 1.000
4 497 0 2.82983 0.000 1.000
5 497 0 1.41491 0.000 1.000
6 497 0 1.41491 0.000 1.000
7 497 0 2.00099 0.000 1.000
8 497 0 2.45070 | 0.000 1.000
9 497 0 3.74351 0.000 1.000
10 497 0 3.74351 0.000 1.000
11 497 0 2.00099 0.000 1.000
12 497 0 2.00099 0.000 1.000

Aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmayan bu 12 aga¢ kullanilarak bu
12 agacin 0Ozeti olarak Stric ve 50% Majority Rule Consensus agaglari
olusturulmustur. Bu iki 6zet agac¢ topoloji olarak aynidir ve parsimonik 12 agactan
bir tanesi ile de bire bir uyusmaktadir. Bu nedenle burada 50% Majority Rule
Consensus agaci verilmis ve bu konsensus agacin diigiim noktalarina 10000
replikasyonla elde edilen bootstrap degerleri yazilmistir (Sekil 3.7).

ML analizinde MODELTEST tarafindan onerilen HKY+G baz degisim modeli
kullanilarak analiz gerceklestirilmistir. Elde edilen agac Sekil 3.8’de verilmistir.
Yine bu agag lizerinde ayn1 topolojiye sahip Bayesian Analizi sonucu elde edilmis
50% Majority Rule Consensus agacina ait posterior probability degerleri
verilmistir.

Tiim data ele alindiginda genetik uzakliklarin %1.98 (A KLADI-B KLADI) ile
%12.45 (horsfieldii-E KLADI) arasinda degistigi goriilmektedir. Yine gecerli
tirler olan 7. kleinmanni ve T. marginata arasindaki genetik uzaklik %6.06.
Kompleks icindeki genetik varyasyona bakildiginda, genetik uzaklik degerlerinin
%1.98 (A KLADI-B KLADI) ile %4.93 (B KLADI-F KLADI) arasinda degistigi
goriilmektedir (Cizelge 3.4). Ana soy hatlarinin kendi i¢lerindeki genetik cesitlilik
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degerlerine bakildiginda 6 ana soy hattindan D KLADI'nin grup i¢i genetik
cesitlilik degerinin %1.34 oldugu digerlerinin ise %1’den daha diisiilk oldugu
goriilmektedir.

mtDNA Cyt b sonuglarimiza gére, A KLADI Giiney, Giineydogu ve Dogu
Anadolu ve Levant bolgesi orneklerine ait haplotiplerinden olusmaktadir. Bunun
yaninda orta Anadolu’dan bir lokalitede (Meke GoOlii) bu soy hattina dahil bir
haplotip B KLADI'ye dahil iki haplotip ile beraber bulunmustur. Morfolojik
olarak tanimlanmis taksonlar bazinda baktigimizda bu soy hatt1 7. g. anamurensis,
T. g. antakyensis, T. g. floweri, T. g. ibera, T. g. terrestris ve Sicilya’dan elde
edilmis fakat orada dogal yayilis gostermeyen bir 6rnegi icermektedir. Bu soy
hattinda son zamanlarda tanimlanmis olan ve gecerliligi tartismali durumda

LR RN TS

bulunan “anamurensis”, “antakyensis”, “floweri” taksonlar1 terrestris haplotipleri
ile birlikte gruplanmistir. Bu durumda “anamurensis”, “antakyensis”, “floweri”
taksonlar1 genetik olarak gecerliligini kaybetmekte ve priorite kurallar1 geregi
terrestris taksonu bu soy hattinin temsil ettigi takson olarak degerlendirilmektedir.
Bunun yaninda GenBank’tan alinan Ornekler icerisinde morfolojik ibera
taksonunun yayilis alanindan edilmis olan 2 6rnek (Van, Ercis) dogal olarak bu
soy hatt1 altinda gruplanmistir. Yine GenBank’tan alinan Sicilya ornegi bu soy
hatt1 igerisinde gruplanmistir fakat morfolojik olarak Sicilya ornegi T. graeca
graeca taksonuna dahildir ve Kuzey Afrika Ornekleri ile beraber gruplanmasi
gerekir. Bu sekilde ferrestris soy hattinda gruplanan Sicilya Orneginin buraya
dogal olmayan yollardan geldigi diisiiniilmektedir. B KLLADI Balkanlar, Anadolu
ve Bati ve orta Kafkaslar’dan morfolojik olarak ibera ve nikolskii taksonuna ait
haplotipleri icermektedir. Bu soy hatt1 icerisinde yer alan “nikolskii” taksonu ibera
taksonu ile genetik olarak tamamen benzerdir ve priorite kurallar1 geregi bu soy
hatt1 ibera olarak isimlendirilmis ve “nikolskii” taksonu da genetik olarak ortadan
kalkmustir. C KLADI dogu Iran’dan elde edilmis drnekleri igermektedir ve bu soy
hatt1 zarudnyi olarak isimlendirilmistir. Bunun yaninda GenBank’tan alinan bazi
“perses” ornekleri de bu soy hattinda gruplanmistir. Bu 6rneklerin lokalite
bilgilerinden morfolojik olarak “perses” olarak tanimlanmis bu 6rneklerin aslinda
zarudnyi taksonunun yayilis alanindan elde edilmis oldugu ve bu durumun
orneklerin  morfolojik olarak  hatali  tanimlanmasindan  kaynaklandigi
goriilmektedir. D KLADI iilkemizde Sirnak, Yiiksekova ve Bagskale’den, Kuzey
bat1 Iran ve orta Iran’dan toplanmis drnekleri icermektedir. Bu soy hatti icerisinde
morfolojik olarak “perses” ve buxtoni olarak siflandirilnis taksonlar
gruplanmustir. Soy hatt1 icerisinde ayni lokaliteden veya birbirine ¢ok yakin

lokalitelerden elde edilmis farkli drneklerin buxtoni veya “perses” haplotiplerini
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tastmakta oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle priorite kurallar1 geregi “perses”
taksonu genetik olarak gecerliligini yitirerek bu soy hatti buxtoni olarak
isimlendirilmistir. Ayrica buxtoni soy hattinin iilkemizde yayilis gosterdigi genetik
olarak ilk defa burada elde edilen bilgiler ile ispatlanmistir. E KLADI iilkemizde
Aralik’tan ve Dogu Kafkaslardan elde edilmis ve morfolojik olarak armeniaca,
“pallasi” ve ibera olarak tanimlanmis Orneklere ait haplotipleri igermektedir.
Burada “pallasi” o©rnekleri armeniaca Ornekleri ile genetik olarak benzer
oldugundan dolay1 gecerliligini kaybetmis ve bu soy hatti armeniaca olarak
isimlendirilmistir. Bu soy hatti icerisinde gruplanan Azerbaycan orijinli bir adet
ibera haplotipi yine bir armeniaca drneginin morfolojik olarak hatali bir sekilde
ibera seklinde tammmlanmasindan kaynaklanmaktadir. F KLADI veya Afrika soy
hatt1 kuzey Afrika ve bazi bati Akdeniz adalarindan elde edilmis 7. graeca graeca,

T. g. nabeulensis ve T. g. cyrenaica drneklerine ait haplotipleri icermektedir.
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A KLADI

. B KLADI

E KLADI

. D KLADI

C KLADI
F KLADI

T. marginata

T. kleinmanni
A. horsfieldii

T. hermanni

Sekil 3.6. K2P baz degisim modeli kullanilarak olusturulan NJ agaci (cytb). Ana
soy hatlar1 renklendirilmis ve isimlendirilmistir. Dallarin giivenilirlikleri 10000

bootstrap yapilarak test edilmis ve bu degerlerden %70’in iizerinde olanlar diigiim
noktalarinda gosterilmistir. Yeni haplotip  *
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Sekil 3.7. Parsimoni analizi sonucu elde edilen 12 agac1 6zetleyen 50% Majority
Rule Consensus agact (cyth). Diigiim noktalar1 {izerindeki degerler bootstrap
degerleridir.
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Sekil 3.8. HKY+G baz degisim modeli kullanilarak elde edilmis olan Maksimum

olasiik (ML) agaci (cytb). Diigiim noktalarn iizerindeki
altindaki degerler ise posterior probablity degerleridir.

degerler bootstrap,
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Sekil 3.9. ND4 soy hatlarinin iilkemizdeki dagilimi. m Klade A haplotipi, o Klade B haplotipi, 9" Klade D haplotipi,

9" Klade E haplotipi,
kladlara ait haplotip frekanslarin1 gostermektedir.

Klade A ve Klade B haplotiplerinin beraber gozlendigi lakolite, Pasta grafik bu lokalitede farkli
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Sekil 3.10. Cyz b soy hatlarinin tilkemizdeki dagilim. %g; Klade A haplotipi, * Klade B haplotipi, 9 Klade D haplotipi,

9" Klade E haplotipi,
kladlara ait haplotip frekanslarin1 gostermektedir.

Klade A ve Klade B haplotiplerinin beraber gozlendigi lakolite, Pasta grafik bu lokalitede farkli
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4. TARTISMA VE SONUC

Yaptigimiz ¢alisma sonucunda Testudo graeca kompleksi igerisindeki genetik
varyasyonun daha Onceki calismalarda da (Van der Kuyl vd. 2002, 2005; Parham
vd., 2006b; Fritz vd., 2007) tespit edildigi gibi diisiik oldugu saptanmistir. Bu
calismalardan birinde (Van der Kuyl vd., 2002) 12S rRNA gen bolgesi calisilmis
ve 28 ornekte 10 haplotip tespit edilmis olup, bu haplotiplerin birbirinden yalnizca
bir veya iki transisyon ve bir insersiyon ile ayrildigt belirtilmistir. Yine Van der
Kuyl vd. tarafindan 2005 yilinda 12S rRNA boélgesine ek olarak D-loop bolgesi de
dahil edildigi, bir calismada, 7. graeca kompleksinin 5 iyi desteklenmis soy
hattinin bulundugu, fakat tiim veri seti arasindaki ortalama uzakligin sadece %1
oldugu ortaya konulmustur. Bu calismada ise birbiriyle yakin iligkili diger
kaplumbaga tiirlerinde cesitli arastirmacilar (Stuart ve Parham 2004; Spinks ve
Shaffer 2006, Parham vd., 2006a, b) tarafindan Testudo kompleksinin filogenetik
iligkisini test etmek icin kullandiklar1 ND4 bolgesi secilmistir. Bu bolge igin 7.
graeca kompleksi icerisindeki ortalama genetik uzaklik %3,3 olarak tespit
edilmistir. Arastirmamizda ND4 gen bolgesine ilaveten (Caccone vd., 1999;
Palcovacs vd., 2003; Austin vd., 2003; Fritz vd., 2005a, 2006,2007) tarafindan
daha onceki filogenetik caligmalarda kullanilan 12S rRNA’ya gore daha bilgi
verici bir belirte¢ oldugu gosterilen mtDNA Cyt b bolgesi de kullanilmistir. Bu
bolge icin kompleks i¢i ortalama genetik uzaklik %3.4 olarak tespit edilmistir. Ana
soy hatlarinin birbirlerine gore genetik uzakliklar1 incelendiginde, Van der Kuyl
vd., (2005)’te, ibera ile terrestris orneklerine ait iki haplotip (Tg6-Tg7) arasindaki
genetik uzaklik %1.4 gibi yiiksek bir degerken, diger ana soy hatlar1 arasindaki
genetik uzakliklar oldukc¢a diisitk bulunmustur. Cy? b bolgesini kullanarak yaptig
calismasinda Fritz vd., (2007) kompleksin ana soy hatlar1 aras1 genetik mesafeyi
%3-5.5 arasinda vermektedir. Bizim verilerimizde elde ettigimiz sonuclara gore
ND4 bolgesi icin soy hatlar1 aras1 genetik uzakliklar %1.43 ile %3.10 arasinda, Cyt
b bolgesi icin ise %1.98 ile %4.93 arasinda degisiklik gOstermektedir. Yine
kompleksin ana soy hatlar1 kendi icerisindeki genetik farkliliklart acisindan ele
alindiginda Van der Kuyl vd. (2005)'te komplekse ait ana soy hatlarn igin
degerlerin %0 ile %0.2 arasinda degisen ¢ok diisiik degerler oldugu goriilmektedir.
Yine ND4 bolgesi agisindan Parham vd., 2006b ¢alismasi bu degerleri %0 ile %1.1
arasinda bulmugstur. Cyz b bolgesi i¢in ise Fritz vd. 2007°de ana soy hatlarini kendi
iclerindeki genetik mesafeleri %0.24 ile %1.34 arasinda rapor edilmistir.

Yaptigimiz ¢aligmada bu degerlere baktigimizda, ND4 bolgesi i¢in %0 ile %1.19
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arasinda (Cizelge 3.2), Cyt b bolgesi icin ise %0.14 ile %1.34 arasinda (Cizelge
3.4) degistigi goriilmektedir. Bulunan bu degerler Fritz vd. (2007) sonuglariyla

uyum icerisindedir.

ND4 ve Cyt b haplotiplerinin dagilimi incelendiginde, Van der Kuyl vd. (2002;
2005) calismalar1 yeterli sayida Ornekleme yapilmadigindan haplotipler,
dagilimlar1 ve kladlar arasindaki genetik farklilik hakkinda giivenirligi yiiksek
veriler olmas1 muhtemel olmayabilir. ND4 bolgesi i¢in Parham vd. (2006b) ve Cyt
b bolgesi icin ise Fritz vd. (2007) tarafindan yapilan ¢alismalarin bulgulari, bu
calismadakilerle uygun olarak 6 ana soy hatti icerdigi goriilmektedir. Bu iki
calismanin esas eksik noktasi, iilkemiz gibi farkli ekolojik ve zoocografik alanlara
sahip biiyiik ve onemli bir alandan ¢ok sinirli sayida drnegin incelenmesidir. Bu
nedenle, bu iki ¢caligmada da lilkemizde bulunan mtDNA soy hatlarindan biri olan
buxtoni soy hatt1 tespit edilememistir. Ayrica tespit edilmis olan soy hatlart i¢in
cografi olarak net bir yayilis sinirt da verilememistir. Bu yiizden, mevcut ¢alisma
ornekleme alam1 ve dagilimi agisindan da onemlidir. Keza, iilkemizde yayilig
gosterdigi One siiriilen morfolojik olarak tanimlanmis tiim taksonlart ve onlarin
ilkemizdeki tiim yayilis alanlarin1 kapsamaktadir. Elde edilen bulgular sonucunda
ND4 bolgesi igin 52 haplotip, Cyt b bolgesi i¢in ise 74 haplotip saptanmis ve ana
soy hatlarimin yayilis alanlar1 daha net bir sekilde c¢izilmistir (Sekil 3.9, Sekil
3.10). Tespit edilen haplotiplerden ND4 bolgesi icin 33, Cyt b bolgesi icin ise 34’1
yenidir yani bu calisma ile ortaya cikartilmistir. Bunun yaninda daha onceki
calismalarda iilkemizde varlig tespit edilememis olan buxtoni soy hattinin varlig
ortaya konmus ve bdylece komplekse ait ana soy hatlarindan 4’iiniin iilkemiz
sinirlart icinde yayilis gosterdigi tespit edilmistir. Yine bu calismada “perses” ve
buxtoni haplotiplerinin ayn1 veya yakin lokalitelerde birlikte bulunmasi nedeniyle,
bu soy hattinin (D KLADI) tamaminin buxtoni olmasit gerektigi acgikliga
kavusturulmustur. Yine tiim Anadolu’da iberalterrestris, terrestris/buxtoni soy
hatlarinin yayilis sinirlart ortaya cikarilmistir. Bu alanlardan 6zellikle Meke Golii
kuvvetle muhtemel bir terrestris/ibera hibridizasyon bolgesidir, ciinkii bu bolge
hem ibera hem de terrestris haplotipini tasiyan bireyleri barindirmaktadir. Testudo
kompleksi i¢inde bu sekilde bir olasi ferrestris/ibera hibrit zonu bu ¢aligma ile ilk

defa ortaya cikarilmistir.

Filogenetik sonuglara bakildiginda ND4 bolgesi i¢in, daha onceki calismalardan
Parham vd. (2006b)’da elde edilen filogenetik agaclar ile calismamizda elde edilen
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agaclar uyumludur. 7. kleinmanni ve T. marginata tirlerine gore T. graeca
kompleksinin monofiletik oldugu hem Parham vd., (2006b)’da hem de Fritz vd.,
(2007)’de belirtilmistir. Yapilan tiim filogenetik analizler de bu monofiletik iliski
dogrulamustir. Ayrica komplekse ait 6 ana soy hattimin varligi agisindan da
calismamiz bu iki calisma ile uygunluk gostermektedir. ND4 bolgesi i¢in elde
edilen parsimoni agact Parham vd., (2006b)’da verilen agacla karsilastirildiginda
tamamen ayni topolojiye sahiptir, tilkemizden elde ettigimiz haplotipler ferrestris,
ibera, armeniaca ve buxtoni kladlari igerisine yerlesmistir. ML analizi sonucu elde
edilen filogenetik agacta Afrika Kladi olarak da isimlendirilen F KLADI
armeniaca Orneklerini iceren E KLADI ile kardes grup iliskisi icersindedir. Bu
durum onceki calismada da (Parham vd., 2006b) belirtilmistir. Cyt b bolgesi i¢in
elde edilen filogenetik agaclar da Fritz vd., 2007 ile uyumludur. Fritz vd. 2007’ de
mtDNA’ya ek olarak ISSR’ler de kullanilmis fakat 7. graeca kompleksi ISSR
sonuclarina gore kongenerik ¢cikmustir.

Yaptigimiz c¢alismadaki filogenetik agaclar ve haplotiplerin  dagilimlar
incelendiginde iilkemizdeki mtDNA soy hatlarinin simirlart tam olarak ortaya
cikmaktadir (Sekil 3.9, Sekil 3.10). Daha once de belirttigimiz gibi Onceki
calismalarin aksine iilkemizde yayilis1 olan mtDNA soy hatti sayist 4’tiir. Bu soy
hatlarindan A KLADI fterrestris, “anamurensis”, “antakyensis” ve “floweri’
haplotiplerini icermektedir ve bu morfolojik taksonlara ait diziler A KLADI
icerisinde yer almuglardir. Fritz vd. 2007°de “antakyensis” ve “anamurensis”
morfolojik taksonlarina ait dizilerin klad icerisinde ¢ok kuvvetli desteklenmeyen 3
alt klada ayrildigr belirtilmesine karsin ¢alismamizda bu sekilde bir iliski tespit
edilmemistir. Ayrica “anamurensis”’, “antakyensis” ve “floweri” morfolojik
taksonlarina ait dizilerin terrestris dizileri ile genetik olarak neredeyse ve hatta
zaman zaman tamamen benzer oldugu goriilmiistiir. Bu durumda A KLADI
tilkemizde Mugla/Kizilagac’tan baslayarak Toroslar boyunca giineyde Eruh’a
kadar yayilig gosterir. Bu yayilista zaman zaman Toroslar’dan igeri girisler

bulunmaktadir. Bu girisler batidan doguya dogru sirayla incelenecek olursa:

1. Mugla/Kizilagag: Toros Daglarinin bariyer 6zelligi Cine Vadisi’nde sona
ermektedir (Demirsoy,1996). Bu nedenle Cine ve batisinda kalan alan

olasi iberalterrestris hibritlerine rastlanabilecek ilk alandir.
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2. Egirdir, Cay: Bu bolge daha onceki calismalarda morfolojik olarak
tanimlanmig ibera taksonunun yayilis alam1 oldugu bildirilmis, ancak
calismamizda bu bolgeden elde edilen bireylerin terrestris mtDNA soy
hattina dahil oldugu goriilmiistiir. Cografik olarak incelendiginde, Aksu,
Siitciiler, Kovada Golii ve Egirdir Goli hatti boyunca diisiik rakimh
vadilerin bulundugu goriilmektedir. Bu durumda bu bolge ibera/terrestris

olas1 hibritlerinin aranabilecegi uygun noktalardan bir tanesidir.

3. Karapinar/Meke Golii: Bu alan ilk iki alandan daha farkli bir statiiye
sahiptir. Meke Goli'nden elde ettigimiz 7 6rnekten 5 tanesi B KLADI
(ibera), 2 tanesi A KLADI (terrestris) haplotipi tasimaktadir. Normalde
morfolojik smiflandirmada bu alan ibera yayilis alanina girmektedir.
Ancak, Meke Golu oOrnekleri diger ibera ve terrestris Orneklerinden
morfolojik olarak farklidir (Tiirkozan vd., 2005). Bu alan Goksu Nehri
vadisi boyunca Mut-Karaman iizerinden Toroslar’in giineyi ile iliskilidir.
Bu gecit bagka tiirlerle yapilan diger caligmalarda da 6ne ¢ikan bir gegittir.
Fakat burada ilging olan ayni alanda morfolojik 2 taksona ait haplotiplere
de rastlanmasidir. Bu alan ibera/terrestris hibritlerinin aranabilecegi

onemli alanlardan bir tanesidir.

4. Malatya-Elaz1g-Bing6l-Mus: Bu boélgelerden analiz edilen oOrnekler A
klad1 (terrestris) icerisinde yer almistir ve burasi terrestris soy hattinin
Toros Dag sirasinin kuzeyine gectigi alanlardir. Bu gegisin diisiik rakimlh
Firat Nehri vadisi boyunca olduguna isaret etmektedir. Firat Nehri,
Tatvan, Mus Ovasi, Geng/Bingdl, Elazig, Malatya ve sonunda da
Kahramanmarag’a ulasan énemli bir kola sahiptir ve Yukar1 Firat Havzasi
Dogu Toroslar’1 glineybati dogrultusunda bu hatt1 kullanarak asar. Bu
diisiik rakimli 1liman vadi bu alanlardan elde ettigimiz Orneklerin
Toroslar’in kuzeyindeki yayilisina aciklik getirmektedir. Burada ilging
olan Kemaliye/Erzincan lokalitesinin (Lok. No. 99) Yukan Firat
havzasina ¢ok yakin olmasina ragmen, B KLADI haplotipine sahip
olmasidir. Bu nedenden dolayr Yukar1 Firat havzasi da olast

iberalterrestris temas noktalarindandir.

5. Van Golii: Van G6lii civarindan elde edilen drnekler morfolojik olarak ele

alindiginda, ibera taksonunun yayilis alanina girmektedir, fakat bazi
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aragtirmacilar bu alanda yayilis goOsteren kaplumbaga Orneklerini
taksonomik durumuna tam bir aciklama getirmemisler ve bu alanin
calisilmas: gerekliligini vurgulamislardir. Yine Fritz vd. (2007)’de Van
Golil civarindan elde edilmis 2 drnek ibera olarak etiketlenmis, daha sonra
yapilan analiz sonucunda bu Orneklerin ferrestris kladinda yerlestigi
goriilmiistiir. Van Golii civarindan elde ettigimiz ornekler A KLADI
(terrestris) icerisinde yer almaktadir. Bu alanda A KLADI haplotiplerinin
bulunmas: bir onceki maddede belirttigimiz Firat yolunun aslinda Mus
ovasindan sonra Tatvan’a kadar gelmesidir. Cilinkii Firat Nehrinin énemli
kollarindan birisi Tatvan’dan baslayarak, Mus Ovasi, Geng, Elazig,
Malatya, Kahramanmaras yolunu izlemektedir. Diger A KLADI
orneklerinin elde edildigi lokalitelere gore rakimin yiiksek olmasinin
yaninda, bu farki kismen tolere edebilecek iki onemli etken Van Golii’niin
A KLADI haplotiplerinin yayilis gosterdigi Mus Ovasi, Geng ve Elazig ile
ayni enlemde bulunmasi ve Van Golii'niin cevresinde iklimin nispeten
1liman olmasidir (Atalay, 2008). Van Golii ornekleri diger drneklere gore
yine de morfolojik farkliliklar gostermektedir. Van civarindan
topladigimiz 6rnekler, 1792 ve 1702 m rakimla en yliksek rakimdan elde
ettigimiz lokaliteleri olusturmaktadir. Kemaliye’'nin dogusu ve Ercis’in
kuzeyinden daha kuzeydoguda Testudo 6rnegi elde edilememistir (Aralik
civarindan elde edilen armeniaca Ornekleri hari¢). Daha ©nceki
calismalarda (Basoglu, Baran 1977) bu alandan bazi lokalitelerde Testudo
kayitlart verilmistir, fakat genel goriis Anadolu’nun kuzeydogu ucunda
Testudo tiirlerinin yayilis gostermedigidir. Bu nedenle yiiksek rakimli Van
Golu olast iberalterrestris temas bolgesi olarak degerlendirilmemekle
beraber, burada yayilis gosteren ve diger orneklerden ayrilan kabuk

yapisina sahip bireyler lizerine daha fazla ¢alisma yapilmasi gereklidir.

Yukarida belirttigimiz A KLADI/B KLADI temas alanlarinin yaninda A KLADI
(terrestris) iilkemizde varligi ilk kez bu calisma ile tespit edilmis olan D KLADI

(buxtoni) ile de temas halindedir. Bu iki kladin birbirine en fazla yaklastigi nokta
Saglarca/Eruh ile Sirnak lokaliteleridir (Sekil 3.9,Sekil 3.10). Bu iki lokaliteden
Saglarca/Eruh (Lok. No: 84) lokalitesinden elde edilen ornek A KLADI
haplotipine, Sirnak’tan (Lok. No: 86) elde edilen oOrnekler ise D KLADI

haplotipine sahiptir. Bu lokalitelerdeki ornekler icin morfolojik olarak yapilan

degerlendirmelerde Basoglu ve Baran (1977) tarafindan Hakkari civarindan bir
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ornek T. g. ibera olarak verilmis, ancak son zamanlarda yapilan bir calisma ile
(Tirkozan vd., 2005b) Sirnak, Yiiksekova ve Baskale civarinda 7. perses
taksonunun varlig belirtilmistir. Bu iki lokalite cografik acidan ele alindiginda,
aralarindaki mesafe sadece 88 km olmakla beraber, Saglarca/Eruh ile Sirnak,
Yiiksekova ve Baskale lokaliteleri arasindaki temel farklilik deniz seviyesinden
yiiksekliktir. Saglarca/Eruh 507m, Sirnak 1527m, Yiiksekova 1692m ve Baskale
1695m rakima sahiptir (Cizelge 2.1).

Daha onceki bazi kaynaklarda (Basoglu ve Baran, 1977) Erzurum ve
Dogubeyazit’tan kaplumbaga kayitlar1 literatiir bilgisine bakilarak verilmistir.
Fakat son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda ve bu calismada Susehri ve Kemaliye
lokalitelerini birlestiren dogru ile Solhan Ercis lokalitelerini birlestiren dogrularin
Kuzeydogusunda kalan alan Aralik, Igdir ve Kars Ani koyii Hari¢, Testudo
kompleksine ait 6rnek bulunmayan alanlardir. Aralik ve Igdir’dan elde edilen
ornekler morfolojik olarak diger taksonlardan (ibera, terrestris, perses) farklidir
(Tiirkozan vd. 2010). Genetik olarak Aralik Melekli kdyiinden bir 6rnek Fritz vd.,
(2007) calismasinda analize dahil edilmis ve armeniaca soy hattinda yer almistir.
Bu bolgeden elde edilen 6rnekler Parham vd. (2006b) ve Fritz vd. (2007) 6rnekleri
ile beraber analiz edilmis ve bu 6rneklerin E KLADI (armeniaca) haplotiplerine
sahip oldugu ve diger armeniaca haplotipleri ile gruplandig: tespit edilmistir.
Parham vd. (2006b) calismasinda kullanilan armeniaca orneklerinden bir tanesi
topotiptir. Aymi ¢aligmada tip lokalitenin 11 km uzagindan elde edilen baska bir
ornek ile topotip Ornegi arasindaki genetik farklilik %0.1 gibi ¢ok diisiik bir deger
olmasina ragmen, bu iki birey birbirinden fenotipik olarak ¢ok farkli bulunmustur.
Parham vd., (2006b)’na gore bu bireylerden topotipik olan tamamen armeniaca
ozelliklerini tasiyan bir fenotipe sahipken, diger ornek oteki Testudo kompleks
tiyeleri gibi yiiksek kubbeli bir kabuga ve plastral kinesise sahiptir. Bu soy hatt1 ve
temsil ettigi takson armeniaca Ermenistan ve Daglik Karabag Cumhuriyeti’nin en
giiney noktalarinda yayilis gosterir ve bu alanlarin giineyinde Iran’in kuzeyinde
buxtoni soy hatt1 ile muhtemel temas noktalar1 icerme ihtimali vardir. Tip lokalite
Meghri (armeniaca tip lokalitesi) bu sinirda bulunan bir lokalitedir ve topotipik
ornek ile yakindaki lokaliteden alinan genetik olarak nerdeyse ©zdes, ancak
fenotipik olarak armeniaca Orneklerinden daha cok diger Testudo kompleksi
iyelerine ait ozellikler tasiyan birey icin olas1 agiklama, hibritlesme olabilir. Yani
bu ornek armeniaca mitokondrisine sahip bir buxtoni olabilir ve bunun igin

cekirdek DNA analizinin yapilmas1 gerekir. Fritz vd., (2007) Hazar Denizi
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giineybat1 kiyist boyunca elde ettigi bazi ornekleri morfolojik olarak “pallasi”
olarak tamimlamis, fakat mtDNA analizleri soncunda bunlarin armeniaca

haplotipleri ile beraber ayn1 soy hattinda bulundugunu belirtmistir.

Perdld (2002a) Tirkiye’'nin Akdeniz kiyilart boyunca yayilan 7. graeca
popiilasyonlarint morfometrik verileri gbz Oniinde bulundurarak bir ¢ok tiir ve
alttiire aymrmistir. Daha sonra tiim Tirkiye’yi kapsayan detayli morfometrik
degerlendirmede (Tiirkozan vd., 2010) Akdeniz kiyilar1 boyunca yayilis gosteren
popiilasyonlarin morfometrik olarak daha o©nce belirtildigi gibi cok farkli
olmadigini ortaya koymustur. Bu durum Parham vd., 2006b ve Fritz vd., 2007
caligmalarindaki mtDNA kladlarinin sinirlart ile ve bizim c¢alismamizda elde

edilen mtDNA kladlarinin sinirlari ile uygunluk gostermektedir.

Peril4, (2002a) iran’dan morfolojik ve morfometrik verilere dayanarak tanimladig
“perses” taksonunun yayilis alaninin Hakkari Esendere’ye kadar uzandigim
belirtmistir. Bu c¢alismaya dayanarak bolgede yapilan diger bir arastirmada
(Tiirkozan vd., 2005b) tiiriin burada bulundugu ve morfolojik olarak da diger
gruplardan farklilik gosterdigi dogrulanmis ve tiiriin yayilis alam1 genisletilmistir.
Zira son yapilan calismada (Tiirkozan vd., 2010) bu grubun morfometrik olarak
diger gruplardan farkli oldugu bir kez daha ortaya konmustur. Ancak Fritz vd.,
(2007)’de Iran’dan elde edilmis “perses” orneklerinin mtDNA acisindan daha
once tammlanmis Iran taksonu olan buxtoni ile bir farklihk icermedigi
belirtilmistir. Hem Parham vd., 2006b da hem de Fritz vd. 2007°de bu iki
morfolojik taksona ait ornekler ayn1 mtDNA soy hattinda yer almis ve bu soy hatti
priorite kurallar1 geregi bu iki calismada da buxtoni olarak isimlendirilmistir.
Bizim calismamizda da Parham vd., (2006b)’da kullanilan topotipik ornekler de
dahi edilerek yapilan analizlerde, iilkemizdeki Orneklerin buxtoni soy hatti
icerisinde gruplandigi goriilmektedir. Daha 6nceki ¢aligmalarda bu bolgeden 6rnek
bulunmadig1 i¢in bu soy hattinin iilkemizdeki varlig: ilk defa ortaya konmustur.
Ayrica, onceki calismalara ek olarak bu soy hatti i¢cin kuzeybati sinir1 ortaya
cikmus, iilkemizde bu ana soy hattina ait orneklerin varlig1 genetik olarak tespit
edilmistir. Boylece Tiirkiye smurlart igerisinde yayilis gosteren Testudo
kompleksine ait soy hatlarinin sayis1 3 ten 4 e cikmis ve Testudo komplesinin olast
gen merkezi tartismalarina yeni bir boyut kazandirilmistir. Zira kompleks i¢in gen
merkezi hem fazla sayida soy hatti (4 soy hatt1) icermesi hem de bu bolgeden elde

edilmis fosillerin bulunmasi nedeniyle Kafkaslar olarak belirtilmistir (Fritz vd.,
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2007). Fakat bu calismada Kafkaslarda varlig1 one siirlen ana soy hatlarindan E
KLADI (armeniaca), B KLADI (ibera) ve kismen de D KLADI (buxtoni)
Kafkaslarda yayilisa sahiptir, fakat bu calismada belirtilen A KLADI (terrestris)
ornekleri Kafkaslarda yayilis gostermemektedir. Muhtemelen Fritz vd., (2007)
calismasinda gen merkezi ile ilgili iddiasin1 ortaya koyarken, Van civarindan elde
ettigi ve ibera olarak isimlendirdigi 4 6rnegi Kafkaslara yakin olmasi nedeniyle
Kafkaslar faunasina dahil etmis olabilir. Dogal olarak bizim calismamizda da
ortaya koydugumuz gibi, Van Go6li civarindan elde edilmis o6rnekler A KLADI
(terrestris) soy hattina dahil oldugundan, bu say:1 realist olmayan bir sekilde
aragtirmaci tarafindan suni olarak 4’e cikartilmistir. Oysaki Kafkas bolgesini
gosteren haritalarin hi¢ birisinde smirlar iilkemizi, 6zellikle de Van civarini
kapsamamaktadir. Bu nedenle genetik veriler Kafkaslarda yayilis gosteren ii¢ soy
hattinin varligin ileri siirmektedir. Bu durumda Anadolu bugiine kadar yapilan
calismalarda (Parham vd., 2006b, Fritz vd. 2007) alt1 soy hattindan dordiiniin
(ibera, terrestris, armeniaca ve buxtoni) yayilis alan1 olmasindan dolay1

Kafkaslara gore daha fazla on plana ¢cikmaktadir.

Fritz vd., (2007), Myers vd. (2000) calismasina atif yaparak diger tiim
organizmalarda oldugu gibi, 7. graeca kompleksinde de bu bolgede yiiksek oranda
cesitlilik gostermesi ve fosil kayitlarimin bulunmasi nedeniyle gen merkezi
oldugunu ileri siirmiistiir. Kafkas Bolgesinin bir endemizm ve c¢esitlilik merkezi
oldugu yadsinamaz, ancak bu durum baz tiirler, 6zellikle iklimsel olarak daha
sicak ortamlar1 tercih eden reptiller icin gecerli olmayabilir. Testudo kompleksinin
yayilis alaninin kuzey sinirini olusturan Kafkaslardan ziyade, bu g¢aligmanin
bulgulari daha uygun ekolojik sartlarin oldugu Anadolu’nun gen merkezi
olabilecegini ileri siirmektedir. Bu grubu temsil eden en eski fosiller nesli
tilkenmis olan T. burtschaki ve T. elderica Azerbaycan ve Giircistan’da Orta ve
Ust Miyosen tabakalarinda (Chkhikvadze, 1983, 1989; Danilov, 2005)
bulunmustur. Ulkemizde bu yonde galigmalar ¢ok fazla yapilmadigindan ve elde
edilen fosiller tam olarak degerlendirilmediginden bu noktada eksiklerimiz
bulunmaktadir.

Testudo kompleksine sistematik agidan bakarsak, Parham vd., (2006b) komplekse
ait bu ana soy hatlarinin sistematik olarak degerlendirilebilmesi i¢in morfoloji gibi

diger calismalarin sonuclan ile verileri birlestirerek degerlendirilmesi gerektigini
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belirtmistir. Diger yandan Fritz vd., 2007 ise bu ana soy hatlarim alttiir olarak
degerlendirmistir.

Sonug olarak sadece morfolojik ve morfometrik ¢alismalar 7Testudo kompleksinin
sistematik durumunu c¢ozmek icin yeterli degildir. Calismamizda mtDNA
bolgelerinden iki tanesi kullanilarak (nd4, Cyt b) bu alti ana soy hattindan
lilkemizde bulunan 4 tanesinin sinirlari net olarak cizilmistir. Bu yeni harita
cografi olarak ve yayilig olarak da desteklenen simirlara sahiptir. Bu mtDNA
sinirlarinin yaninda g¢ekirdek DNA’sina ait sinirlarin tespit edilmesi Testudo
kompleksinin durumunun degerlendirilmesinde bir sonraki adim olmalidir. Ayrica
mtDNA sonuclarina gére ortaya konulan olast Testudo soy hatlarinin hibrit
zonlarinin varligini desteklemek icin ¢cekirdek DNA belirtecleri ile de arastirilmast
gerekir.
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