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OZET

Yiiksekligin Cephus pygmeus (Cephidae: Hymenoptera) Populasyonlarimin

Genomu Uzerindeki Etkisinin incelenmesi
Bersan Secil DUREL

Yiiksek Lisans Tezi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal
Damsman: Yrd. Do¢. Dr. Mahir BUDAK
2016, 99+ix sayfa
Yikseklik gradiyenti ile birlikte pek ¢ok ekolojik faktor kademeli ve ani degisimler
sergiler. Bu ani degisimler, organizmalarin populasyon yapisini sekillendirmede etkin
rol oynamaktadir. Yiiksek ve algak rakimlarda yasayan populasyonlar oldukca farkli
cevresel kosullara maruz kaldiklari i¢in, bu populasyonlar iizerinde isleyen se¢ilim
baskilar birbirlerinden bagimsiz ve farkli diizeylerde isler. Genis yayilis sergileyen pek
¢ok tirtin populasyonlari, yiikseklik gradiyentine bagli olarak lokal diizeyde
adaptasyonlar barindirmaktadir. Biyoenerjetik gereksinimler, organizmanin farkli
cevresel kosullara adaptasyonunda sinirlayict bir faktor olarak kabul edildiginden tiiriin
ve populasyonlarin yasam bi¢imine bagli olarak c¢ekirdek genomu ile birlikte
mitokondriyal genomda da farkliliklara neden olmaktadir. Calisma kapsaminda,
tilkemizde genis ve devamli bir yayilis gésteren Cephus pygmeus tiirii populasyonlari
arasinda ¢evresel kosullarin bu tiiriin genetik varyasyonu iizerine etkisi arastirilmustir.
Bu amagla toplamda 10 metreden 1971 metreye kadar degisen 59 farkli lokaliteden
200’er metrelik yiiksekliklerde 9 grup olacak sekilde toplam 252 bireylik bir érneklem
olusturulmustur. Orneklerin AFLP bant profilleri ve ATP8 gen bdlgesine ait DNA
dizileri cikartilmistir. Yapilan analizler sonucunda ATP8 verisine gore gruplarin
toplamda 11 tane haplotip barindirdigi ve Grup 3’tin (482-599 m) en yiiksek genetik
cesitlilige sahip oldugu saptanmistir. AFLP verisinin sonuglarina gore ise gruplarin
anlamli ve yiiksek Fst degerlerine sahip oldugu saptanmistir. Ancak C. pygmeus
populasyonlar1 arasinda yiikseklik gradiyenti kaynakli genetik varyasyon oriintiisii ve
goc secilim dengesi ortaya konulamamistir. Olasi oriintiiniin 6rneklem genisletilerek

gen ifadesi ¢caligmalar ile ortaya g¢ikabilecegi ongoriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Yiikseklik gradiyenti, Genetik yapilanma, Cephus pygmeus,
ATP8, AFLP



ABSTRACT

The Investigation of the Effects of Elevation on the Cephus pygmeus (Cephidae:
Hymenoptera) Populations Genome

Bersan Secil DUREL
Master of Science Thesis, Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Asst. Assoc. Dr. Mahir BUDAK
2016, 99+ix page

Elevation gradient and many other ecological factors show gradual and sudden changes.
These sudden changes play an active role to shape the population structure of
organisms. Since the populations that live in high and low altitudes are exposed to quite
different environmental conditions, selection pressures acting on these populations work
independent from each other and at different levels. The populations of many species
that exposed over large areas host adaptations in the local level depending on the
elevation gradient. Since the bioenergetic requirements are considered as a limiting
factor of organisms in adaptation to different environmental conditions, they cause
differences both in nuclear and mitochondrial genome depending on the lifestyle of the
populations and species. The effects of environmental conditions on genome of Cephus
pygmeus populations which show a broad and constantly spread in our country were
investigated in the study. For this purpose, 252 individuals were collected from 59
different localities ranging from 10 meters to 1971 meters as 9 groups on 200 meters
intervals. AFLP band profiles and DNA sequences of ATP8 were used in statistical
analysis. It was found after analysis that 11 haplotype were detected according to ATP8
data and Group 3 (482-599 m) the highest genetic diversity. According to the results of
AFLP data it was found that groups have significant and high Fst values. But, genetic
variation patterns arising from elevation gradient and immigration selection balance
between C. pygmeus populations could not be presented. It is predicted that potential
pattern can be obtained with gene expression studies by extending the sampling.

Key words: Elevation gradient, Genetic structure, Cephus pygmeus, ATP8, AFLP
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1. GIRIS

Bocekler, hayvanlar aleminin en kalabalik ve kutuplardan okyanuslara, c¢ollerden
yagmur ormanlarina kadar her ekosisteme adapte olmayr basarmig bir sinifidir. Bunun
temelinde evrimsel tarihleri boyunca gelistirdikleri farkli yasam stratejileri
bulunmaktadir. Bu yasam stratejileri arasinda beslenme, tireme, hareket etme yetenegi
ve sicaklik tolerans1 bulunmaktadir (Anderson vd., 1979). Ornegin; boceklerde iireme
sekilleri, eseysel dimorfizmin 6n plana ¢ikmasina ve dolayisiyla da farkli renklerde ve
sekillerde bocek tiirlerinin evrimlesmesine neden olmustur. Bu durum nesillerin devam
etmesi i¢in onemli bir siirectir.

Sucul, karasal, kanatli ve kanatsiz formlarin yasadigi ekosistemin fiziksel 6zelliklerine
uyum saglamak amaciyla farklilastigi belirlenmistir (Sekil 1). Sicaklik, basing, nem gibi
cevresel etmenlere karst gosterilen uyumsal oOzellikler bdceklerin gelistirdikleri
stratejilerdendir. Zamansal ve mekansal nedenlerle gevresel kosullarda gerceklesen
degisimler, boceklerin beslenme, iireme, biiyiime, sosyal yasam ve ug¢gma
performanslarinda oldukg¢a farkli etkilere sebep olur. Bu nedenle bdceklerin farkl
yasam stratejilerini nasil gelistirdiklerini anlamak igin genetik ¢esitliligi koruyan

stireglerin galisilmasi gerekmektedir.

] SR _

Sekil 1. Farkli ekosistemlerde bulunan temsili bocek formlar: (URL-1)
Pek cok bocek tirii yiikseklik gradiyenti kapsaminda o6zellikle bdlgesel iklim
kosullarina bagl olarak genis bir yayilis sergiler. Yiikseklik potansiyel olarak sicaklik,
yagis miktari, kismi atmosfer basinci, riizgar hizi ve radyasyon miktar1 degisimlerini
kapsamaktadir. Bu parametreler boceklerin hayatta kalmasi ve iiremesinde giiclii
etkilesimlerle cevresel bir kilif olusturmaktadir. Boylece boceklerin habitatlarinin
siirlanmasi ve populasyon siirlarinin belirlenmesi durumu ortaya ¢ikmaktadir. Dahasi

yiiksekligin artmasi ile boceklerin habitatlarinin yapisal karmasiklig1 azalmaktadir.

1



Yiiksek kesimlerde yasayan populasyonlarla alcak kesimlerde yasayan populasyonlar
oldukga farkli ¢cevresel kosullara adapte olmuslardir. Bu durum tiirlerin ve sergiledikleri
yayiliglarin anlasilmasina yardimci olmaktadir. Yiikseklikle birlikte farkli gevresel
kosullara maruz kalan populasyonlar farkli secilim baskilar1 altinda kalmaktadir.
Degisen secilim baskist populasyonlar arast gen akisinin engellenmesine neden
olabilmektedir. Ozellikle yiikseklik gradiyenti boyunca yayilis sergileyen bocek tiirleri
olduk¢a farkli ve sert ¢evre kosullarina maruz kalarak izole populasyonlar
olusturmaktadir (Hodkinson, 2005). Tiirlerin ekoloji ile baglantili olarak mikroevrim ve
adaptasyon c¢aligmalarinda, enlemsel ya da yiikseklik gradiyenti boyunca ve zaman
icerisinde degisen iklim kosullarina, iki tiirin ya da populasyonun neden benzer
cevaplar verdigine dair ipuglari elde edilmektedir. Pickett (1989) bu yaklasimla birlikte
yiikseklik gradiyentinin ve enlemsel gradiyentin karakteristik Ozellikleri arasinda
farkliliklar bulundugunu belirtmistir. Yiikseklik gradiyentinde kisa yatay mesafelerde
hizli ¢evresel degisimler karakterize iken enlemsel gradiyentte daha uzun yatay
mesafelerde ayni biiyiikliikte kademeli bir degisimin karakterize oldugu gozlenmistir.
Bu farkliligin nedeni 6zellikle giin uzunlugu ve 1s18a ulasilabilirlik gibi oldukga farklilik
gosteren enlemsel parametrelerin boylamsal gradiyentle iliskili olarak minimal

degisimler gostermesidir.

Yapilan arastirmalar sonucunda bocek tiirlerinin ve populasyonlarinin habitatlarinin
tanimlanmast ve farklt cevresel gradiyentlere kars1 sergiledikleri degisimlerin
anlagilmast miimkiindiir. Bu c¢alismalarda ilk olarak bireylerin 6nemli fiziksel
parametreleri ile g¢evresel gradiyentler karakterize edilir. Bu parametreler gradiyent
boyunca izole ve kombine olarak test edilmektedir. Gradiyent boyunca maruz kaldiklart
cevresel degisimlere kars1 bocek tiirlerinin hem dogrudan hem de tiirlerin konakgilari
aracilifiyla sergiledikleri dolayli tepkiler birey ve populasyonun bulundugu seviyeye
gore incelenmektedir. Boylece tiirler arasi ve tiir i¢i populasyonlardaki varyasyon ve

adaptasyonlarin degisimi hakkinda bilgiler elde edilebilmektedir.

Anadolu, tiir i¢i segilim baskilarin1 ve lokal adaptasyon oriintiilerini anlayabilmek i¢in
oldukca elverigli olup, deniz seviyesinden 5100 metreye kadar cikan yiikseklige
sahiptir. Cok kisa mesafelerde dahi farkli yiikseklik seviyelerinin bulunmasi yukarida
bahsedilen ekolojik faktorlerin tiir iginde farkli diizeylerde etki etmelerine neden
olmaktadir. Anadolu’da Cephus pgymeus tiiriiniin genis bir alanda yayilis gostermesi

degisken cografik kosullar1 ile sekillenen tiim bu topografyaya bagli parametrelerin

2



etkisi altinda kaldigin1 gostermektedir. Projenin 6n ¢aligsmalar1 kapsaminda, tiirtin farkl
populasyonlarini temsil etmek {iizere yaklagik 500 bireyin kanat morfolojisinden
yararlanilarak gergeklestirilen geometrik morfometri analizleri sonucunda, farkli
yiiksekliklerde yasayan populasyonlarin farkli kanat sekillenmesine sahip oldugu
saptanmistir. Bu On c¢alismada yiiksekligin artmasmna bagli olarak tiiriin
populasyonlarinda kanat biiyiikliiglinde artis oldugu istatistiksel olarak belirlenmistir.
Bu 6n bulgular, tiir i¢inde gozlenen bu kanat varyasyonun ana kaynagiin yiikseklige
bagli olarak degisen algak hava basincina uyum saglamak amaciyla agiga ¢ikan bir
secilim baskist oldugu hipotezini desteklemektedir. C. pygmeus tiirii populasyonlari
arasinda gozlenen bu morfolojik farklilagma biyoenerjetik gereksinimlerinde de bir
farkliliga yol agma potansiyelini barindirmaktadir. Boyle bir etki sonucu C. pygmeus
populasyonlar1 arasinda bir farklilisma ya da bu ekolojik parametrelere bagli olarak bir

yapilanmanin olup olmadigi ¢alismanin temelini olusturmaktadir.

Calisma kapsaminda iilkemizde genis ve devamli bir yayilis sergileyen C. pygmeus tiirii
populasyonlar1 arasinda yiikseklik ve yiikseklik kaynakli diger cevresel faktorlerin,
enerji metabolizmasi ile iligkili mitokondri genomuna ait ATP8 geni ve c¢ekirdek
genomu tizerine olast segilim baskilari, ATP8 geninin niikleotid ve amino asit
diizeyindeki farklilagma diizeyleri ve AFLP (Amplified Fragment Lenght

Polymorphism) bant profilleri iizerinden agiklanmaya caligilmustir.

1.1 Genel Bilgiler
1.1.1 Yiikseklikle birlikte degisen ekolojik faktorler

Yiikseklikle birlikte ekolojik faktorlerin kademeli ve ani degisimler sergiledikleri
bilinmektedir. Yiikseklige bagli olarak gilineslenme siiresi ve siddeti, kismi atmosfer
basinci, sicaklik, nem, riizgar hizi ve yagis miktar1 gibi ekolojik parametrelerde
degiskenlik gozlenmektedir. Bu degiskenlik dogrudan bdcek populasyonlarinin
yasamsal stirecleri tizerinde etki etmektedir. Degisen cografya ile sekillenen ekolojik
parametreler; dogrudan bdcek tiirleri lizerine etki etmesinin yami sira konak bitkiler

tizerindeki etkileri nedeniyle de dolayl bir etkiye sahiptir (Hodkinson, 2005).



1.1.1.1 Sicaklik

Yiikseklik ile sekillenen ekolojik parametrelerden sicaklik, sogukkanli olan boceklerin
gelisiminde en etkili olanidir (Taylor, 1981; Pedigo, 1989). Ek olarak sicaklik, tiirlerin
cografik dagiliminin (Addo-Bediako vd., 2000, 2002; Root vd., 2003; Calosi vd., 2010;
Sunday vd., 2010; Kellermann vd., 2012a, 2012b; Overgaard vd., 2014) ve yaygin
dagilim araliginin ve kiiresel iklim degisimi ile siki baglantis1 sonucu olusan
daralmalarin anahtar etkenidir (Verberk, 2016). Sicaklik sapma orani, artan yiikseklikle
beraber her 1000 metrede genellikle 5,5-6,5°C aras1 degisim gosterir (Anslow ve
Shawn, 2002). Bu oran genel kabul gorse de topografik ve meterolojik Kosullara gore
farklilik gosterir (Lookingbill ve Urban, 2003; Rolland 2003). Riizgar hizi, nem orani,
bulut miktar1 ve maruz kalinan radyasyon miktar1 sonucu bu oranda varyasyon
gozlenebilir. Bu yiizden sapma orani karasal iklimlerdeki sicak yazlar ve algak bulut
miktart ile denizlerdeki soguk ve bulutlu yaz kosullari arasinda farklilik gosterir. Dikey
sicaklik profilleri, buzullar ile sicaklik degisimlerinden kaynaklanan soguk riizgarlar

gibi bolgesel bir dagilim sergiler (Pepin, 2001).

Sicaklik parametresi, bdceklerin yayiligini, gelisimini, davranigini, hayatta kalma ve
iireme basarisini etkileyen bir cevresel faktordiir. Bu nedenle tiim fizyolojik ve
metabolik fonksiyonlar iizerinde olduk¢a Onemli bir etkiye sahiptir. Mevsimsel
farkliliklardan ve yiikseklikten kaynaklanan sicaklik varyasyonu bir bocegin aktif
gelisimi stiresince bilyiik 6nem olusturur. Ek olarak toprak ya da bitki Ortiisii sicakliklar
cevrenin sicakligini farkli sekilde etkilediginden 6zellikle yiliksek kesimlerdeki bocekler
i¢in 6nem arz etmektedir. Ornegin; metabolik agidan yiiksek sicaklikta aktivite gdsteren
enzimlere gore diisiik sicakliktaki homolog enzimler daha hizli bozulmaya
ugramaktadir. Bu durum sicaklik degisimine gore homolog enzimlerin optimum
diizeyde aktivite gosterecek sekilde secilime ugramasina neden olmaktadir (Samietz,
2005).

Sicakligin etkisi ile habitat ve diger fiziksel kosullar da degismektedir. Boylelikle
sicaklik faktorii boceklerde esey orant (Zheng vd., 2008), eriskinlerin yasam siiresi,
hayatta kalma ve tretkenlik (Yang vd., 1994; Dreyer ve Baumagartner, 1996; Infante,
2000; Portner, 2002; Angilletta, 2009) gibi ¢cok sayida biyolojik siire¢ lizerinde etkili
olmasmin yan sira bocek gruplarinda kolonizasyon, yayilis, bulunma sikligi, davranis

ve yasam tarzini da etkilemektedir (Cossins ve Bowler, 1987; Denlinger ve Yocum,



1998; James vd., 2002; Hoffmann vd., 2003; Chown ve Terblanche, 2007). Boylesine
genis bir etki giiciine sahip bir ekolojik parametre olan sicaklik, ytiikseklikten bagimsiz
olarak degerlendirilmemelidir (Bale vd., 2002). Sicakliktaki boylesine biiyiik bir
degisim bocek gruplarinda biiylime ve gelisim iizerine dogrudan etkili olmaktadir
(Geiger vd.,1995). Ancak yiikseklige bagli olarak degisen sicaklik degerleri ile
boceklerin viicut sicakliklari arasinda esdeger sicaklik degisimlerinin olmasi zorunlu
degildir (Stevenson, 1985). Viicut sicakligi eklem bacaklilarda, mikrohabitat
Ozelliklerinin yami sira viicut sekli, boyutu ve davranigsal oOzellikler gibi coklu
termoregiilasyon siirecleri ile kararli hale getirilmistir (Casey, 1992). Ancak iklimsel
farkliliklara bagl sicaklik degisimleri bocek kominitelerini etkilemekte ve 6zellikle de
yiiksek rakimlara adapte olmus tiirler icin daha da Onemli bir hal kazanmaktadir
(Nogués vd., 2007). Sonug olarak sicaklik parametresi boceklerin kolonilesmesini,
yayilisini, belirli bir habitatta bulunma sikligini, davranisini, uyum giiclinii ve tiim bu
ozelliklerin bir biitiin olarak degerlendirilmesi sonucunda yasam Oykiilerini derinden
etkileyebilmektedir (Cossins ve Bowler, 1987; Denlinger ve Yocum, 1998; James vd.,
2002; Hoffmann vd., 2003).

1.1.1.2  Kisa radyasyon dalgasi (UV)

Kisa radyasyon dalgas1 i¢indeki UV, yasayan canlilar {izerinde potansiyel zararl etkiye
sahiptir. Genellikle yiiksekligin artmasi ile maruz kaliman UV radyasyon miktarinda
artig olur. Bu durum yiikseklikle birlikte degisen dalga boyuna bagl olarak gergeklesir.
Alplerde 3576 ve 577 m de yapilan yillik 6lgiimlerde her 1000 m’de % 8-9 oraninda
degistigi gozlenmistir (Blumthaler vd., 1992; McKenzie vd., 2001). Bu degisim
zirvedeki giines 15181 agis1, bulut miktari, yiizeye diisen radyasyon miktari ve atmosferik
kirlilik oran1 gibi pek ¢ok faktdrden etkilenmektedir. Kisa radyasyon dalgasina maruz

kalma orani boceklerde farkli renk Oriintiilerine neden olmaktadir (Alados-Arboledas,
2003).

1.1.1.3 Kismi atmosfer basinci

Yiikseklige baglh olarak sekillenen ve bocek kominiteleri i¢in olduk¢a énemli olan bir
diger ekolojik parametre ise atmosferik gazlarin kismi basincidir. Gilinlimiizden yaklasik
400-251 milyon yil Once yasayan bocekler ile glinimiiz bdcek gruplar

karsilastirildiginda viicut biiyiikliigiinde bir azalma yoniinde evrimlesmenin oldugu
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bilinmektedir (Shear ve Kukalova-Peck, 1990; Grimaldi ve Engel, 2005). Giiniimiizde
diinya iizerinde bdylesine biiylik boceklerin yasamasina izin vermeyen faktor ise o
zamandan glniimiize 21 kPa atmosferik kismi basincinda diisiis gézlenen oksijen
kaynakli oldugu diisiiniilmektedir (Graham vd., 1995; Dudley, 1998; Berner, 2006;
Ward, 2006). Boylesine onemli bir evrimsel degisiklige yol agan oksijen gazi, ayni
zamanda deniz seviyesinden itibaren artan yiikseklige bagli olarak kismi basincinda
(havadaki bulunma ylizdesinde) da degisiklik gostermektedir (Harrison vd., 2010).
Ornegin, bir bdcegin yasadigi ortamdaki oksijen durumu, deniz seviyesi ile
karsilastirildigi zaman 1000, 2000 ve 4000 m yiiksekliklerde sirasiyla % 11, % 20 ve %
37 oranlarinda daha disiiktiir (URL-2). Kismi atmosfer basinci artan yiikseklikle
dogrusal olarak bir azalma gosterdiginden her bocek igin kullanilabilen oksijen
miktarinda bir azalma gergeklesir. Yiiksek kesimdeki hava organizmalarda enerji
transferini ve u¢ma performanslarini biiyiik oranda etkiler. Ek olarak, oksijen degisimi
bocek viicutlarinda sicakligin degismesine de neden olmaktadir. Ayn1 zamanda CO;
diizeyinde de benzer bir diisiis yasanacag: i¢in, bocek konak bitkileri de bu durumdan
etkilenecek ve atmosferik gazlarin yiikseklige bagl degisimine paralel olarak bdcek

gruplar1 da bu degisime evrimsel bir yanit olusturacaktir (Hodkinson, 2005).

1.11.4  Yags

Yagis miktar1 konak bitkilerin gesitlilik, dagilim ve verimliligini ve iliskili toprak
yapisint etkileyen biiylik bir faktordiir. Bolgenin fiziksel kosullarma bagli olarak
yiikseklik gradiyenti boyunca yagis miktar1 ve tipi degisiklik gosterir. Bu durum
topraktan o6ziitlenen besinlerin artmasinda ya da gogu bdcek tiirii i¢in larva doneminde
uygun yasam alani saglanmasinda onemlidir. Bulutlarla kapli bolgede yiizey sicaklig
diiser. Bulut tabakasmin altinda yagis miktar1 daha fazladir ve sicakligin daha yiiksek
olmasi bocekler i¢in oldukga farkli kosullar olusturur. Ekstrem hava sicakliklarinin
oldugu bolgelerin karla ortiilii olmasi ise boceklere termal koruyucu olarak gorev yapar.
Ek olarak bahar doneminin erken gelmesiyle degisen yagis orani sicaklik degisimi ile

beraber boceklerin biiylime siirelerini etkiler (Laternser ve Schneebeli, 2003).

1.1.15  Riizgar hizi

Degisen topografya ile sekillenen ve bocek gruplarmi etkileyen ekolojik
parametrelerden bir digeri ise riizgar hizi olarak kabul edilmektedir. Riizgar hizi
genellikle yiikseklik parametresindeki artisa paralel olarak artig sergilemesine ragmen,
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biiyiikk 0l¢iide arazi topografyasina bagli olarak sekillenmekte ve bdlgesel olarak
degiskenlikler gostermektedir. Riizgar hizinin siirekli yiiksek olmasi bocekler gibi
kiiciik organizmalar i¢in O6nemli bir etkendir. Clinkli riizgar hizina gore boceklerin
populasyonlarindan, habitatlarindan daha uzak mesafelere siiriiklenmesi s6z konusudur.
Boceklerde ugma kabiliyeti iizerine dogrudan etki gdsteren bir faktor olarak bilinen
rliizgar hiz1 bazi durumlarda bdceklerin bir yerden bagka bir yere tasinmalar1 agisindan

kolaylastiric bir géreve sahip olabilmektedir (Hodkinson vd., 2002).

1.1.2 Yiiksekligin bocek tiirlerinin ve populasyonlarinin fenotipi iizerindeki
etkisi

1.1.21  Kanat biiyiikliigii varyasyonu

Yiiksek kesimlerde yasayan bocek populasyonlari ile alcak kesimlerde yasayan
populasyonlar karsilastirildiginda soguk cevresel kosullarda diisiik ugus aktivitesi ile
iligkili olarak korelmis kanatlara sahip olan ya da kanatsiz olan formlarin yiiksek
kesimlerde gorilme sikliginin daha fazla oldugu pek ¢ok calismada belirtilmistir
(Strathdee ve Bale, 1998). Bu duruma en giizel 6rnek habitati yalnizca daglarin yiiksek
kesimleri olan Grylloblattodea (Notoptera) alt takimidir. Grylloblattodea alt takimi
kanatsizdir ve “icebugs” olarak da bilinirler. Optimal yasam kosullar1 1-4°C arasidr.
Kanat indirgemesi hem bir tiirde polimorfizm olarak hem de tiirlerin bir toplulugunda
oranin artmasi ile goriilebilir. Ornegin Kanadanmin Rocky daginda yasayan Agonum
retractum (Carabidae: Coleoptera) ayni populasyon iginde hem kanatli hem de islevsiz
kanatlar1 olan formlara sahiptir. Heterozigot uzun kanatl disi bireylerin sahip olduklari
kisa ve uzun kanatlar biiylik ihtimalle gé¢ ve kolonizasyonda farkli gorevler
istlenmektedir (Zera ve Harshman, 2001). Artan yiikseklik ile kisa kanatlilik arasinda
dogrudan bir iliski olsa da bu durum tartisma konusudur. Ciinkii ortam sicaklig1 ucus
icin nadiren olsa da elverigli oldugunda, ireme i¢in kisitli enerji kaynaklarinin
korunmasi1 ve habitat bulma ile dagilim arasinda enerji degisimini igeren bir
karsilastirma durumu mevcuttur. Kisa kanatliligin yiikseklikte belli bir habitatta
yasamla iligkili olmasinin yaninda yasla da bir baglantis1 oldugu belirtilmistir (Denno
vd., 1996). Bu durum kanat yapisinin cografik ve bdlgesel yayilig Orlintiilerinin
belirlenmesinde onemli bir parametre oldugunu gostermektedir. Kisa kanat ve ugus
yetenegi kaybinin bdcek tiirlerinde viicut biiytikligii ve populasyonlar arasi gen akisi

tizerinde O©nemli etkileri oldugu goriilmistiir. Bir Ongorii de yiliksek rakim



populasyonlarinda biiylik kanadin yagishh hava ile karsilasildiginda bireye avantaj
saglayacag yoniindedir. Iyi ugucularda artan yiizey alamyla iliskili olarak karsilasilan
ince hava tabakasi ile birlikte kanat yapisinin populasyonlarda giiclii bir se¢ilime maruz
kalarak yiiksek kesimlerde kanat biiyiikligiiniin artacagi goriisii desteklemistir (Budnik
vd., 1988). Artan yiikseklikle birlikte kanat uzunlugu ve genisliginin artmas: Drosophila
flavopilosa (Diptera: Drosophilidae) tiirii erkeklerinde yapilan ¢alismayla gosterilmistir.
Kanat biiylikliigliniin disi bireyler i¢in orta yiikseklikteki kesimlerde farkli secilim

baskilarina maruz kalmis olabilecegi diistiniilmiistiir (Budnik vd., 1988).
1122 Renk polimorfizmi

Sicakligr degisken olan bolgelerde yasayan bocek tiirleri icin belirli yiikseklikler viicut
sicakliklarinin ayarlanmasi agisindan avantaj saglamaktadir. Bu davramigsal olarak
giineslenme siiresi ile elde edilebilir ve farkli yiiksekliklerde giineslenme siiresi oldukca
degiskendir. Diger tiirler i¢in bu durum viicut yilizeyinin spektral sogurum o6zellikleri ile
pasif olarak elde edilir. Basit¢e yiiksek kesimlerde koyu renkler daha fazla 1s1y1 absorbe
ederler. Yansitici renklenme ise diisiik yiiksekliklerde yiiksek sicaklik altinda 1s1
kazancini minimuma indirebilir. Birka¢ bocek tiirii yiikseklige karsi viicut renklerinde
varyasyon gosterir. Calisilan ¢ogu salya boceklerinde yiikseklikle beraber melanik
varyasyon orani artar. Benzer yiikseklik ve renk iliskisi Eupteryx leafhoppers
(Cicadellidae: Hemiptera) tiiriinde de gozlenmistir. Alplerdeki kelebek tiirlerinde benzer
sekilde yiikseklikle paralel olarak ventral bolgelerindeki renklenmenin de varyasyon
gosterdigi goriilmiistiir (Heinrich,1996; Mikhailov, 2001; Hodkinson, 2005). Absorbe
edilen radyasyon ve beklenmedik habitat kosullarindan kaynaklanan atmosfer
kirliliginin ~ biiylikligii de  populasyonda renk  polimorfizminin  oranim
etkileyebilmektedir. Bu durum Avrupa, Rusya ve Japonya daglik bolgelerinde yetisen
bitkilerle beslenen bdcek tiirleri {izerinde yapilan arastirma ile desteklenmistir. Bu
calismada UV 1simlarina maruz kalan tiirlerin metalik renklerinin dogrudan beslendikleri
bitkinin bulundugu yiikseklikle baglantili oldugu goriilmistiir. Oreina sulcata
(Chrysomelidae: Coleoptera) tiirlinde yapilan bir ¢alisma sonucunda normalde algak
kesimlerde yesil renkte iken cografik bolge boyunca yiikseklere ¢ikildik¢a daha koyu ve
metalik bir renklenmeye sahip olduklar1 goriilmiistiir. Bu 6zelligin UV radyasyona

maruz kalinmasiyla gelistirilmis olabilecegi diistintilmistiir (Mikhailov, 2001).



1123 Viicut biiyiikliigii varyasyonu

Literatiirde bir bocek tiiriiniin ortalama viicut biiylikliigiiniin yiikselen (veya enine) bir
egri boyunca degisebilecegini gosteren bir¢ok ornek vardir. Farkliliklar, degisik
sicakliklardaki biiylime ve gelisme oranlarindaki varyasyondan kaynaklanmaktadir ve
bunun genel lireme basarisi i¢in 6nemli etkileri vardir. Problem, digerleri ters egilim
gosterirken (Hawkins ve deVries, 1996; Chown ve Klok, 2003) bazi tiirlerin artan
yiikseklik ile boyut artis1 géstermesidir. Boyut artiglar1 genellikle gelisimsel sicaklik ve
kaynak sinirlamasi olmayan bir ¢evredeki ektoterm (sogukkanli) hayvanlarin boyutlari
arasindaki negatif bir iliski ile agiklanmaktadir (Atkinson, 1994;. Smith vd., 2000).
Norveg'te Salix lapponum (Salicaceae: Malpighiales) ile beslenen Cacopsylla tiirlerinde
oldugunun aksine, boyut azalmalarinin genellikle mevsimlik kaynak durumuna bagli,
potansiyel ~ bliylimeyi  kisitlayan  kaynak  smirlamalarindan  kaynaklandigi
distintilmektedir (Hill vd., 1998). Bu ag¢iklamalara destek, yar1 antarktik adalardaki
1000 m. lik bir yiikseklik araliginin tizerindeki birkag¢ ortak ekin biti tiirliniin viicut
biiyiikliigiindeki egilimlerden gelmektedir (Chown ve Klok, 2003). Sicak ama riizgarls,
sezonluk olmayan ortamda ortalama viicut biytlikligi yukari dogru bir egilim ile
artmistir. Soguk mevsimsel ¢evrede yiiksek kesimde ise daha ¢ok kaynak kisitlamasi
sonucu viicut biiyukligi azalma gostermistir. Mevsimlik ¢evresel kosullarda farkli
yasam stratejileri, ylikseklik gradiyenti boyunca viicut boyutunda kademeli ya da
araliksiz klinler yaratma potansiyelindedirler (Roff, 1980). Araliksiz olusan klinler, bir
tirtin yiikseklik aralig1 boyunca tek nesil olusumunu siirdiirme egilimindedir. Kademeli
klinler digerlerinin aksine, tlirlerin tek nesil olusturmasindan yilda iki nesil olusturmaya
gecis yaptigr tiirlerde olusur. Yiikseklik gecis noktasinda gelisme déneminin ansizin
bolinmesi sonucunda bivoltine (yilda 2 doél veren) populasyon daha kiigiik bireyler
olusturma egiliminde olur. Ispanya’da boylesi bir yiikseklik gegis noktasinda carabid
bocekleri iizerinde yapilan bir calisma uzun kanatli bireyler yerine kanatsiz ya da kiigiik
kanatlara sahip bireylerin meydana geldigi, viicut biytkligi ile bolgesel dagilim
arasinda pozitif bir korelasyonun oldugu gozlenmistir. Genellikle artan yiikseklik ile
birlikte boceklerde ortalama boyutta bir azalmanin oldugu belirtilmistir (Gutierrez ve
Menendez, 1997).



1.1.24 Termal tolerans

Bocek tiirlerinin termal tolerans kapasitesi habitatlarinin bulundugu yiikseklige bagl
olarak sicaklik profiline uyum saglama siireci agisindan biiyiik 6nem tasir (Hodkinson,
1999). Bu durum kendi yiikseklik smirindan diisiik yiiksekliklerde 1s1 stresine yenik
diismesi ile soguk tiirlerin yiiksek kesimlerdeki yasam siiresi agisindan oOzellikle
onemlidir. Ancak pratikte, sinirli bir siire igerisinde gelisimini tamamlamak igin
cevresinden yeterli 1s1 enerjisini elde etme yetenegi list dagilim sinirlarini belirleyen bir
etkidir. Eklem bacaklilarin genis yayilis sergileyen tiirleri ile yapilan bir ¢alismada 610
m-1085 m yiikseklik gradiyenti boyunca tiirlerin yayilis araliklar1 karsilastirilmigtir
(Buse vd., 2001). Bu ¢alismada termal toleransi incelemek amaciyla optimal viicut 1s1s1
ve asirl soguma noktasi kullanilmistir. Calisma sonucunda dag meskenli ve daha yaygin
tiirlerin -5,8°C ve -6,9°C’deki oldiiriicii soguga direng gostermek amaciyla farklilastig
belirlenmistir. Soguk toleransi ile bu farklilasma yaygin ve kiigiik tiirler arasinda daha
net bir sekilde goézlemlenmistir. Farkli bir ¢alismada ise Craspedolepta nebulosa
(Aphalaridae: Hemiptera) tiirlerinin -17,5°C altindaki sicakliklara hem kisa hem uzun
siireli dayanabildigi gozlenirtken 40°C {izerindeki sicakliklara ise kisa siireli

dayanabildigi belirlenmistir (Hodkinson, 2005).
1.1.25  Oksijen ihtiyaci ve oksijen seviyesinin diizenlenmesi

Bocek tiirlerinin populasyonlart normal aktivite diizeylerini korumak i¢in birim hacim
basina azalan oksijen miktarina karsilik trake sistemlerine giren hava oranini arttirmak
zorundadirlar. Bu dongii solunum degisim yolaklar1 aracilifiyla su kaybi oraninin
artmasina neden olsa da diisiik bir oranda aralikli gaz degisim dongiisli ya da yiiksek
rakimlardaki potansiyel nem kosullari ile kismen dengelenebilmektedir (Chown, 2002).
Paralel olarak diisiik sicaklikla karsilagildiginda yiiksek kesimdeki populasyonlar belli
bir sicaklikta daha etkili bir solunum gerceklestirme yoniinde bir secilime maruz
kalirlar. Diger taraftan, eger azalan oksijen durumu telafi edilmezse bu durum enerji
dagilimi ve biiylime performansina yansir. Kaliforniya’da yliksek rakimdaki bir ¢ekirge
tiirii populasyonlarinda belli sicakliktaki solunumun spesifik kiitle oran1t ve su kaybi

alcak kesimdeki populasyondan daha yiiksektir.

Yiikseklik arttik¢a azalan oksijen kismi basinci ile hiicrelere saglanan oksijen miktarinin

azalmast  boOceklerde  termoregiilasyonun  sinirlandirilmasina  neden  olur.
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Termoregiilasyon, organizmanin viicut sicakligimi sabitleyebilme durumudur.
Organizmanin dogal ¢evresine davranissal ya da fiziksel cevabi ile birlikte
termoregiilasyon gerceklesir. Pek ¢ok bocek tiirii olduk¢a degisken viicut sicakliina
sahiptir ve ¢evre kosullarindan etkilenmektedir (Lee vd., 2006; Gleixner vd., 2008).
Baz1 bocekler sadece giines 1sigindan faydalanabildikleri zaman termoregiilasyonu
gerceklestirebilirken, bazilar1 gociin kisa bir periyodu boyunca viicutlarini termoregiile
edebilirler. Termoregiilator mekanizmalar ya metabolik 1s1 liretimindeki degisimleri ya
da cevreyle 1s1 aligverigini igerir. Is1 degisimi iletim, 1s1 tasimimi, radyasyon ve
buharlagsma seklinde gerceklesebilir. Yani 1s1 degisimi organizmanin viicut sicakligi ile
ortam sicakligi arasindaki farka, ¢evrenin iletkenligine, riizgar hizina ve radyasyon
yogunluguna baglidir. Buharlasma ile gergeklesen 1s1 degisimi su kaybina da neden
olmaktadir. Bu nedenle organizmada buharlasma yiizey alant ve 1s1 yayilim alam
onemlidir. Bu durum, bdceklerin farkli viicut yapilarmin 1s1 aligveris orant ve bu
oranlar1 kontrol edebilme yetenegi ile dogrudan iliskili oldugunu gostermektedir. Yani
cevresel kosullara karst fizyolojik ve biyokimyasal degisimler canliya esneklik

kazandirmaktadir (Rourke, 2000).

1.1.2.6 Yasam siiresi varyasyonu

Genis bir ylikseklik yayilisina sahip bocekler artan yiikseklik ile biiylime ve lireme i¢in,
ozellikle sicakligin azalmasi ile kotiilesen ¢evre kosullarina direng gostermek amaciyla
yasam siirelerini adapte etme problemiyle karsi karsiya kalmaktadir. Farkli tiirler kendi
0zel biyolojilerine bagli olarak, bu zorluga farkli sekillerde yanit vermektedir.
Adaptasyon kosullari, ¢evresel sartlar ile senkronizasyonu saglama ihtiyaci ve konak
bitkinin fenolojisi ile yonetilir (Tauber vd., 1986). Adaptasyon siireci pek c¢ok farkli

durumu igerebilir:

% Azalan larva miktart

* Yillik jenerasyonlarin miktari

+ Uzayan yasam dongiileri

- Gelisim i¢in indirgenmis sicaklik esikleri

+ Diisiik sicakliklardaki hizlandirilmis gelisim
+ Diistik sicakliklardaki kisa diyapoz siiresi
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Kazanilan bu adaptif 6zellikler cevresel kosullara karsi boceklerin esneklik kazanmasini
saglar. Alpine collembolan (Collembola), Isotomurus alticola (Isotomidae: Collembola)
ve Allonemobius fasciatus (Gryllidae: Orthoptera) gibi bazi1 bocekler gelisim sirasinda
larva sayisimi azaltarak yiiksek rakimda daha kisa bir biiyiime sezonunu telafi
etmektedir (Zettel, 2000). Bu durumun, ergin bireylerin potansiyel olarak tiretkenliginin
azaltilmasi ile sonuglanan belirgin etkileri vardir. A. fasciatus tiiriinde larva azalmasi,
diger baz1 circir bocekleri ile artan sezon ig¢indeki gelismenin gecikmeli baslangici
tarafindan tetiklenmektedir. Larvalar yiiksek rakimlarda gelisim asamasinda, diisiik
rakimlardakine gore azalan giin uzunlugu ile birlikte daha kisa siire giin 15181na maruz
kalmaktadirlar. Bu durum gelisim siiresi iizerinde olduk¢a Onemli bir etki
olusturmaktadir. Diyapoz ve gelisim siirecinde olusan farkliliklar populasyonlarin farkli
zamanlarda ¢iftlesme donemine girmesine neden olarak gen akisinin azalmasina neden

olur.

Artan yiikseklik ile yillik jenerasyonlarin sayisinda azalma bircok bocek tiiriinde
gozlemlenmistir. Ornegin Kuzey Galler'deki Aricia agestisin  (Lycaenidae:
Lepidoptera), algak kesimlerde sicak yerlerde yillik iki jenerasyon verebilirken yiiksek
rakimlarda daha soguk bolgelerde bir jenerasyon verebilmektedir. Herhangi bir tiir i¢in
gelisim siiresi alcak kesimler ile karsilagtirildiginda yiiksek kesimlerde daha kisa

olacaktir (Hodkinson, 2005).

Ek olarak, 440 m bir yiikseklik gradiyenti boyunca salya bocegi Neophilaenus lineatus
(Cercopidae: Hemiptera) tiiriiniin yumurtadan ¢ikma tarihi dort haftaya kadar
degisebildigi belirlenmistir. Yumurtadan ¢ikan bireyler, yiliksek kesimlerdekine oranla
alcak kesimlerdekinden daha hizli gelismistir. Bu durum yiiksek kesimlerde geg
yumurta birakma durumunu kismen telafi etmistir. Sonug olarak sert ¢evresel kosullara
kars1 gerceklesen bu hizli adaptasyon siireci mikropopulasyonlarin olugsmasina ve gen

akisinin azalmasina neden olmaktadir (Fielding vd., 1999).

1.1.2.7  Besin kompozisyonu

Boceklerin  genel performanslart  konagin  besin  kalitesine  ozellikle azot
konsantrasyonuna baglidir. Besin kaynagi olmayan sekonder metabolitler de konak
bitkinin se¢imini ve beslenme davranisini etkilemektedir. Cogu bitki tiirii artan
yiikseklikle kimyasal kompozisyonunda degisim sergiler. Yiikseklikle birlikte bitkilerde

azot konsantrasyonunun arttig1 belirlenmistir. Bu mekanizma tam olarak bilinmese de
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diisiik sicaklikta yavas gelisim siirecinden kaynakli olabilecegi diistiniilmektedir (Erelli
vd., 1998). Bir diger goriis ise yiiksek kesimdeki bitkiler azot kompozisyonu agisindan
daha az rekabete maruz kaldigindan dokularina daha fazla azot alabildigi diisiincesidir.
Ek olarak yiikseklikle birlikte bitkilerde sekonder metabolitlerin azaldig1 ve bu durumun
boceklerin konak tercihlerini etkiledigi belirtilmistir (Hodkinson, 2005).

1.1.2.8 Ureme basarisi

Boceklerde yiikseklik artisi ile beraber tiretkenliklerinde bir azalma oldugu goriilmiistiir.
Bu durumun viicut biiyiikligiinden kaynakli olarak besin kalitesi ya da kisa yumurta
birakma sitiresi ile iliskili oldugu disiiniilmistiir. Avustralya g¢ekirge tiirlerinde artan
yiikseklikle beraber yumurta tretiminin azaldigi acikg¢a gozlenmistir. Colias
kelebeklerinde yapilan bir arastirma sonucunda da yliksek kesimdeki bireylerin alcak
kesimdekilere oranla daha az yumurta biraktigi gozlenmistir. Bu yumurtalardaki kalitsal
farkliligin  yiikseklik nedeniyle ucus kabiliyetindeki fizyolojik diizenlemelerden
kaynaklandigr  belirtilmistir. ~ Benzer durum  Drosophila teissieri  (Diptera:
Drosophilidae) tiiriinde de gézlenmistir. Bununla birlikte D. teissieri ile benzer tiir olan
D. yakuba tiirtinde farkli bir durum s6z konusudur. D. yakuba tiiriinde artan yiikseklikle
birlikte asamali bir sekilde iiretkenligin arttigi goriilmistir. Bu durum 6zel habitat
kosullarin ani degisiminden kaynaklanmis olabilecegi ongoriilmektedir (Hodkinson,
2005).

113 Yiiksekligin bocek tiirlerinin ve populasyonlarimin genotipi iizerindeki
etkisi

Bir¢ok daglik habitatin pargali ve izole dogasi ile birlikte sert ¢evre kosullari, boceklerin
mikro evrim ve adaptasyon siireglerinde onemli bir yere sahiptir. Ozellikle daglik
alanlar ayn tiirlerin populasyonlar1 arasinda gen akisina karsi bariyer gorevi lstlenerek
populasyonlarda farklilasmaya neden olabilir. Populasyonlar arasi genetik farklilagma
kitalar boyunca cografik farklilik ile dogrusal olarak artmaktadir (Relethford, 2004,
Manica vd., 2005; Ramachandran vd., 2005; Romero vd., 2008). Genetik farkliliklar
smirli gen aligverisi ve bolgesel secilim farkliliklar1 nedeniyle ortaya ¢ikar. Bu tiir
farklilagmalar yalnizca keskin yiikseklik gecis bolgelerinde meydana gelirken bu durum
tiirlerin dagilma yetenegine baghdir. Isvigre Alplerindeki D. subobscura tiiriiniin

populasyonlarinda 1. kromozomda gen yeniden diizenlenmesinin oriintiilerinde farklilik
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oldugu gosterilmistir (Burla vd., 1986; Hodkinson, 2005). Farkli bir ¢alismada D.
robusta tiirine ait populasyonlarin inversiyon frekansi hesaplanarak yiiksek ve algak
kesimlerdeki populasyonlarda orta kesimlerdeki populasyonlara gore daha yiiksek
oranda genetik farklilik igerdigi belirlenmistir (Etges, 1984). Baska bir ¢alismada ise
Dogu ABD daglarinda Platynus tenuicollis (Coleoptera: Carabidae) tiiriiniin
populasyonlar1 arasinda Klinal bir varyasyon oldugu ve kademeli bir gen transferinin
varhig1 tespit edilmistir. Buna karsilik gen akisinin ve hibritlesmenin diisiik diizeyde
olmasi nedeniyle alel frekansinin degisimi ve heterezigot eksikligi, yiikseklik ve alel

frekansi arasinda gii¢lii bir korelasyonun oldugunu gostermistir (Hodkinson, 2005).

Farkli yiiksekliklerde ¢evre sicakliklarima bagli zamansal izolasyon, ayni zamanda
hibritlesme yetenegine sahip olan yakin akraba tiirlerin genetik biitiinliigliniin
korunmasinda 6nemlidir. Hibrit bolge disindaki tiirlerin ayrimi sonucu gelisim orani
tizerinde yiikseklikle birlikte degisen sicakligin farkli etkileri bulunmaktadir. Sicaklik
degisimi ile olusan yasam dongiisii stirelerindeki varyasyon, Erebia cinsi kelebeklerde
oldugu gibi genetik bir farklilagmaya Onciiliik edebilir (Vila ve Bjorklund, 2004). Bu
cinse ait tiirlerin bireylerinin yaslar1 ve bulunduklari evre onlar1 genetik olarak gegici bir
siire igin izole ettigi belirlenmistir. Ozellikle karasal boceklerde yiikseklik gradientiyle
bu ozelliklerin giiglii bir etkisi oldugu goézlemlenmistir. Bu farkliliklar, farkl
yiiksekliklerde populasyonlar arasinda potansiyel gen akisinin azalmasi ya da yok

olmasidan kaynaklanabilmektedir.

Genetik varyasyon ve gen akisi, populasyonlar arasinda tahmini uzakligin ve 6nemli
genetik 6zelliklerin zamansal dagiliminin belirlenmesinde kullaniliglidir. Populasyonlar
arasinda gen akiginin olmasi fenotipik esneklik saglar (Antonovics, 1976). Bu esneklik
bireylerin bir ya da iki nesil sonra yeni kosullara adapte olmasina izin verir.
Organizmanin ¢evresel kosullar karsisindaki morfolojisi, kimyasi, fizyolojisi,
davraniglar1 ve gelisimi genotipin degisimiyle gerceklesir. Bir organizmanin degisen
kosullara kars1 bir adaptif strateji sergilemesi alternatif fenotiplerle saglanir ve yliksek
gen akisi esnekligin artmasinda etkilidir. Eger bireyler gen akisi ile esnek 6zellikler
kazanirsa degisen cevresel kosullar karsisinda alternatif adaptif bir 0Ozellikle bu

degisime uyum saglamis olur.

Yiikseklige bagli pek ¢ok ekolojik parametredeki degisimin populasyonlarin genel

yapilarinda cesitlenmelere yol agtigi bilinmektedir. Yiiksek rakim habitatlardaki soguk
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ve oksijen azlig1 durumu, canlilar iizerinde metabolik olarak pek ¢ok sonu¢ dogurur.
Molekiiler genetik tabanli yapilan arastirmalar, yliksek rakimlarda yasayan canlilarin,
adaptif evrimde isleyen siireclerle oksijen, radyasyon ve sogugun etkisiyle nasil basa
ciktiginin anlagilmasini saglamaktadir. Bu kapsamda tiirlerin yiikseklik gradiyentine
bagli olarak populasyon diizeyinde degisimleri geometrik morfometri, tek nikleotit
polimorfizmi gibi yaklasimlarla arastirilmaktadir. Ancak fizyolojik sistemlerin karmagsik
evrimi yani adaptasyonu, genellikle yiikseklik stresi altinda baglantili birkag¢ genin
birlikte evrimini gerektirir. Ciinkii genetik acidan tek yonlii uygulanan bir yaklasim
baglantili genler tarafindan olusturulan 6nemli fonksiyonel varyasyonlarin gdézden

ka¢masina neden olur.

Boceklerde tiir i¢i populasyonlar iizerinde yapilan pek ¢ok arastirma, molekiiler
sistematik agisindan eksik olmasi nedeniyle temeli saglam veriler ortaya koyamamistir.
Morfolojik farkliliklar baz alinarak yapilan arastirmalar temel olarak uzak evrimsel
hikayeye isaret etmektedir. Bu nedenle molekiiler sistematik c¢alismalariyla yavas
evrilen genler goz oniine alinmalidir. Bu kapsamda yavag fakat fark edilir orandaki gen
yeniden diizenlenmeleri mitokodriyal genleri, populasyon genetigi gibi filogenetik
calismalarda kullanima agik kilar. Pek ¢ok bocek tiirtinde mitokondri genomuna ait
genlerin yeniden diizenlenmesi {izerine c¢aligmalar yapilmistir. Gen yeniden
diizenlenmesi translokasyon, lokal inversiyon, lokal translokasyon ve uzak
inversiyonlar araciliiyla olusabildigi belirtilmistir. Ozellikle protein kodlayan genler ve
rRNA’lar iizerine isleyen yeniden diizenlenmeler, tiir iistii taksonlarda korunmugluk
gosterse de tiir icinde ¢esitlilik gostermesi agisindan evrim c¢aligsmalar icin filogenetik

belirteg ve model olarak kullanilmasi 6nemlidir (Boore vd., 1995).
1.1.3.1  Yiiksekligin mitokondriyal genom iizerindeki etkisi

Genis ve devamli yayilig gosteren tiirlerin yayilis alaninda ytikseklikteki artis ve azalisa
bagl olarak sozii edilen ekolojik parametrelerdeki farkliliklar, bir tiiriin populasyonlari
arasinda farkli segilim baskilarinin agiga ¢ikmasinin ana kaynaklarindandir. Bu secilim
baskilar1 tiir i¢inde dahi farkli davranigsal ve morfolojik stratejilerin gelistirilmesine
neden olmakla birlikte, bu tiirlerin biyoenerjetik gereksinimlerinde de farkliliklara yol
acmaktadir. Biyoenerjetik gereksinimler organizmanin farkli ¢evresel kosullara
adaptasyonunda onemli bir siirlayici faktor olarak kabul edilmektedir (Martinez-Cruz

vd., 2012). Boylesi adaptasyonlar tiirlerin ve/veya populasyonlarin yasam big¢imlerine
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bagli olarak, biyoenerjetik gereksinimlerle dogrudan iliskili olan mitokondri
genomlarinda da varyasyonlara yol agmaktadir (Wallace, 2010; Wallace ve Fan, 2010).
Mitokondri 6karyotik hiicrelerde enerji iiretiminden sorumlu organel olmasindan dolayz,
organizmanin farkli secilim siireglerinin etkili oldugu lokal ortamlara adaptasyonunda
birincil diizeyde etkiye sahip olup, yansimasi mitogenom diizeyinde beklenmelidir
(Black vd., 2001; Ballard ve Rand, 2005). Yapilan ¢alismalarda gevresel stres altindaki
tiir i¢i ya da tiirler aras1 populasyonlarda mtDNA degisim oranlarinda farkliliklar oldugu
ve bu farkliliklarin cevresel kosullardan etkilendigi belirlenmistir. Bu caligmalarda
oksijen miktartyla iliskili olarak termal adaptasyonda mitokondriyal varyasyonun
onemli bir role sahip oldugu belirlenmistir. D. melanogaster yapilan bir ¢aligmada
haplogrup formlarinin sicakliga bagli olarak ortaya ¢iktigi gozlenmistir. Ek olarak
mikroenjeksiyon yontemiyle heteroplazmi olusturularak haplogruplarin aktarim oranlari
incelenmistir. Bu ¢aligma sonucunda mtDNA’nin giiglii termal secilim baskis1 altinda
oldugu belirtilmistir (Rand, 2011). Sicakligin, dogal segilime maruz kalan mtDNA
tizerinde olast bir segici giic oldugu belirtilmistir (Ballard ve Whitlock, 2004).
Sicaklikla iliskili olarak mitokondriyal matriks pH ve mitokondriyal kalsiyum
dinamiginin degistigi belirlenmistir. Sicak ¢evresel kosullarda mitokondriyal matriks
pH’sinin ve intra-mitokondriyal kalsiyum seviyesinin artmasiyla ATP sentezini
saglayan elektrokimyasal gradiyentin azaldigi tespit edilmistir. (Kazuno vd., 2006).
Yapilan bir ¢caligmada Afrika’dan farkli olarak kitalar boyunca insan populasyonlarinin
mtDNA HVS-1 (Hyper variable segment) bolgesinde %18,3 farklilasma oldugu
belirlenmistir. HVS-1 genetik ¢esitliligin minimum sicaklik ile oldukc¢a anlamli bir
baglantis1 oldugu ve minimum sicaklifa bagli olarak %7,8 oraninda farklilagmanin
oldugu belirtilmistir. Populasyonlarin soguk cevresel kosullarda daha kii¢iik ve izole
populasyonlardan koken almis olabilecegi iklim ve mtDNA c¢esitliliginin dagilimi
arasindaki iligki i¢in olast bir aciklama olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ek olarak mtDNA
dagiliminda iklimsel siirticii giiciin etkisindeki dogal secilimin giiglii bir cografik patern
olusturdugu belirlenmistir. Hangi segici giiciin etkili oldugu konusunda ise iki olasi
senaryo diisiiniilmiistiir. Ilki populasyonlarin soguk cografik bélgelerde piirifiye edici
secilim baskis1 altinda olabilecegidir. lkincisi ise sert iklim kosullarinda yeni
mutasyonlar iizerinde gii¢lii bir segici etki (selection sweep-pozitif secilm baskisi
altindaki bir bdlgenin ¢evresinde de varyasyonu azalmasi durumu) olabilecegidir. Bu
caligmaya gore ND3 geninin karboksi terminal ucundaki treonin yerine alanin amino

asidinin tercih edildigi ayn1 zamanda ATP6 geninde alanin/treonin degisimi oldugu
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saptanmistir (Balloux vd., 2009). Drosophila ve insan populasyonlari {izerine
birbirinden bagimsiz gerceklestirilen bazi ¢alismalar sonucunda sicaklik kaynakli lokal
adaptasyonlarda mitogenomda gozlenen varyasyonun roliiniin 6nemli oldugu saptanmis
ve bu nedenle mitogenomun sicaklik faktoriine bagl olarak ciddi bir se¢ilim baskisina
maruz kaldig1 rapor edilmistir (Somero, 2002; Sommer ve Portner, 2002; Ruiz-Pesini
vd., 2004; Ballard ve Rand, 2005; Ballard vd., 2007; Balloux vd., 2009). Ballard vd.,
(2007) D. simulans tiiriiniin simpatrik populasyonlar1 arasinda ti¢ farkli mitokondri
sitokrom oksidaz altbiriminde gbzlenen amino asit polimorfizminin sicaklikla dogrudan
iligkili oldugunu rapor etmistir. Oldukca ilgi goren bir hipoteze gére ATP sentezi ve
termogenez arasinda olas1 uzlasi (tradeoff) oldugu diisiiniilmektedir (Mishmar vd.,
2003; Ruiz-Pesini vd., 2004). Mitokondriyal i¢ zar ve yiiksek proton gegisi diisiik
oksidatif fosforilasyonla baglantili olarak daha az verimli ATP sentezine yol acarken
viicut 1sisin1 korumak i¢in daha fazla 1s1 tretecektir (Brand, 1990). Bdylece farkli
cevresel kosullarda OXPHOS (Oxidative phosphorylation) siireci farkli optimal etki
olusturabilir. Bu da farkli kesimlerde farkli mutasyonlarin tercih edilebilecegini
gostermektedir (Mishmar vd., 2003; Ruiz-Pesini vd., 2004). Bir¢ok populasyon olduk¢a
soguk kosullara maruz kalmis ve iklimsel gesitlilikle iligkili olarak metabolik
deformasyonlara yol agan SNP’lerin alel frekanslarinin degistigi belirlenmistir (Young
vd., 2005; Hancock vd., 2008). Mitogenom tizerindeki se¢ilim baskisinin 6nemli lgiide
gliclii bir korelasyon yaratmis olabilecegi hipotezi ND3 ve ATP6’daki iki nonsinonim

polimorfizm ile desteklenmistir (Balloux vd., 2009).

Bir diger ¢alisma ise atmosferik kismi basing kaynakli lokal adaptasyonla mitogenom
oriintiisii arasindaki iligki iizerinedir. Ornegin, deniz seviyesinden itibaren artan rakima
bagli olarak bdcek populasyonlarinda gozlenen morfolojik farkliliklar disinda
hiicrelerine saglanan ortalama oksijen miktarinda da azalma olur. Azalan oksijen
miktar1 ise oksidatif fosforilasyon sistemini dogrudan etkileyebilme potansiyeline
sahiptir. Bu durum mitokondri tarafindan kodlanan proteinlerin hidrofobisite
indekslerinde farklilagmalara yol agmakta ve populasyon agisindan adaptasyonla
sonuglanmaktadir (Fontanillas vd., 2005). Kanatli bocekler grubunda da farkli ekolojik
kosullara maruz kalmalar1 sonucunda bu kosullara uyum saglamak amaciyla kanat
yapilarinda degiskenlik gdosterdikleri bilinmektedir. Bu farkliliklar biyoenerjetik
gereksinimlerinin dolayisiyla da mitokondri genlerinin farkli secilim baskisina maruz

kalmasina neden olmaktadir. Ozellikle Hymenoptera takiminda bulunan baz tiirler ugus
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sirasinda ¢ok fazla enerji harcamaktadir. Yiiksek enerji ihtiyact karsisinda mitokondri
genleri adaptif olarak degiskenlik gostermektedir. Kanatli bocekler tizerinde yapilan bir
calismada ND4 ve NDS5 genleri lizerinde giiglii pozitif bir secilim oldugu gézlenmistir
(Yang vd., 2014). Benzer sekilde yarasalar iizerinde yapilan bir ¢alismada ND4 ve
ATP8 geninde adaptif degisim ve buna bagli bir oriintiiniin varlig1 rapor edilmistir (Shen

vd., 2010).

1.14 Mitokondriyal ATP8 Gen Bolgesi

Mitokondriyal oksidatif fosforilasyon sistemi 5 temel enzim kompleksinden olusur.
Kompleks 1, 11, 11l ve 1V elektron transport sisteminin fonksiyonel altbirimleri olarak
gorev alirken kompleks V, ATP sentezi ve hidrolizinde gérev alir (Tuena de Gomez-
Poyou vd., 1999). Hiicrelerin endomembran kisminda yerlesik olup epitel hiicrelerinin
belli bir kisminda ve hayvan hiicrelerinin plazma zarindan karsilikli enerji transferini
saglarlar (Mueller vd., 2004). Tiim mitokondriyal enzim kompleksleri gibi kompleks V
de hem ¢ekirdek genomundan hem de mitokondriyal genomdan kodlanan alt iiniteler

barmdirir (Itoi vd., 2003; Muhlia- Almazan vd., 2008).

Kompleks V, integral (Fo) ve periferal (F1) domainlere sahiptir. Fo domaini, ATP8 gen
bolgesini barindirmaktadir ve bu gen bolgesi i¢ membranda yerlesik durumda
bulunmaktadir.  Protonlarin, matriksten membranlar arasi bosluga gecisiyle
elektrokimyasal bir gradiyent olusur. Bu gradiyentteki enerji protonlarin matrikse geri
doniisii sirasinda ATP sentezi i¢in kullanilir. Protonlarin matrikse doniisiinde Fo domaini
gorev almaktadir. Bu nedenle ATP8 geninde meydana gelen mutasyonlar membrandaki
proton kanallarinin aktivasyon oranini etkilemektedir (Jonckheere vd., 2012). Bu durum
cevresel kosullarin (sicaklik, oksijen seviyesi, radyasyon miktart gibi) degisimine karsi
ATP8 geninde olusan farklilik canlinin ortama nasil adapte olduguna dair bilgi verici
olabilecegini diisiindiirmiistiir. Ek olarak c¢alismada ATP8 geninin tercih edilmis
Olmasinin en temel nedenlerinden biri yonlendirilmis evrim (directional evolution)
kaynakli genetik yapilanmalarda, gerek yakin akraba tiirler gerekse de tiir i¢inde
populasyonlar arasinda, diger mitokondri genlerine oranla bu gende niikleotid yer
degistirme oraninin daha yiiksek olmasidir (Goropahnaya vd., 2004; Oliveira vd., 2008;
Hofman vd., 2012; Xiao vd., 2011; Xiao vd., 2012; Espitia-Gaiatan vd., 2013; Liu vd.,
2014; Yang vd., 2014). Ornegin, Philotrypesis (Chalcidoidea: Hymenoptera) cinsine ait

iki yakin akraba tiirde (Xiao vd., 2011) mitokondri genomuna ait 10 protein kodlayan
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gende farklilagma oraninin en fazla ATP8 geninde; en az farklilasma oraninin ise COI
geninde gozlendigi rapor edilmistir. Ayn1 zamanda ATP8 genindeki farklilasma daha
¢ok pozitif ya da yonlendirilmis segilim baskisi ile iliskilendirilirken, COI geninde
gozlenen farklilasma Oriintlisii ise saflastirici seg¢ilim baskis1 kaynakli olabilecegi
belirtilmistir. Ayni iist familyadan Nasonia cinsi iiyelerinde mitokondri genleri arasinda
tiir i¢i ve tiirler arast genetik farklilagsma oranlarinin karsilastirildigi bir baska ¢alisma
sonucunda da benzer bir farklilagsma Oriintiisii rapor edilmistir (Oliveira vd., 2008). En
fazla farklilasma ATP8 ve NDG6 genlerinde gozlenirken (yonlendirilmis secilim
kaynakli), en diisiik farklilasma orani ise COIl geninde (saflastirict secilim) saptanmistir
(Oliveira vd., 2008). Ayni1 zamanda, bu gen bolgesi A + T igerigi bakimidan diger
mitokondri genlerine gére daha zengin olup, ¢cok daha kisa zamanda yiiksek oranda
mutasyon biriktirme egilimi sergilerler. Bu da 6zellikle tiir i¢i ¢aligsmalar agisindan daha
avantajli birer belirte¢ olmasina olanak saglar (Hirst, 2013). Diger taraftan ATP8 gen
bolgesine ait pozitif yiiklii amino asitler genel olarak karboksi-terminal domainde
yerlesik halde iken, diger yapilar amino-terminal hidrofobik domainde yer alir. Bu gen
bazi korunmus amino asit kompozisyonlari i¢erse de, amino-terminal hidrofobik
domaini pozitif ya da nétral degisimlere maruz kalmakta ve farkli tiirler {izerine yapilan
calismalar sonucunda ATP8 geninin dogrudan segilim baskisina maruz kaldigi rapor
edilmektedir (Breton vd., 2010; Shen vd., 2010; Smeitanka vd., 2010; Chen vd., 2011).

1.15 Hymenoptera

Hymenoptera (zarkanatlilar) bocek takimlari arasinda yasam sekli ve tiir cesitliligi
agisindan olduk¢a zengin olan takim yaklagik 250.000 tiir ile temsil edilmektedir
(Gullan ve Cranston 2010). Farkli yasam stratejilerine sahip gruplar igermesi
dolayisiyla ekosistemde etkin roller iistlenen tiirlere sahiptir. Bu nedenle biyolojik
miicadelede olduk¢a 6nemli bir role sahip olan parazitoit ve predatér tiirlerin yani sira,
cicekli bitkilerin tozlasmasinda rol alan polinatdr tiirlerin biiyiik ¢cogunlugu da bu
takimda yer almaktadir. Ek olarak, farkli yasam sekilleri barindirmasi nedeniyle ¢ok
sayida evrimsel ve biyocografik orlintiiniin saptanmasinda potansiyel olarak kullanish
bir gruptur. Hymenoptera takimi Apocrita ve Symphyta olmak iizere iki alt takima
ayrilir.

Fitofag olan tiirler, kiiciik ve jeolojik olarak daha eski olan Symphyta alttakimin
olustururlar. (Rasnitsyn, 1969; Gauld ve Bolton, 1988). Symphyta iiyelerinin biiyiik bir
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kismi ekonomik Oneme sahip bitkileri konak olarak tercih ederek bu bitkilerde
ekonomik zarara yol agmaktadir (Smith, 2006; Calmasur, 2007; Korkmaz vd., 2010;
Demirdzer ve Karaca, 2011). Birgok bocek grubu ile karsilastirildiginda Symphyta
alttakiminin kiiresel agidan tiir zenginligi daha azdir (Taeger ve Blank, 2011). Buna
ragmen evrimsel, ekolojik ve tarimsal arastirmalar i¢in gelecek vadeden bir grup olarak
gortilmektedir (Viitasaari, 2002; Price vd., 2005; Craig ve Itami, 2008; Nyman, 2010;
Budak vd., 2011).

Hymenoptera takimi mitogenom agisindan da oldukga farkli 6zellikler barindirir.
Hymenoptera mitogenomunda &zellikle tRNA bolgelerinin bulundugu, A-T zengin
bolge-ND2, ND2-COl, COII-ATP8 ve ND3-ND5 gibi baglant1 bolgelerinde yeniden
diizenlenmeler yaygindir. Overlap yapan bitisik genlerde meydana gelen yeniden
diizenlenmeler rastgele gergeklesmemekle birlikte bir Oriinti  gostermektedir.
Hymenoptera mitogenomunda ND6 ve ATP8 genleri genelde A-T igerigi bakimindan
zengindirler. A-T igeriginin zengin olmasi genlerin degisimlere agik olmasina neden

olur.

1.1.5.1  Cephus pygmeus

Symphyta alttakimi igerisinde yer alan C. pygmeus tiirii, Cephoidea tistfamilyasinin tek
temsilcisi olan Cephidae familyasinin bir iiyesidir. Konak bitki olarak bugdaygilleri
sectikleri icin bugday sap arisi (ekin sap arisi) olarak da bilinen bu familya; ince bir
integlimenti, genellikle siyah ya da koyu rengin hakim oldugu abdomen yaygin bir
sekilde gbzlenen dar ve sar1 bantlanmalarla karakterizedir. Bu tiir Avrupa, Asya, Afrika
ve Kuzey Amerika bolgelerinde genis ve devamli bir yayilis alanina sahiptir (Benson,
1946, 1950, 1968; Rashwani, 1984; Zhelochovtsev, 1988; Stange, 1997; Shanower ve
Holmer, 2004). Cogunlukla Agropyron (yabani bugday) cayirlarinda yayilis
gostermekle birlikte, kiiltiiri yapilan Avena sativa, Avena fatua, Hordeum vulgare,
Secale cereale, Triticum aestivum, Bromus, Lepidium draba ve Phleum tiirlerini de
konak olarak tercih etmektedir (Shanower ve Holmer, 2004). Konak tiirleri arasinda
kiiltiirti yapilan bitkilerin bulunmasi nedeniyle ekonomik agidan zarara yol agan bir tiir

olarak kabul edilmektedir (Hardie ve Casella, 2004).

Holoarktik yayilis gosteren bu tiir lilkemizde de genis ve devamli bir yayilis

sergilemekte ve Ozellikle bugday tarlalarinda cok sik bir sekilde goézlenmektedir
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(Korkmaz vd., 2010, 2011). Avrupa, Asya ve Etiyopya bolgeleri arasinda dogal bir
koprii konumunda olan ve kismen de olsa Kafkas, Iran-Anatolya ve Akdeniz olmak
iizere farkli biyogesitlilik merkezlerini biinyesinde barindiran Anadolu, karmasik
paleocografyasinin yani sira heterojen topografyasi ve degisken iklimsel yapisi ile
zengin bir tiir ¢esitliligine ev sahipligi yapmaktadir (Mittermeier vd., 2005; Korkmaz
vd., 2014). Aym1 zamanda bu degisken topografya ve iklimsel yapinin gozlenmesi,
Anadolu’da tiir i¢i genetik cesitlilik diizeyinin de yiiksek olmasindaki en onemli
faktorler arasindadir (Bernatchez, 2001; Rokas vd., 2003; Bardak¢1 vd., 2006; Koch
vd., 2006; Ciplak vd., 2010; Ansell vd., 2011; Mutun, 2011; Korkmaz vd., 2014).
Ozellikle C. pygmeus gibi genis yayilisa sahip tiirlerin Anadolu cografyasindaki yayilist
bu alandaki aragtirmacilar i¢in 6zel bir 6neme sahiptir. Ciinkii genis ve devamli yayilig
sergileyen bir ¢ok tiirlin farkli iklimsel ve ekolojik kosullar, besin kaynaklar1 ve patojen
istilalar1 gibi faktorlerden dolayi lokal gevrelere uyum sagladiklari bilinmektedir. Bu
tarz genis yayilis sergileyen tiirlerde gozlenen populasyona 6zgii se¢ilim ya da lokal
adaptasyon Oriintiisii gliniimiiz iklimsel degisim Oriintiilerine paralel olarak aciga ¢ikan
kiiresel 1sinma, koruma biyolojisi ve koruma genetigi gibi giincel alanlara katki
saglayabilme potansiyelinde olmasinin yani sira son zamanlarda énemli bir kavram

haline gelen biyogesitliligin tanimlanmasi ve korunmasi agisindan olduk¢a dnemlidir.

1.1.6 AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism)

Amplifiye edilmis fragment uzunluk polimorfizm (AFLP) analizi, ¢ekirdek DNA’sinin
endoniikleaz enzimleriyle kesilmesi sonucu olusan fragmentlerin PZR (Polimeraz zincir
reaksiyonu) yontemiyle spesifik olarak ¢ogaltilmasiyla gerceklestirilen bir DNA parmak
izi analizidir. AFLP analizinin temel prensibi, restriksiyon enzimlerinin kesim
bolgesindeki baz degisimlerine ve delesyonlara bagli olarak sergilenen farkli bant

profilleri lizerinden polimorfizmlerin saptanmasidir.

AFLP teknigi ii¢ temel asamadan olusmaktadir. Ilk asama ¢ekirdek DNA’sinin kesimini
ve adaptdrlerin ligasyonunu (baglanma) icermektedir. Bu agsamada iki adet restriksiyon
enzimi kullanilmaktadir. Kullanilan enzimlerden biri daha kisa tanima dizisine sahipken
diger enzim daha uzun tanima dizisine sahiptir. Kesim islemi tamamlandiktan sonra
olusan yapigkan uclu fragmentlere adaptorlerin baglanma islemi gerceklestirilir.
Boylece ikinci asamada gergeklestirilecek On secici amplifikasyon islemi igin

fragmentler hazirlanmis olur. Ikinci asamada &n segici amplifikasyon sonrasi
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gerceklestirilen secici amplifikasyonda kullanilan primerlerden yalnizca bir tanesi
floresan ya da radyoaktif isaretlenmektedir. Bu islem jel elektroforezi asamasinda
komplementer dizilerin farkli mobilite gostermesi nedeniyle yanlis sonuglarin elde
edilmesini 6nlemektedir. Son asamada ise segici amplifikasyon iiriinleri denatiire edici

poliakrilamit jel elektroforezinde goriintiilenmektedir (Sambrook ve Russel, 2001).

AFLP analizi diger parmak izi analizlerine gore tekrarlanabilirligi, bilinen bir dizi
verisine ihtiya¢ duymamasi ve tek reaksiyonda oldukc¢a fazla bdlgenin incelenebilmesi
nedeniyle daha ¢ok tercih edilmektedir. Bu yontem genellikle populasyon
caligmalarinda DNA polimorfizmlerinin belirlenmesi, cDNA ve genom haritalama

analizleri i¢in kullanilmaktadir.

Calisma kapsaminda, yiikseklige bagli degisen ekolojik faktorlerin organizmalar
tizerindeki etkisi ¢ekirdek DNA ve mtDNA verisinin birlikte degerlendirilmesiyle
incelenmistir. Bu amacgla Hymenoptera takiminin ve mitokondri genomunun sahip
oldugu ozellikler temel alinarak Hymenoptera takimina ait Cephus pygmeus tiiriiniin
yiikseklik gradiyentine bagli olarak AFLP yontemi ile ¢ekirdek DNA ve ATP8 gen

bolgesi ile  mitokondri genomunda tir i¢i  degisimleri  arastirilmustir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1 Orneklem Secimi ve Hazirlanmasi

Proje kapsaminda, Sivas Cumhuriyet Universitesi Entomoloji Koleksiyonu (ECCUS)
biinyesinde % 99’luk etanol igerisinde -20°C’de saklanan C. pygmeus tiiriine ait
ornekler kullanilmistir. Orneklem asamasinda 200’er metrelik yiiksekliklerde gruplama
gergeklestirilmis ve toplamda 9 grup olusturulmustur (Tablo 1). Gruplarin yiikseklik
parametresine ek olarak {ilkemizin tiimiinii temsil etmesi ve tiiriin populasyonlari
arasindaki toplam varyasyonun saptanabilmesi amaciyla farkli lokalitelerden
populasyonlar Ornekleme dahil edilmistir (Sekil 2). Gruplar arasindaki O6rneklem
sayisindaki farkliliklar ise koleksiyondaki mevcudiyetten kaynaklanmakla birlikte her
bir grup en az 15 6rnekle smirlandirilmis ve toplamda 59 farkli lokaliteden 252 bireylik

bir 6rneklem olusturulmustur.

Tablo 1. Orneklem ile ilgili temel bilgiler

Birey Yiikseklik

Grup Adi Lokalite i (m) Enlem  Boylam Tarih

ANTALYA 5 10 36,83878° 31,48714° 14.04.2009
BURSA 5 25 40,25984 27,77506 06.05.2010
KUTAHYA 5 45 39,51221 29,34945 20.05.2009
EDIRNE 3 65 41,64091 26,61338 05.06.2003

Grup1
HATAY 5 93 36,36027 36,5438 09.04.2009
MUGLA 5 93 36,40528 29,28678 15.04.2009
SAMSUN 5 111 41,25974 36,29254 02.06.2005
EDIRNE 5 117 41,19523 27,16465 08.05.2010
ICEL 5 211 36,46267 33,62966 13.04.2009

Grup2 BOLU 5 256 40,74693 31,73625 20.05.2013
ADANA 5 390 37,18343 34,9310 12.04.2009
AMASYA 5 482 40,39218 35,53115 28.05.2002

Grup 3
BOLU 5 520 40,27418 30,28488 05.05.2010
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BALIKKESIR 529 39,6353 27,35026 12.05.2002
KASTAMONU 564 41,51109 34,17276 02.05.2010
HATAY 599 36,07262 36,14754 09.04.2009
ADIYAMAN 608 37,53586 38,21574 13.05.2005
SAMSUN 627 41,08137 35,59148 01.05.2010
BOLU 627 40,99252 32,59058 19.05.2013
Grup4 BOLU 668 40,84527 31,82715 20.05.2013
KIiLIiS 696 36,86597 37,36954 14.05.2005
ADIYAMAN 738 37,78204 38,27872 13.05.2005
ANKARA 782 40,73913 31,78942 04.05.2010
AFYON 872 39,22799 31,21135 01.06.2002
ANKARA 943 40,13960 32,99613 06.06.2003
USAK 947 38,69472 29,67815 20.05.2009
Grup5 ISPARTA 960 37,82304 30,59457 17.05.2009
KONYA 962 38,66225 32,92894 05.06.2003
SIVAS 983 40,17106 38,09159 06.06.2003
YOZGAT 989 39,54111 35,01754 01.06.2001
AKSARAY 1004  38,16933 33,27124 16.05.2009
CORUM 1011  40,15555 34,71074 28.05.2002
KUTAHYA 1012 39,53443 29,64386 20.05.2009
BOLU 1020  40,35263 31,48159 20.05.2013
KAYSERI 1080  39,69969 35,36722 22.05.2013
erupe KONYA 1127  39,45210 32,87089 06.06.2003
KONYA 1132 37,61156 31,58027 17.05.2009
AKSARAY 1139  38,42615 34,10585 02.06.2002
KONYA 1176  38,91260 31,09637 01.06.2002
KONYA 1189  38,91748 31,07088 01.06.2002
Grup7 NEVSEHIR 1263  38,94582 34,55953 03.06.2003
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-

Sekil 2. Orneklem haritasi; renklendirmede drneklem tablosundaki
grup renklendirmesi kullanilmistir
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2.2 DNA Uygulamalari ve Analizleri

2.2.1 DNA izolasyonu

Her bir bireyin arka bacagindan tuzla ¢oktiirme (salting out) yontemiyle total DNA
izolasyonu gerceklestirilmistir. Alkolde saklanan dokulardan alkoliin uzaklastirilmasi
amaciyla ornekler iki kez distile su (dH»O) ile yikanarak bir giin boyunca kurutma
kagidi tlizerinde kurutulmustur. Kurutma islemi tamamlanan dokular mikrosantrifiij
tiiplerine aktarilmis ve -80°C’de bir gece boyunca bekletilerek dondurma islemi
uygulanmistir. Bu asama kiigiik boyutlu olan arka bacak dokularinin iyi bir sekilde
par¢alanmasina yardimeci olmasi amaciyla uygulanmistir. Dondurulan dokular
mikrosantrifiij tiipii icerisinde hizli bir sekilde tamamiyla ezildikten hemen sonra her bir
tipe 300 ul TNES tamponu (50 mM Tris-HCI pH: 7,5; 400 mM NaCl; 20 mM EDTA
pH: 8,0; % 0,5 SDS) ve 100 pg/ml proteinaz K eklenmistir. TNES tamponu eklenen
mikrosantrifiij tiipleri hafifce vorteksle karistirildiktan sonra 37°C’de 12-18 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda her bir tiipe 85 pl 5M NaCl
eklenmistir ve homojen dagilmasi i¢in 15 sn vorteks yardimiyla karistirilmistir.
Homojen bir seklde karistirilan 6rnekler 14,000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir.
Santrifiijlenen 6rneklerin iist faz1 baska bir tiipe aktarilip tizerine bir hacim % 100’liik
etanol eklenmistir. Daha sonra Ornekler 16,000 rpm’de 6 dk santrifiij edilmistir.
Santrifiij uygulamasi sonucunda elde edilen pelet % 70’lik etanolle yikandiktan sonra
16,000 rpm’de 2-3 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi kalan etanol peletten
tiimiiyle uzaklastirilarak pelet biiytikliigline bagl olarak 35-50 ul 1X TE (10 mM Tris-
HCI1 pH: 8,0; 1 mM EDTA pH: 8,0) tamponunda ¢dziinmiistiir. Izole edilen DNA
orneklerinin NanoDrop cihazinda kalitesi 6lciilmiistiir. Izolasyon islemi tamamlanan

DNA ornekleri -20°C’de saklanmustir.

2.2.2 AFLP uygulamasi

2.2.21  Cekirdek DNA’simin restriksiyon enzimleriyle kesimi ve ligasyon islemi

Izole edilen ¢ekirdek DNA &rneklerinin kesim islemi Msel (New England BioLabs) ve
EcoRI (New England Biolabs) restriksiyon enzimleriyle gerceklestirilmistir. Kesim
reaksiyon ortami son hacim 30 pl olacak sekilde hazirlanmistir. Reaksiyon ortamina 4
ul 10X AFLP D/L tamponu (100 mM Tris; 100 mM MgAc; 500 mM KAc; 50 mM
DTT; 10 ng/ul BSA; pH: 7,5), 0,4 ul EcoRI (20 U/ul); 0,4 ul Msel (10 U/ul) ve 100-
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250 ng DNA eklenmistir. Kesim reaksiyonu i¢in hazirlanan 6rnekler 37°C’de 1 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon islemi tamamlandiktan sonra olusan yapiskan
uclara adaptorlerin ligasyon (baglanma) islemi uygulanmistir. Bu asamada ilk olarak

adaptorler (Tablo 2) ligasyon islemi i¢in hazirlanmustir.

Tablo 2. Kullanilan Msel ve EcoRI adaptorlerinin niikleotid dizisi

Adaptor Niikleotid dizisi

Msel.1 5’-GACGATGAGTCCTGAG-3’
Msel.2 3’-TACTCAGGACTCAT-S’
EcoRI.1 5’-CTCGTAGACTGCGTACC-3’
EcoRI.2 3’-CATCTGACGCATGGTTAA-S’

50 uM Msel (100 ul 100 uM Msel.1; 100 ul 100 uM Msel.2; 2 pl 1 M Tris-HCI pH:8,0;
2 ul 5 M NaCl; 0,4 ul EDTA) ve 5 uM EcoRI (10 pl 100 uM EcoRI.1; 10 pl 100 uM
EcoRI.2; 2 pul 1 M Tris-HCI pH:8,0; 2 ul 5 M NaCl; 0,4 ul EDTA; 175,6 ul ddH,0)
adaptorleri BIO-RAD T100 Thermo-Cycler cihazinda Tablo 3’deki kosullar altinda

hazirlanmastir.
Tablo 3. Adaptorlerin sicaklik ve dongii kosullar
Sicakhik Siire  Dongii Sayisi
95°C 2 dk 1
Dakikada 1°C azalacak sekilde 1dk 20

Adaptorler hazirlandiktan sonra ligasyon islemi i¢in son hacim 30 pul olacak sekilde
reaksiyon ortamu hazirlanmigtir. Reaksiyon ortam igerigine 1 pl 10X AFLP D/L
tamponu, 1 pl 10 mM ATP, 1,1 pl 5 mM EcoRI adaptorii, 1 pl 50 mM Msel adaptorii ve
0,6 U T4 DNA ligaz eklenmistir. Bu reaksiyon karisimi, kesim reaksiyon (10 pl)
ortamma eklenerek 37°C’de 3 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon islemi
tamamlanan 6rnekler 200 pl 1X T1pEq 1 (1 ml 1M Tris-HCI pH: 8,0; 20 ul1 0,5 M EDTA,
100 ul dH,0) tamponu ile seyreltilmistir.

2.2.2.2  On secici amplifikasyon

Ligasyon isleminden sonra 6n secici amplifikasyon islemi uygulanmistir. Bu agamada
EcoRI-A ve Msel-C primerleri (Tablo 4) kullanilmistir. On segici amplifikasyon icin

PZR ortam1 50 pl son hacimde hazirlanmistir. 50 pl reaksiyon ortaminin igerigine 5 pl
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ligasyon tirlinii, 5 pl 10X PZR tamponu, 6 pl 25 mM MgCly, 1,5 pl 2,75 mM EcoRI-A,
1,5 ul 2,75 mM Msel-C, 1 ul 10 mM dNTP ve 1 U Taq DNA polimeraz eklenmistir.

Tablo 4. Kullanilan Msel-C ve EcoRI-A primerlerinin niikleotid dizisi

Primer Niikleotid dizisi
Msel-C 5’-GATGAGTCCTGAGTAAC-3’
EcoRI-A 5’-GACTGCGTACCAATTCA-3’

PZR reaksiyonu BIO-RAD T100 Thermo-Cycler cihazinda Tablo 5’deki kosullar

altinda gercgeklestirilmistir.

Tablo 5. On segici amplifikasyon kosullari

Reaksiyon Basamaklari Sicakhk Siire Dongii Sayis1
Denatiirasyon 94°C 30sn

Baglanma 56°C 1 dk 25
Uzama 72°C 1dk

PZR reaksiyon iirtinleri 20 pul 1X TyoEo 1 tamponu ile seyreltilmistir. Seyreltilen tirlinler

% 1’lik agaroz jelde kontrol edilmistir.

2.2.2.3  Secici amplifikasyon

On segici amplifikasyon isleminden sonra segici amplifikasyon islemi
gerceklestirilmistir. Bu agsamada Msel-CTG ve 700 nm floresan isaretli ECORI-AAG

(Tablo 6) primerleri kullanilmustir.

Tablo 6. Kullanilan Msel-CTG ve EcoRI-AAG primerlerinin niikleotid dizisi

Primer Niikleotid dizisi
Msel-CTG 5’-GATGAGTCCTGAGTAACTG-3’
EcoRI-AAG 5’-GACTGCGTACCAATTCAAG-3’

Secici amplifikasyon i¢in PZR ortami son hacim 20 pl olacak sekilde hazirlanmistir.
Reaksiyon ortam icerigine 5 pl 6n segici amplifikasyon iiriinii, 1,6 pul 0,46 uM EcoRI-
AAG, 3 ul 2,75 uM Msel-CTG, 0,4 ul 10 mM dNTP ve 1 U Taq DNA polimeraz
eklenmistir. PZR reaksiyonu BIO-RAD T100 Thermo-Cycler cihazinda Tablo 7°deki

kosullar altinda gerceklestirilmistir.
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Tablo 7. Secici amplifikasyon kosullar

Reaksiyon Basamaklari Sicakhk Siire Dongii Sayisi
Denatiirasyon 94°C 10 sn

Baglanma 65°C* 30 sn 13
Uzama 72°C 1dk

Denatiirasyon 94°C 30 sn

Baglanma 56°C 30sn 23
Uzama 72°C** 1dk

Son uzama 72°C 1dk 1

* Her dongiide sicaklik 0,7°C azaltilmistir. ** Her dongiide siire 1 sn arttirilmistir.

2.2.24  Secici amplifikasyon iiriinlerinin goriintiilenmesi

Se¢ici amplifikasyon iiriinleri % 6,5’lik denatiire edici poliakrilamit jel tizerinde kontrol
edilmistir. Jel karisimi son hacim 30 ml olacak sekilde hazirlanmistir. Jel igerigine
10,237 g iire, 2,437 ml 10X TBE (pH: 8,3), 4,875 ml %40 Akrilamit/bisakrilamit (19:1)
¢ozeltisi, 18,28 ul TEMED ve 182,812 pul %10 APS eklenmistir. Polimerlesme
isleminin tamamlanmasi i¢in jel 1,5-2 saat oda sicakliginda bekletilmistir. Polimerlesen
jel 1X TBE tamponu ile Li-Cor NEN Model 4300 DNA Analyzer cihazina
yerlestirilerek 6n yiiriime islemi gergeklestirilmistir. Bantlar1 kontrol etmek amaciyla
50-350 bp’lik 700 nm isaretli belirte¢ kullanilmigtir. Belirtecin barindirdigi bantlar ve
uzunluklar1 (bp) Sekil 3’te verilmistir. Segici amplifikasyon {irlinleri ve belirteg jele
yiikkleme isleminden 6nce 95°C’de 2 dk inkiibe edildikten sonra direkt buz iizerine
alinmigtir. Ornekler 0,5-1 pl hacimde jele yiiklenerek 16-18 saat yiiriitiilmiistiir.
Yiirlitme islemi tamamlandiktan sonra cihaz tarafindan kaydedilen goriintii iizerinden

belirteg bantlari baz alinarak bant profilleri ¢ikarilmistir (Sekil 3).
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Sekil 3. AFLP iirlinlerinin jel goriintiisii

2.2.3 Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) vyontemiyle ATP8 geninin
amplifikasyonu

DNA izolasyonu tamamlanan 6rneklerin mitokondri genomuna ait ATP8 gen bolgesi
PZR yontemi ile ¢ogaltilmistir. Bu amagla ATP8 gen bdlgesi i¢in proje kapsaminda

tasarlanan primer ¢ifti kullanilmistir (Tablo 8).

Tablo 8. PZR reaksiyonlarinda kullanilan primer gifti ile ilgili bilgiler

Primer Niikleotid Dizisi Baz Twm Fragment
Sayisi  Degeri  Uzunlugu

ATP8F 5-GTACTGGTCTCTTAAACCA-3> 19 53°C

ATP8R 5’-CGAGATGGTACTAATCAGA-3* 19 53°C 417 bp

Reaksiyon ortami son hacim 50 pl olacak sekilde hazirlanmistir. Reaksiyon hacminin
icerigine 0,5 U Taq DNA polimeraz, 5 pl 10X PZR tamponu (100 mM Tris—HCI pH
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8,8; 500 mM KCI; % 0,8 Nonidet P—40), 2,5 mM dNTP, 1,5 mM MgCl; ve 100 ng kalip
DNA eklenmistir. PZR islemi BIO-RAD T100 Thermo-Cycler cihazinda

gerceklestirilmistir. Reaksiyon kosullar1 Tablo 9’da verilmistir.

Tablo 9. PZR reaksiyon kosullar1

Dongii
Reaksiyon Basamaklari Sicakhik Siire Sayis1
Baslangi¢c Denatiirasyonu 95°C 5dk 1
Denatiirasyon 94°C 30sn
Primer Baglanmasi Ta 30sn 35
Uzama 72°C 40sn
Son Uzama 72°C 5dk 1

PZR iirtinleri % 1°lik agaroz jel izerinde kontrol edilmistir (Sekil 4).

ng/10pL

Sekil 4. ATP8 gen bolgesine ait PZR iiriinlerinin jel goriintiisii

2.24 ATP8 gen bolgesine ait PZR iiriinlerinin saflagtirilmasi

Dizileme oncesinde PZR iiriinlerinin saflastirilmasi islemi polietilen glikol yontemi ile
gerceklestirilmistir. Bu amagla PZR {iriin miktarinin 1,5 kat1 hacimde % 10’luk PEG
cozeltisi (25 mM NaCl) iriin lizerine eklenerek 37°C’de 40 dk inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi ornekler 15,000-17,500 g’de 15-17 dk santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonrasi1 iist faz atilarak pelet lizerine % 80’lik soguk etanol
eklenmistir. Soguk etanol eklenen pelet -20°C’de 5-10 dk bekletildikten sonra 15,000-
16,000 g’de 15 dk santrifiij edilmistir. Son olarak alkol tamamen uzaklastirildiktan
sonra pelet 20-30 pl dH,0O’da ¢ozlinmiistiir.
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2.2.5 ATP8 gen bolgesine ait PZR iiriinlerinin dizilenmesi ve hizalanmasi

Saflagtirma islemi tamamlanan PZR iirlinlerinin dizileme islemleri iki yonlii ve hizmet
allmi  yolu ile gergeklestirilmistir. Dizileme reaksiyonlar1 sonrasinda DNA
fragmanlarimin hizalama asamalari, ileri ve geri yonli niikleotid dizileri Codon Code
Aligner 3.5.6 (Ewing vd., 1998) programina aktarilarak ¢akistirilmig ve gozle kontrol
edilerek gerceklestirilmistir (Sekil 5).

1 CodonCode Algner
Fie Edit Go Sample Contig Tooks View Window Help
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» [ 114418 Show dfferances | Arow Lavout ¥ B J
» [ 1381 ATPS
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v 3 neaame e b t0bp p
» [0 14z AT i
» 1 a2 ATPS A
» [ 1434708
> [ 1484 ATRS
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Sekil 5. Ileri ve geri yonlii niikleotid dizilerinin Codon Code Aligner 3.5.6 programiyla
hizalanmasi

Cakistirilan ileri ve geri yonli niikleotid dizileri Mega v 5,0 programina (Tamura vd.,

2007) aktarilarak ¢oklu hizalamalari tamamlanmistir (Sekil 6).

Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
DEE%| =@ 6wy o o myE XX (BB a0 ARG R

DNASequences | Transiated Protein Sequences|

Species/Abb| Group Name
1.302-1_ATPE
2. 302-4_ATP8
3. 3025_ATPS
4. 306-1_ATPE
5. 306-2_ATPS
6. 306-3_ATPS
|7.309-1_ATP8
6. 300-2_ATPS
0. 300-3_ATPE
10. 311-1_ATP
11.311-2_ATP.
12.311-3_ATP.
13, 314-1_ATP
14.314-2_ATP.
15. 314-3_ATP
[16. 315-1_ATP.
17.315-2_ATP.
18. 315-3_ATP
19. 320-1_ATP.
[20. 320-2_ATP
121. 320-3_ATP
[22. 384-1_ATP
123.384-2_ATP
[24. 384.3_ATP
[25. 148-1_ATP
|26. 148-2_ATP
[27. 148-3_ATP
[28. 148-4_ATP
[20. 148-5_ATP
20.289-1 ATP.
L]

site # E & with  © wlo Gaos

Sekil 6. Cakistirilan niikleotid dizilerinin Mega v 5.0 programiyla ¢oklu hizalanmasi
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2.2.6 Veri analizleri

2.2.6.1 Veri setlerinin hazirlanmasi

Mitokondri genomuna ait ATP8 geninin hizalama islemleri tamamlandiktan sonra gen
bolgesine ait niikleotid dizileri NEXUS ve PHYLIP dosya uzantili formatlarda
kaydedilerek analizlerde kullanilmak iizere bilgisayar ortaminda saklanmigtir. AFLP
veri seti, belirlenen pozisyonlarda bant profillerinin bulunup bulunmamasina gore 1 ve
0 degerleri lizerinden olusturulmustur. Daha sonra veri seti ARLEQUIN, STRUCTURE
ve NEXUS formatinda kaydedilerek bilgisayar ortaminda saklanmistir. Ek olarak,
yiikseklige dayali olusturulan her bir grubu temsil eden populasyonlarin enlem ve
boylam bilgilerine bagli olarak Meteoroloji Genel Miidirliigii’niin merkez ve tasra
birimlerince gdzlem, 6l¢iim ve hesaplama sonucu elde edilen meteorolojik veriler temin
edilmistir (Tablo 10). Bu veriler basing, sicaklik, ylizde nem, yagis miktari, riizgar hizi,
giineslenme siiresi ve siddetine ek olarak toprak iistii minimum sicaklik ve topragin 5
cm alt1 sicakligi parametrelerinden olusmaktadir. Bazi lokalitelerin baz1 meteorolojik
verilerine ulagilamadigindan analizlere dahil edilememistir. Bu lokalitelere en yakin baz
istasyonlariin verilerinin analizlere dahil etmek (istasyon ile drneklem lokalitesinin
yiikseklik farklari fazla olmasindan dolayi) yanlis sonuglar verebileceginden ilgili

lokalitenin meteorolojik veri kismi bos birakilmistir.

Tablo 10. Meteroloji Genel Midirligi’'nden temin edilen lokalitelere gore
meteorolojik veriler

2 © S | 5 =
_ = |ZE]c | |% £ gl g
s | s | % |EE|E | vz 2|y
g | Z = 2 | Z2|2 |=£ D LE| 2| 2|2
E |3 5 5 | 5|5 |5 |5E|l58 /65815868
Grup 1l ANTALYA 1004,22 | 20,62 | 15,11 | 19,04 | 74,1 | 2,25 | 26,71 | 8,152 | 531,1 28
BURSA 17,1
KUTAHYA 997,88 | 20,72 | 13,82 | 1592 | 62,6 | 1,8 25,6 | 8,746 62,3
EDIRNE 1008,22 | 17,18 9,4 12,66 64 1,94 | 20,64 | 7,656 | 340,4 45
HATAY 998,44 20,8 14,58 11,2 472 | 1,38 24,2 9,092 | 415,7 | 73,1
MUGLA 938,18 17,6 9,84 11,32 | 58,1 | 2,44 | 21,06 | 8,438 | 4545 | 52,7
SAMSUN 15,7
EDIRNE 1008,22 | 17,18 9,4 12,66 64 1,94 | 20,64 | 7,656 | 340,4 45
Grup 2 ICEL 1009,92 | 21,14 | 15,22 | 1952 | 73,1 | 2,48 | 26,44 | 8,488 | 520,9 26
BOLU 13,2
ADANA 1008,04 | 21,32 | 13,64 | 17,88 | 67,7 | 1,72 | 2554 | 8,512 | 447,2 | 39,4
Grup3 | AMASYA 965,32 | 17,12 | 8,96 | 10,66 | 55,4 | 1,82 20,8 | 7,114 | 4459 | 41,2
BOLU 13,04
BALIKKESIR 997,56 | 17,24 | 8,94 | 13,08 66 2,1 21,08 | 8,138 | 375,1 | 36,8
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KASTAMONU | 921,82 | 13,14 | 556 | 9,96 | 64,4 | 1,4 | 16,36 | 7,088 | 390,1 | 52,9
HATAY 998,44 | 19,8 | 14,01 | 10,34 | 47,2 | 1,87 | 24,02 | 8,975 | 402,7 | 78,3
Grup4 | ADIYAMAN 20,72
SAMSUN 1010,64 | 16,66 | 9,96 | 13,96 | 70,7 | 1,58 | 19,96 | 6,348 | 414 | 60,1
BOLU 951,78 | 1526 | 7,86 | 11,38 | 63,8 | 2,66 | 17,72 | 7,68 | 433,1 | 38,2
BOLU 951,78 | 1526 | 7,86 | 11,38 | 63,8 | 2,66 | 17,72 | 7,68 | 433,1 | 38,2
KILIS
ADIYAMAN
ANKARA 15,42
Grup5 | AFYON 14,42
ANKARA 15,42
USAK 922,54 | 14,62 | 6,68 | 10,46 | 62,6 | 2,74 | 17,34 | 7,352 | 377,2 | 28,7
ISPARTA 15,18
KONYA 897,32 | 17,14 | 9556 | 868 | 46 | 154 | 17,42 | 8,92 | 5421 | 28
SIVAS
YOZGAT 12,22
Grup6 | AKSARAY 15,68
CORUM 921,86 | 14,02 | 49 | 1016 | 63,4 | 2,1 | 17,14 | 7,426 | 4532 | 44,6
KUTAHYA 903,6 | 1384 | 4,94 | 984 | 618 | 16 | 16,7 | 7,278 | 466,7 | 44
BOLU
KAYSERI 891 145 | 398 | 96 |[591|208 | 1892 | 8,12 | 459 | 39,7
KONYA
AKSARAY
KONYA
Grup7 | NEVSEHIR 873,42 | 13,92 | 514 | 866 | 552 | 2,44 | 16,78 | 8,508 39,3
SIVAS 869,78 | 12,64 | 458 | 8,92 | 61,1 | 1,62 | 16,26 | 8,242 | 400,3 | 42,3
KARAMAN 15,54
ERZINCAN 1496 | 594 | 962 | 56 | 1,9 | 1854 | 7,786 | 442 | 38,1
Grup8 | ERZINCAN 1496 | 594 | 962 | 56 | 1,9 | 1854 | 7,786 | 442 | 38,1
MALATYA 14,72
ARDAHAN 10,8
SIVAS 10,8
SIVAS 11,6
ERZINCAN 876,32 | 12,9 | 594 | 962 | 56 | 1,9 | 18,54 | 7,786 | 442 | 381
Grup9 | SIVAS 10,2
KAYSERI 11,01
SIVAS 10,2
ERZURUM 9,6
NiGDE 11,68
AKSARAY 13,4
VAN 828,86 | 12,56 | 4,26 | 8,44 | 558 | 2,3 | 17,58 | 9,198 | 538,7 | 345
KARS 820,16 | 8,94 | 1,34 | 854 | 70,3 | 3,12 | 11,64 | 7,456 | 4448 | 58,5

2.2.6.2 ATPS8 veri setinin analizi

Populasyonlarin ve gruplarin barindirdigi haplotipler ATP8 veri seti lizerinden DnaSP
v.5 (Librado ve Rozas, 2009) programi kullanilarak belirlenmistir. Ayn1 veri seti
tizerinden ARLEQUIN v.3.5 programi ile populasyonlarin ve gruplarin niikleotid
cesitliligi (m), haplotip cesitliligi (h), Ozglin haplotiplerin sayis1 ve niikleotid
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farkliliklarinin ortalama sayisi1 (k) hesaplanmistir. Bu hesaplama ile tiiriin ve her bir
populasyonun barindirdig1 toplam genetik c¢esitliligi belirlenmis ve bu cesitliligin
yiikseklige bagli olarak belirledigimiz gruplardaki temsil oranlar agiga cikarilmistir.
Ayni zamanda niikleotid ¢esitliliginin se¢ilim baskisina maruz kalip kalmadigini test
etmek icin ARLEQUIN v.3.1 programinda yer alan Tajima’nin D (Tajima, 1989) ve
Fu'nun Fs (Fu, 1997) analizleriyle nétralite indeksleri hesaplanmistir. indekslerin
anlamlilik diizeyleri 1000 tekrarli rastgele permiitasyon analizi uygulanarak anlamlilik
derecesi olarak p < 0,05 diizeyi kabul edilmistir. CONTRIB v.1.02 (Petit vd., 1998)
programui ile genetik ¢esitlilik (Cs) ve farklilagsma bilesenleri (C,) hesaplanarak her bir
populasyonun ve grubun genetik ¢esitlilik ve genetik farklilasmaya olan katkis1 tahmin
edilmistir. R paket programi (URL-3) ile lokalitelerin yiikseklik bagimli olarak hem

haplotip ¢esitliligi hem de beklenen heterozigotluk degerlerinin regresyonu yapilmistir.

Populasyonlarin ve gruplarin ikili genetik farklilagsmalart ARLEQUIN v.3.1 programi
kullanilarak Fst degerleri tlizerinden hesaplanmistir. Genetik farklilasma degerlerinin
anlamlilik dereceleri 1000 tekrarli rastgele permiitasyon analizi ile test edilmistir. Ayni1
zamanda GenAlEx v.6.3 (Peakall ve Smouse, 2006) programinda bulunan Mantel
opsiyonu kullanilarak IBD (isolation by distance) Oriintiileri analiz edilmistir. IBD
orlintiileri lizerinden, mevcut genetik yapilanmada cografik uzaklik ile genetik uzaklik
arasindaki iligki test edilmistir. BAPS (Corander vd., 2003; Corander ve Marttinen,
2006) programi ve R tabanli PSMIX (Wu vd., 2006) paket yazilimi ile yiiksek rakimli
bolgelerdeki populasyonlarin diisiik rakimli bolgelerde bulunan populasyonlara oranla
yiiksek sayida genetik olarak farklilasmis populasyon igerip icermedigi belirlenerek gen

akiginin yiiksek rakimli bolgelerde sinirlandirilmis oldugu hipotezi test edilmistir.

Temel bilesenlerin ayristirma analizi (DAPC) ile genetik kiimelerin sayis1 ve her bireyin
bu kiimelerden herhangi birine ait olma olasiligi hesaplanmistir. Adegenet v.1.3-6
(Jombart, 2013) R paket yazilimi ile ¢oklu varyete yaklasimi kullanarak genetik agidan
akraba bireylerin kiimelerini belirleyen DAPC yaklagimi (Jombart 2008; Jombart vd.,
2010) ve gruplandirma yapan DAPC analizi gerceklestirilmistir. Bu amacgla maksimum
kiimelenme sayis1 sirasiyla 20, 30 ve 60 olarak girilerek anlamli bir kiimelenme
Oriintiisii bulunmaya c¢alisilmistir. Analize dahil edilen temel bilesenler 60 olarak

secilmistir.
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Ayn1 zamanda ATP8 veri seti lizerinden INCA 2.1 programi (Supek ve Vlahovicekl,
2004) kullanilarak MILC (Measure independent of length and composition; Supek ve
Vlahoviéekl, 2005) yaklagimiyla kodon kullanim egilimleri, MELP (MILC-based
expression level predictor) yaklasimiyla da bu genlerin ifade edilme (ekspresyon)
diizeyleri belirlenmistir. Boylece yiikseklik ve yiikseklige bagli diger cevresel
degiskenlerin populasyonlar iizerine se¢ilim baskisina yol agip agmadig test edilmistir.
Ek olarak Mega v.5 programinda omurgasiz hayvanlar mitokondriyal genetik kodu
kullanilarak genlere ait niikleotid dizileri amino asit dizisine doniistiiriilmiis ve amino
asit degisim tablosu olusturulmustur. Boylece degisimlerin yiikseklik ve analizler
sonucunda elde edilen genetik kiimelerle iligkisi test edilerek ATP8 geninde gozlenen
amino asit degisimlerinin sergiledigi oriintii belirlenmistir. Grantham (1974) tarafindan
rapor edilen genel bir yer degistirme matrisi kullanilarak amino asit degisimlerinin
kodlanan polipeptidlerin 6zelliklerinde degisime yol agip agmadigi test edilmistir. Bu
analiz sonucunda degisimler, farkli fizikokimyasal 6zellige sahip amino asit degisimi
ise radikal ve benzer fizikokimyasal 6zellige sahip amino asit degisimi ise korunmusg
olarak siniflandirilarak grup i¢indeki ve gruplar arasindaki amino asit degisim Oriintiisii

belirlenmistir.
2.2.6.3  AFLP veri setinin analizi

Populasyonlarin ve gruplarin ikili genetik farklilagmalart AFLP veri seti iizerinden
ARLEQUIN v.3.1 programi kullanilarak Fst degerleri {izerinden hesaplanmistir.
Genetik farklilasma degerlerinin  anlamlilik  dereceleri 1000 tekrarli rastgele
permiitasyon analizi ile test edilmistir. Ek olarak gruplarin barindirdigi polimorfik bant

sayis1 belirlenmistir.

GenAlIEx v.6.3 programinda bulunan Mantel opsiyonu kullanilarak IBD (isolation by
distance) oOrlintiileri analiz edilmistir. IBD Oriintiileri iizerinden, mevcut genetik

yapilanmada cografik uzaklik ile genetik uzaklik arasindaki iligki test edilmistir.

BAPS (Corander vd., 2003; Corander ve Marttinen, 2006) program: ve R tabanl
PSMIX (Wu vd., 2006) paket yazilimi ile yiiksek rakimli bolgelerdeki populasyonlarin
diisiik rakimli bolgelerde bulunan populasyonlara oranla yiiksek sayida genetik olarak
farklilasmis populasyon igerip igermedigi belirlenerek gen akisinin yiiksek rakiml

bolgelerde siirlandirilmis oldugu hipotezi test edilmistir.
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Populasyonlarin genetik uzakliklarinin belirlenmesi igin Nei’nin genetik uzaklik
degerleri POPGENE 1.32 (Yeh vd., 1997) programinda hesaplanmistir. Nei’nin genetik
uzaklik degerleri iizerinden temel bilesenler analizi yapilarak populasyonlarin anlaml

bir kiimelenme Oriintiisii sergileyip sergilemedigi test edilmistir.

Bayes metodu tabanli ¢alisan STRUCTURE 2.3.3 (Pritchard vd., 2000) programi
kullanilarak genetik olarak farklilagmis populasyonlarin olusturduklart gruplar
belirlenmistir. Bu amagla K = 1’den K = 6’ya kadar farkli kiimeleme sayilar referans
alimmustir. Her bir simiilasyon i¢in 1,000,000 MCMC (Markov Chain Monte Carlo)
tekrar baz alinmistir ve bu verilerin ilk 100,000 tanesi analizin giivenirliligini arttirmak
amaciyla elemine edilmistir. Her bir K degeri igin analiz birbirinden bagimsiz olarak 50
defa tekrarlanmigtir. Analiz sonuglarinin degerlendirilmesi ve gorsellestirilmesi

amaciyla STRUCTURE HARVESTER (Evanno vd., 2005) programi kullanilmistir.
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3. BULGULAR

3.1.  ATP8 Veri Setine Ait Bulgular

ATP8 veri seti iizerinden populasyonlarin ve gruplarin barindirdigi haplotipler analiz
edilmistir. Analiz sonucuna gore gruplarin toplamda 11 tane haplotip barindirdig:
belirlenmistir. En ¢ok haplotip barindiran grubun ise Grup 3 oldugu saptanmistir. Ek
olarak gruplar arasinda toplam 3 haplotipin paylasildigi saptanmistir (Tablo 11).

Tablo 11. Paylasilan haplotiplerin gruplar arasinda dagilimi

Grup Grup Grup Grup Grup Grup Grup Grup Grup

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Hap 1 22 15 11 21 19 24 14 19 20
Hap 3 1 0 2 0 0 0 0 0 0
Hap 6 0 0 1 0 1 0 0 0 1

Haplotipleri belirlenen gruplarin niikleotid gesitliligi (=), haplotip ¢esitliligi (h), 6zgiin
haplotiplerin sayis1 ve niikleotid farkliliklarinin ortalama sayis1 (k) ARLEQUIN v.3.5
programi kullanilarak hesaplanmistir (Tablo 12).

Tablo 12. ATP8 dizi verisine gore gruplarin barindirdig genetik cesitlilik

Haplotip Ozgiin

N sayis1 haplotip sayis1 h T k
Grup 1 24 3 1 0,08333 0,166667 0,665788
Grup 2 15 1 0 0 0 0
Grup 3 20 6 3 0,16526 0,826316 2,523638
Grup 4 21 1 0 0 0 0
Grup 5 21 3 1 0,09524 0,190476 0,703497
Grup 6 24 1 0 0 0 0
Grup 7 15 2 1 0,13333 0,13333 0,356423
Grup 8 20 2 1 0,10 0,10 0,3190
Grup 9 22 3 1 0,0909 0,18181  0,6898

N: birey sayisi, h: haplotip ¢esitliligi, w: niikleotid cesitliligi, k: niikleotid farkliliklarinin
ortalamast
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Niikleotid ¢esitliligi acisindan degerlendirildiginde en yiiksek niikleotid cesitliligine
sahip olan grubun Grup 3 oldugu saptanmistir. Niikleotit ¢esitlilik degeri 0 olan Grup 2,
Grup 4 ve Grup 6 ise niikleotid ¢esitliligi en diisiik olan gruplardir.

Haplotip c¢esitliligi acisindan degerlendirildiginde Grup 3’in en yiliksek haplotip
cesitliligine sahip oldugu saptanmistir. En disiik haplotip ¢esitliligine sahip olan

gruplarin ise grup 2, grup 4 ve grup 6 oldugu saptanmastir.

Ozgiin haplotip sayisina bakildiginda en fazla haplotip barmdiran grubun grup 3 oldugu
saptanmistir. Grup 2, Grup 4 ve Grup 6’min ise Ozglin haplotip barindirmadigi

saptanmistir.

Niikleotid farkliliklarinin ortalamasi degerlendirildiginde ise en yiiksek degere sahip
olan grubun Grup 3 oldugu saptanmustir. Niikleotid farkliliklarinin ortalamasi en diisiik

olan gruplarin ise Grup 2, Grup 4 ve Grup 6 oldugu saptanmaistir.

Gruplarin  barindirdigr niikleotid g¢esitliliginin  secilim baskisina maruz kalip
kalmadiginin belirlenmesi i¢in Tajima’nin D (Tajima, 1989) ve Fu'nun Fs (Fu, 1997)
analizleri kullanilarak hesaplanan noétralite indeksleri Tablo 13’de verilmistir.
Indekslerin anlamlilik derecesi (p) 1000 tekrarli rastgele permiitasyon analizi ile
hesaplanmistir. Anlamlilik derecesi Tajima’nin D analizi i¢in p < 0,05 olan degerler ve
Fu'nun F; testi i¢in p < 0,02 olan degerler anlamli kabul edilerek koyu renkle
belirtilmistir (Tablo 13). Tajima’nin D analizine gore grup 1, grup 5 ve grup 9’a ait
notralite indekslerinin anlamli oldugu saptanmistir. Fu'nun Fs analizine gére grup 1,

grup 3, grup 5 ve grup 9’a ait notralite indekslerinin anlamli oldugu saptanmustir.
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Tablo 13. ATP8 veri seti iizerinden hesaplanan nétralite indeksleri

N D Pb Fs Prs
Grup 1 24 -1,51469 0,015 -2,07839 0,007
Grup 2 15 0 1 0 1
Grup 3 20 -1,26582 0,094 -2,86374 0,006
Grup 4 21 0 1 0 1
Grup 5 21 -1,51414 0,04 -1,91967 0,012
Grup 6 24 0 1 0 1
Grup 7 15 -1,15945 0,149 -0,64899 0,104
Grup 8 20 -1,16439 0,146 -0,8793 0,073
Grup 9 22 -1,51481 0,048 -1,97435 0,008

N: birey sayist, D: Tajima’nin D degeri, Pp: Tajima D anlamlilik degeri, Fs: Fu’nun Fq degeri, Prs: Fu Fq
anlamlilik degeri

Gruplarin ve populasyonlarin genetik ¢esitlilik (Cs) ve genetik uzaklik (Cp)
bilesenlerine olan katkisini belirlemek amaciyla yapilan analiz sonuglart Tablo 14’te
verilmistir. Analiz sonucunda total genetik ¢esitlilige (C;) katkis1 en yiiksek olan grubun
Grup 3 oldugu saptanmistir. Ayn1 zamanda genetik uzaklik (Cp) ve genetik gesitlilik
(Cs) orani en yiiksek olan grubun Grup 3 oldugu saptanmistir. Ek olarak her bir grup
icin paylasilan haplotipler lizerinden hesaplanan ortalama genetik farklilik degeri (DHs)
ve her bir grup icin tiim haplotipler {izerinden hesaplanan ortalama genetik farklilik

degeri (DHy) en yliksek olan grubun da Grup 3 oldugu saptanmustir.
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Tablo 14. ATP8 veri seti ile yapilan CONTRIB analiz sonuglari

DHs DH; Ci Cs Co
Grup 1 0,161 0,169 -0,016 0,003 -0,019
Grup 2 0,090 0,105 -0,119 -0,111 -0,008
Grup 3 0,384 0,475 0,473 0,359 0,114
Grup 4 0,090 0,105 -0,119 -0,111 -0,008
Grup 5 0,171 0,178 -0,001 0,018 -0,019
Grup 6 0,090 0,105 -0,119 -0,111 -0,008
Grup 7 0,148 0,156 -0,036 -0,018 -0,018
Grup 8 0,133 0,143 -0,057 -0,041 -0,016
Grup 9 0,167 0,175 -0,006 0,013 -0,019

DHs: Paylagilan haplotipler i¢in hesaplanan ortalama genetik farklilhik, DHy Tim
haplotipler i¢in hesaplanan ortalama genetik farklilik, Ct: Grubun Cs ve Cqy degerleri ile
birlikte total genetik gesitlilige katkisi, Cs: Grubun genetik cesitlilige katkis1 Cq: Grubun
genetik farklilasmaya katkisi

Yapilan ¢oklu regresyon analizi sonucunda haplotip ¢esitliligi ile ortalama riizgar
siddeti ve ortalama 5 cm toprak alt1 sicaklik arasinda anlamli bir iliski bulunmustur
(Tablo 15). Ancak R-kare degeri (0,738) yiiksek ¢ikmaktadir. Diger yandan beklenen

heterozigotluk degerleri ile ekolojik faktorler arasinda anlamli bir iligki bulunamamustir.

Tablo 15. Ekolojik verilerin haplotip ¢esitliligi ile coklu regresyonu

Tahmin  Standard  t degeri P
hata

Yiikseklik 8,66E-07  2,12E-04  4,00E-03  0,9968
Sicakhik -3,78E-03  3,98E-03  -9,50E-01 0,3669
Basing 577E-02  1,18E-01 4,88E-01 0,6375
Toprak iistii sicakhik 5,33E-02 7,96E-02 6,69E-01 0,5201
Buhar basinci -3,22E-01 194E-01 -1,66E+00 0,1309
% Nem 7,75E-02  5,21E-02  1,49E+00 0,1710
Riizgar hizi (m/s) -3,00E-01 1,28E-01 -2,34E+00 0,0441*
5 cm toprak alti 2,02E-01 6,51E-02 3,10E+00 0,0126*
sicakhk

Giineslenme siiresi -7,39E-02 1,18E-01 -6,24E-01 0,5481
Giines siddeti -3,58E-04 1,50E-03 -2,39E-01 0,8165
Yagis miktari -1,18E-02  5,96E-03 -1,98E+00 0,0791
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Fst (Genetik yapiya bagli populasyonlar arasi farklilasma orani) degerleri kullanilarak
populasyonlarin ve gruplarin ikili genetik farklilagmalari hesaplanmistir. Gruplarin
ATP8 veri setlerine ait Fst degerleri Tablo 16 verilmistir. Farklilasma degerlerinin
anlamlilik dereceleri 1000 tekrarli rastgele permiitasyon analizi ile hesaplanmistir. Bu
hesaplama sonucunda anlamli ¢ikan Fst degerleri (p < 0,05) tablolarda koyu renkle
belirtilmistir. Yapilan analiz sonuglarina gére Grup 3’lin en yiiksek Fsr degerlerini

icerdigi saptanmustir.

Tablo 16. ATP8 veri setine gore gruplarin Fst degerleri

Grup 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 0,0000

2 -0,021 0,0000

3 0,0631 0,0588 0,0000

4  -0,005 0,0000 0,0859 0,000

5 0,0004 -0,016 0,0616 0,000 0,0000

6 -0,000 0,0000 0,0974 0,000 0,0065 0,00

7  -0,002 -0,000 0,0548 0,0232 -0,0033 0,032 0,000

8 -0,002 -0,015 0,0736 0,0025 -0,0007 0,009 0,002 0,000

9 00001 -0018 0,0647 -0,002 -0,023 0,004 -0,003 -0,001 0,0

Genetik yapilanmanin olusumunda genetik uzaklik ile cografik uzaklik arasinda bir
iliskinin olup olmadigi, olas1 IBD (isolation by distance) Oriintiileriyle test edilmistir.
Analizler Fst degeri ve lokalite verileri tizerinden gergeklestirilmistir. IBD analizi
sonuglar1 Sekil 7°de verilmistir. Yapilan analizler sonucunda populasyonlarin cografik
uzakliklar ile genetik uzakliklar1 arasinda anlamli bir iligski olmadig1 belirlenmistir (p=

0,41).
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Sekil 7. ATP8 veri setine gore IBD analizinin sonuglari

Yiiksek rakimli bolgelerdeki populasyonlarin daha fazla genetik olarak farklilagsmig
populasyonlar i¢erdigi hipotezini test etmek icin yapilan BAPS (Corander vd., 2003;
Corander ve Marttinen, 2006) analizi sonucunda aralarinda gen akisinin olmadigi 3 grup
elde edilmistir (Sekil 8). Ancak gruplarin barindirdigi populasyonlar incelendiginde
grup i¢inde oldukea farkl yiiksekliklerden populasyonlar bulundugu saptanmuistir.

O O CO-

Sekil 8. BAPS analizi sonucu elde edilen gruplarin gen akisi oriintiisii

INCA 2.1 programi1 (Supek ve Vlahovicekl, 2004) kullanilarak ATP8 veri seti tizerinden
MILC (Measure independent of length and composition; Supek ve Vlahovicekl, 2005)
yaklasimiyla kodon kullanim egilimleri, MELP (MILC-based expression level
predictor) yaklasimiyla da bu genlerin ifade edilme (ekspresyon) diizeyleri
hesaplanmistir. MILC ve MELP degerleri Tablo 17°de verilmistir. ATP8 veri setine
gore grup 2, grup 4 ve grup 6 en yiiksek MELP degerine sahipken en yiiksek MILC
degerine sahip olan grubun grup 3 oldugu saptanmustir.
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Tablo 17. ATP8 veri setine gore gruplarin ortalama MILC ve MELP degerleri

MILC MELP
Grupl -0,03852 0,847448
Grup 2 -0,04364 0,960149
Grup3 -0,0214  0,451297
Grup 4 -0,04364 0,960149
Grup5 -0,03345 0,873024
Grup 6 -0,04364 0,960149
Grup7 -0,0332  0,730382
Grup8 -0,03795 0,834991
Grup9 -0,03171 0,697687

DAPC analizi sonucunda, elde edilen BIC (Bayesian Information Criterion) degeri
girilen her grup sayisi i¢in siirekli bir diisiis sergilemis (Sekil 9) ve anlamli bir grupla

gerceklestirilememistir.

BIC Degeri
Grup Sayillarinin Karsilastirilmasi
2 -
(@)
&
o)
EE
e
S
w
]

0 10 20 30 40 50
Grup Sayisi
Sekil 9. DAPC analizi sonucunda elde edilen gruplama grafigi

Yiikseklige dayali olusturulan gruplarda ATP8 geni lizerine ydnlendirilmis secilimin
rolii, sinonim olmayan pozisyon bagina sinonim olmayan yer degistirmelerin sayisinin
(dn) sinonim pozisyon basina sinonim yer degistirmelerin sayisina (ds) orani
hesaplanarak test edilmistir (Tablo 18). Bu hesaplama igin PAL2NAL programi
(Suyama vd., 2006) kullanilmigtir. ATP8 veri seti iizerinden yapilan hesaplama

sonucunda en yiiksek dn/ds oranina sahip olan grubun grup 1 oldugu saptanmustir.
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Tablo 18. ATP8 veri setine gore gruplarin dy/ds oranlari

dn ds dn/ds
Grupl 0,0084 0,024 0,35
Grup 2 0 0 -
Grup3 0,0154 0,2508 0,0614
Grup 4 0 0 -
Grup5 0,0084 0,0412 0,2038
Grup 6 0 0 -

Grup 7 0 0,0412 0
Grup 8 0,008 0 -
Grup9 0,0075 0,0412 0,1820
TOTAL 0,006 0,044 0,088

Ek olarak Mega v.5 programinda omurgasiz hayvanlar mitokondriyal genetik kodu
kullanilarak ATP8 genine ait niikleotid dizileri amino asit dizisine doniistiiriilerek amino
asit degisim tablosu olusturulmustur (Sekil 10). Boylece degisimlerin yiikseklik ve
analizler sonucunda elde edilen genetik kiimelerle iliskisi test edilerek ATP8 gen
bolgesinde gozlenen amino asit degisimlerinin sergiledigi oriintii belirlenmistir. Amino
asit degisim tablosu degerlendirildiginde ATP8 gen bdlgesinde amino asit
degisimlerinin oldugu belirlenmistir. Bu tabloya gore ATP8 gen bolgesinin 6. kodon
pozisyonunda genelde 16sin amino asidi bulunurken grup 5’te izoldsin ve grup 6’da
metiyonin amino asidinin tercih edildigi saptanmistir. Bu amino asit degisimine gore
16sin, izoldsin ve metiyonin amino asitlerinin oldukg¢a hidrofobik oldugu ve degisimin
total hidrofobisiteyi degistirmedigi belirlenmistir. Benzer sekilde ATP8 gen bolgesinin
19. kodon pozisyonunda genelde asparajin amino asidi bulunurken grup 1, grup 4, grup
5 ve grup 9’da serin amino asidinin tercih edildigi saptanmistir. Bu amino asit
degisimine gdre asparajin ve serin amino asitlerinin hidrofilik oldugu ve degisimin total
hidrofobisiteyi degistirmedigi belirlenmistir. Ek olarak ATP8 gen bdlgesinin 8. kodon
pozisyonunda genelde glutamin amino asidi bulunurken farkli gruplarin barindirdigi
baz1 populasyonlarda arjinin amino asidinin tercih edildigi saptanmistir. Bu amino asit
degisimine gore ise glutamin ve arjinin amino asitlerinin hidrofilik oldugu ve degisimin

total hidrofobisiteyi degistirmedigi belirlenmistir.
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Sekil 10 (devam). ATP8 veri setine gore gruplarin amino asit degisim tablosu
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3.2.  AFLP Veri Setine Ait Bulgular

AFLP veri seti tizerinden hesaplanan Fst degerlerine gore grup 9’un en yiiksek Fst
degerlerini i¢erdigi saptanmistir (Tablo 19). Fsr degerlerinin anlamlilik dereceleri 1000
tekrarli rastgele permiitasyon analizi ile test edilmistir. Bu analize gore tiim gruplarin

genetik farklilasma degerleri anlamli ¢ikmustir.

Tablo 19. AFLP veri setine gore gruplarin Fst degerleri

Grup 1 2 3 4 S 6 7 8 9
1 0,0000

20,0346 0,0000

3 0,0451 0,0296 0,0000

4  0,0633 0,0/53 0,0269 0,0000

5 0,0406 0,0227 0,0455 0,0476 0,0000

6 00876 0,0633 0,0769 0,0545 0,0521 0,0000

7 00691 0,0779 0,0690 0,0635 0,0511 0,0949 0,000

8 00512 0,0520 0,0515 0,0358 0,0287 0,0513 0,062 0,000

9 01125 0,0809 0,0727 0,0785 0,0707 0,0544 0,111 0,047 0,0

Ayni zamanda gruplarin barindirdiklart polimorfik bantlar saptanmistir (Tablo 20). En

yiiksek oranda polimorfik bant i¢ceren grubun Grup 5 oldugu saptanmustir.

Tablo 20. Gruplarin barindirdiklar1 bant profili bilgileri

Grupl Grup2 Grup3 Grupd Grup5 Grup6 Grup?7 Grup8 Grup9

N 34 14 21 23 34 41 15 22 32
T 67 67 67 67 67 67 67 67 67
P 64 53 59 60 65 64 59 63 63

N: Birey sayisi, T: Total bant sayisi, P: Polimorfik bant sayisi

Genetik yapilanmanin olusumunda genetik uzaklik ile cografik uzaklik arasinda bir
iliskinin olup olmadigi, olast IBD (isolation by distance) Oriintiileriyle test edilmistir.
Analizler Fst degeri ve lokalite verileri tizerinden gergeklestirilmistir. IBD analizi
sonuglart Sekil 10°da verilmistir. Yapilan analizler sonucunda populasyonlarin cografik

uzakliklar ile genetik uzakliklar1 arasinda anlamli bir iliski olmadig1 belirlenmistir (p=
0,37).
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Sekil 11. AFLP veri setine gore IBD analizinin sonuglari

Yiiksek rakimli bolgelerdeki populasyonlarin daha fazla genetik olarak farklilagmig
populasyonlar igerdigi hipotezini test etmek igin yapilan BAPS (Corander vd., 2003;
Corander ve Marttinen, 2006) analizi sonucunda 24 tane grup elde edilmistir. Bu
gruplar arasinda gen akisinin devam ettigi saptanmistir (Sekil 13). Ayn1 zamanda

gruplarin oldukga farkli yiiksekliklerden populasyonlar barindirdigi, yiikseklik bagimli

anlamli bir Oriintli gdstermedigi saptanmistir.
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Sekil 12. BAPS analizi sonucu elde edilen gruplarin gen akisi Oriintiisii
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Populasyonlarin birbirleriyle olan genetik uzakliklarinin belirlenmesi i¢in POPGENE
1.32 (Yeh vd., 1997) programi ile Nei’nin uzaklik degerleri hesaplanmistir. Bu analize
gore en diisiik genetik uzaklik degerinin 485 nolu populayon (1139 m-Grup 6) ile 234
nolu populasyon (1132 m-Grup 6) arasinda oldugu saptanmustir. En yiiksek genetik
uzaklik degerinin ise 682 nolu populasyon (1971 m-Grup 9) ile 356 nolu populasyon
(608 m-Grup 4 ) arasinda oldugu saptanmustir.

Nei’nin uzaklik degerleri ile populasyonlarin sergiledikleri dagilimin belirlenmesi i¢in
temel bilesenler analizi uygulanmistir (Sekil 13). Bu analiz sonucuna gore

populasyonlarin sergiledikleri dagilim yiikseklik bagimli olusturulan gruplar ile

agiklanamamuisgtir.
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Sekil 13. AFLP veri setine ait temel bilesenler analizi

STRUCTURE 2.3.3 (Pritchard vd., 2000) programi ile yapilan analiz sonucunda K = 4
degerine gore populasyonlarin genetik olarak farklilasmis maksimum 4 kiimeye
ayrildig saptanmistir. Ancak K = 4 degerinin standart sapma oran1 K = 2 degerine gore
daha yiiksektir. Ek olarak K = 4 degeri icin delta K degeri olduk¢a diisiiktiir. LD
(likelihood) oranlarina gore optimal K degerinin 2 oldugu saptanmistir (Sekil 14). LD
oranlarinin standart sapma degerlerine gore K = 2 degerinin en diisiik standart sapma
oranina sahip oldugu saptanmistir. K degerinin artis1 ile birlikte LD oranindaki standart
sapma degerinin artmasi veri seti i¢in ideal K degerinin dogru aralikta test edildigini ve

K =2 degerinin optimal deger oldugunu dogrulamistir (Sekil 15).
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Sekil 15. Her bir K degeri i¢in hesaplanan LD oranlarinin standart sapma degeri

K = 4 degeri i¢in elde edilen kiimelerin barindirdig1 populasyon yiizdeleri sekil 16’da
verilmistir. Buna gore populasyonlarin tiim kiimelerde birbirine yakin oranda temsil

edildigi ve 6ngoriilen yiikseklik bagimli bir dagilim 6riintiisii olmadig1 saptanmustir.
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Sekil 16. STRUCTURE analizine gore elde edilen kiimelere gore populasyonlarin
dagilmi (K = 4). Y dogrusu yiizde degerlerini, X dogrusu ise
populasyonlar1 temsil etmektedir.

K = 2 degeri i¢in elde edilen kiimelerin barindirdig1 populasyon yiizdeleri sekil 17°de
verilmigtir. K = 2 degeri veri seti i¢in optimal deger olmasina ragmen populasyonlarin

yiikseklik bagimli farklilagma oriintiisii desteklenememistir. Buna goére populasyonlarin

tiim kiimelerde birbirine yakin oranda temsil edildigi saptanmustir.
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Sekil 17. STRUCTURE analizine gore elde edilen kiimelere gore populasyonlarin

dagilimi (K = 2). Y dogrusu yiizde degerlerini, X dogrusu ise
populasyonlari temsil etmektedir.
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4. SONUC ve TARTISMA

Anadolu, olduk¢a dinamik bir paleocografik tarithe ev sahipligi yapmistir (Ciplak,
2010). Anadolu’nun jeolojik tarihi ile birlikte enlemsel konumu, kendine 6zgiin yiiksek
bir plato goriiniimii ve degisken topografik yap1 sergileyen 6zel bir tlirlesme merkezini
olusturmustur. Bu merkezin alpin ya da subalpin kusaklarda yayilig sergileyen taksonlar
acisindan yliiksek cesitlilik gostermesi ve bu taksonlarin geleceginde de 6zel bir oneme
sahip olacag1 ongoriisii her gegen giin artan bir sekilde desteklenmektedir (Ciplak vd.,
2002; Ciplak, 2008, 2010). Anadolu cografik konumu, topografik ve iklimsel yapisi ile
birlikte buzul donemlerinde siginak gorevi gormesinden dolay1r énemli bir biyolojik
cesitlilige sahiptir. Palearktik bolge igerisinde bulunan ve gegis yollarini baridiran
Tiirkiye ayn1 zamanda birgok tiir i¢in ¢esitlenme merkezidir. Biyogesitliligin artmasinda
onemli etken olan tiim bu faktorlerden dolay1 bir¢ok takson grubunda oldugu gibi
Cephidae familyasina ait tiirler de Tiirkiye bocek faunasi agisindan zengindir (Korkmaz,
2011).

Ekin sap aris1 (Cephus pygmeus), Tiirkiye’de tahillarin ekili oldugu hemen hemen tiim
alanlarda yaygin olarak goriilen énemli zararlilardandir. Bu zararhilar Ege, I¢ Anadolu,
Akdeniz ve Gilineydogu Anadolu Bolgelerindeki hububat alanlarinda yaygin olarak
bulunmaktadir (Altinayar, 1975). Bitkilerde zararin olusmasina neden olan aslinda sap
icinde beslenen larvalardir. Larvalarin beslenme siirecinde bitkinin iletim dokular1
tahrip olur. Bu nedenle bitkinin karbonhidrat ve su iletim sisteminde dengesizlikler
goriillir. Ekin sap arilarmin  bitkilerde beslenmesi sonucu tane gelisiminin
zayiflamasiyla birlikte tane kayb1 meydana gelmektedir. Zarar gérmiis basaklardan elde
edilen taneler, saglam tanelere gore daha hafiftir. Ayrica larvalar tarafindan kesilen
saplar, hasat oncesi kirilarak diigmekte ve {iriin kayiplart meydana gelmektedir. Saplarin
toprak altinda kalmasit ve ergin c¢ikislarinin etkilenmesi amaci ile topragin derin
slirlilmesi ve bazi parazitoitlerin kullanilmasi gibi miicadele yontemleri Onerilmesine
ragmen etkili bir miicadele stratejisi gelistirilememistir. C. pygmeus populasyonlarinin

genetik Orilintiilerinin agiga ¢ikarilmasi bu zararliyla miicadeleyi daha etkili kilacaktir.

Calisma kapsaminda C. pygmeus tiirline ait toplam 252 bireyin AFLP bant profili ve
ATP8 gen dizi bilgisi elde edilmistir.
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ATPS8 verisine gore:

Elde edilen bulgulara gore ATP8 gen bolgesi (11 haplotip) diisiik haplotip gesitliligine
sahiptir. Bu durum kullanilan gen bolgesinin mutasyon hizinin diisiik oldugunu
gostermektedir. Grup 3 (400-600 m) haplotip ve niikleotid ¢esitliligi acisindan diger
gruplardan daha fazla gesitlilik barindirmaktadir. Haplotip ¢esitliligi grup 3, grup 5 ve
grup 7’de yiksektir. Buna gore orta yiiksekliklerde genetik ¢esitliligin daha yiiksek
oldugu goriinmektedir. Ug yiiksekliklerde yasayan populasyonlarin ise daha az
niikleotid cesitliligine sahip olduklari goriilmektedir (Bkz. Tablo 12). Bu durumun
yilksek rakimlarda gen akisinin minimum diizeyde olmasindan kaynaklandigi
diisiiniilmiistiir. Ozgiin haplatip sayilar1 degerlendirildiginde, orta yiikseklikte yayilis
gosteren populasyonlarin (Grup 3-6) daha fazla sayida 6zgiin haplotipe sahip olduklari
goriilmektedir. Grup 3’tin diger gruplara gore yiiksek oranda genetik cesitlilik
gostermesinin, diger gruplarin par¢alanmig habitat ve genetik kayma sergilemesinden
kaynaklanmasi olasidir. Paylasilan Haplotip 1’in gruplar arasinda genel olarak homojen
dagildig1 gozlemlenmistir (Bkz. Tablo 11). Bu durum, belirli bir haplotipin yiikseklik ile

ilgili bir se¢ilim baskisina maruz kalmadigina isaret etmektedir.

Tajima’nin D degerleri dikkate alindiginda biitiin gruplar i¢in negatif degerler
gozlenmistir. Bu negatif deger populasyonlarin yakin zamanda ani olarak
genislemesiyle ya da siipliriicti segilim adi verilen pozitif segilim baskisi altindaki bir
bolgenin gevresinde de varyasyonu azalmasi durumu ile agiklanabilir (Korneliussen vd.,
2013). C. pgymeus’un konak olarak bugday1 segmesi bu ani populasyon genislemesine
aciklik getirmektedir. Bugdayin kiiltiirli cok yakin zamanda yapilmaya basladigindan,
bugdaym diger bolgelere yayilmasiyla birlikte bu tirlin de birlikte yayildig
sOylenebilir. Bununla birlikte Fu’nun Fs degerlerinin tiim populasyonlarda negatif deger
olmasi1 da populasyonlarda ani bir genisleme oldugu 6ngoriisiinii desteklemektedir (Fu,
1997). Ek olarak iki analizin anlamli ¢ikan degerleri dikkate alindiginda segilim
baskisina maruz kalan gruplarin piirifiye edici segilim baskis1 altinda oldugu

saptanmuistir.

Gruplarin ve populasyonlarin genetik ¢esitlilik (Cs) ve genetik farklilasma (Cp)
bilesenlerine olan katkisinin farkli oranlarda oldugu goriinmektedir (Bkz. Tablo 14).

Grup 3’tin genetik cesitlilige katki oran1 diger gruplara oranla oldukc¢a fazladir. Grup 1
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ve Grup 5’in de diger gruplara oranla genetik g¢esitlilige katkist daha fazladir. Ek olarak
diger gruplarin genetik ¢esitlilik degerleri negatif ¢ikmistir. Bu durum negatif degere
sahip gruplarin birey sayisi yoniinden az olmasi ve grup i¢i secilen populasyonlarin
genetik cesitlilik oranmin, total genetik cesitlilik oranina gore oldukca diisiik
olmasindan kaynaklanabilmektedir. Bu durumda, bu gruplarin icerderdigi birey sayisi
arttirllarak  analizlerin tekrarlanmasi verinin degerlendirilmesi agisindan fayda

saglayabilir.

ATP8 veri setine gore yiiksek Fsr degerlerine sahip olan Grup 3’in, diger gruplarla
arasinda gen akisinin minimum diizeyde oldugu ve diger gruplarin barindirdigi

populasyonlardan oldukea farklilagmis populasyonlar barindirdigi belirlenmistir.

Yapilan IBD analizi sonucunda populasyonlarin sergiledigi dagilimin anlamli bir degere
sahip olmadig1 saptanmistir. Buna gore cografik uzaklik ile genetik uzakligin arasinda

bir iligki olmadig belirlenmistir.

Yiiksek rakimli bolgelerdeki populasyonlarin daha fazla genetik olarak farklilagmis
populasyonlar igerdigi hipotezini test etmek i¢in yapilan BAPS analizi sonucunda
populasyonlar 3 grupta kiimelenmistir (Bkz. Sekil 8). Bayes algoritmasi ile yapilan
analize gore bu 3 grup arasinda gen akisinin olmadigr saptanmistir. Ancak
populasyonlarin yiikseklikten bagimsiz olarak gruplara dagildigi saptanmistir. Bu
durumun, yiikseklik bagimli olusturulan gruplarin birey sayisinin yetersiz kalmasindan
ya da secilen gen bolgesinin yiikseklige bagli olarak herhangi bir se¢ilim baskisina

maruz kalmamasindan kaynaklanabilecegi diistiniilmiistiir.

INCA 2.1 programi (Supek ve Vlahovicekl, 2004) ile hesaplanan MELP ve MILC
degerlerine gore, ATP8 geninin ifadelenme diizeylerinin gruplar arasinda benzer oldugu
gorinmektedir. MILC ve MELP degerleri, gen uzunlugu ve kompoziyonundan
bagimsiz kodon kullanim egilmini ve genin ifadelenme diizeyini gostermektedir (Flynn
vd., 2010; Dori¢ ve Bilela, 2014; Iriarte vd., 2014). Gruplar arasinda kodon degisim
oranmin diisiik olmasi nedeniyle MELP ve MILC degerlerinin birbirine yakin oldugu
sOylenebilir. Benzer olarak, ATP8 veri setine gore grup 3’lin en yiiksek MILC degerine
sahip olmasi, yiiksek genetik cesitlilife ve kodon degisim oranma sahip olmasiyla
aciklanabilir. Ek olarak, Formicidae familyasinda yapilan bir calismada ii¢ farkli
ekosistemden alman bireylerin MELP ve MILC degerlerinin, adapte olduklar

ekosistem igerisinde benzer ¢ikarken ekosistemler arasinda farklilhik gostedigi
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belirtilmistir (Dori¢ ve Causevié, 2014). Buna gore calisma kapsaminda kullanilan
gruplar arasinda tam bir klinlesme ger¢eklesmedigi ve gruplarin bulunduklari
yiikseklige ATP8 genleri ilizerinden tamamen adapte olmadigi sdylenebilir. Bunun
nedeni olarak da C. pygmeus tiiriiniin Anadolu’da yayilis siirecinin basinda oldugu ya da
bu siirecin tamamlanmadigi diistiniilebilir. EK olarak en diisik MILC degerlerine sahip
olan Grup 2, Grup 4 ve Grup 6’nin yiikksek MELP degerine sahip olmasi ATP8 gen

bolgesinin doygunluga ulagsmis olabilecegini diistindliirmektedir.

Temel bilesenler ayrisma analizi (DAPC) sonucunda anlamli bir gruplama
gerceklestirlememistir. Degisen grup sayisina ragmen BIC degeri devamli bir azalis

sergilemistir.

Sinonim olmayan pozisyon basina sinonim olmayan yer degistirmelerin sayisinin (dy)
sinonim pozisyon basina sinonim yer degistirmelerin sayisina (ds) orani hesaplanarak
olasi se¢ilimin rolii tahmin edilmeye ¢alsilmistir. dn/ds oranlart degerlendirildiginde

Grup 3’iin en diisiik orana sahip oldugu saptanmustir.

Gruplar arasindaki amino asit degisim oOriintiileri incelendiginde, yiikseklikle iliskili
toplam hidrofobisiteyi degistiren degisimlere rastlanmamustir (Bkz. Sekil 10). Protein

yapilarmin tiim populasyonlarda topolojisinin korunmus oldugu sdylenebilir.

AFLP verisine gore;

Hesaplanan Fst degerlerine gore gruplarin birbirleriyle anlamli derecede farklilastig
saptanmistir. Grup 9’un en yiiksek Fst degerlerine sahip oldugu sapanmistir. Ug
yiiksekliktek gruplart barindiran Grup 9’un diisiik genetik ¢esitlilige sahip olmasiyla
birlikte yiiksek Fst degerlerine sahip olmast diger gruplardan oldukga izole oldugunu
gostermektedir ve yiiksek kesimlerde genetik c¢esitliligin minimum diizeyde olmasi

gerektigi hipotezini desteklemektedir (Balloux vd., 2009).

Populasyonlarin Fst degerleri ile lokalite verilerinden matriks olusturularak IBD analizi
yapilmistir. Bu analize gore elde edilen kiimelesme Oriintiisiiniin anlamlilik degeri 0,05
degerinin ¢ok iistiinde cikmistir. Dolayisiyla cografik uzaklik ile genetik uzaklik

arasinda bir baglanti saptanamamustir.

Yiiksek rakimli bolgelerde populasyonlarin genetik olarak daha fazla farklilagmis

oldugu hipotezi BAPS analizi ile test edilmistir. Bu analize gore elde edilen 24 grubun
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birbirleriyle olan gen akis1 devam etmektedir. Bu durum populasyonlarin birbiriyle tam

anlamiyla izole olmadiklarinin gostermektedir.

POPGENE 1.32 programi ile hesaplanan Nei’'nin genetik uzaklik degerlerine gore en
diisiik genetik uzaklik degerlerinin Grup 6’da ve en yiiksek genetik uzaklik degelerinin
Grup 9 oldugu saptanmistir. Bu degerlerin sergiledikleri dagilimin test edilmesi
amactyla temel bilesenler analizi yapilmistir ve populasyonlar diisilk oranda ayriminin
yapilmasina ragmen dagilimin yiikseklikten bagimsiz gergeklestigi saptanmistir.
Yiikseklik bagimli dagilimin ortaya ¢ikarilamamasinin populasyonlar1 temsil eden

bireylerin farkli ve yetersiz sayida olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmiistiir.

STRUCTURE analizi sonucunda optimal K degerine gore populasyonlarin olusturdugu
kiime sayisinin 2 olmasi populasyonlar arasi bir ayrimin olusmaya basladigini
gostermektedir. Ancak bu analize gore Ongoriilen yiikseklik bagimli gruplar elde
edilememistir. C. pygmeus populasyonlarinin konak bitkisinin bugday olmasi, bu
durumun populasyonlarin insan etkisi ile genis bir yayilis sergilemesine neden oldugu
diistiniilmiistiir. Bu nedenle populasyonlarin maruz kaldiklar segilim baskilar1 sonucu

meydana gelen farklilasmalar populasyonlar arasinda net olarak gézlemlenememistir.

Biitiin analizler birlikte degerlendirildiginde, C. pygmeus populasyonlari arasinda test
edilen molekiiler belirtegler i¢in yiikseklige bagli bir genetik yapilanma oOriintiisiine
rastlanmamaktadir. Ancak bu tiiriin populasyonlarinin degisen yiikseklikle birlikte
enerji gereksinimindeki farkliliklar1 karsilayabilecek mekanizmalar1 —gelistirmesi
beklenmektedir. Bu gereksinimlerini karsilayabilmeleri i¢in enerji metabolizmasi ile
ilgili genlerin ifade diizeylerinde farkliliklar olmasi en olas1 aciklama olarak
goriilmektedir. Daha kesin sonucglara ulasmak i¢in ifade temelli ¢alismalarin yapilmasi

gerekmektedir.
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EK-1
ATP8 Gen Bolgesine Ait Dizi Verisi

302-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

302-4
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

302-5
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

306-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

306-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

306-3
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTACTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

309-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

309-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

309-3
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA
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311-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

311-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

311-3
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAGAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

314-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

314-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

314-3
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

315-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

315-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

315-3
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

320-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA
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320-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

320-3
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

384-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

384-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

384-3
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

148-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

148-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

148-3
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

148-4
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

148-5
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA
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289-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

289-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

289-3
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

289-4
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

289-5
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

761-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

761-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

761-3
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

761-4
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

761-5
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA
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138-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

138-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAGAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

138-3
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAGAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

138-4
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

339-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

339-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

339-3
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATATATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

339-4
GTGCCACAAATATCCCCAATAGATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

341-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

341-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA
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341-3
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

341-4
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

345-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

345-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

345-3
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

345-4
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGTATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

687-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATGATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

687-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATGATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

687-3
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATGATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

687-4
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATGATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA
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351-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

351-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

351-3
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

351-4
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

356-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

360-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

360-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

360-3
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

365-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

374-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA
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374-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

374-3
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

374-4
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

769-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

769-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

769-3
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

769-4
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

776-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

776-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

776-3
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA
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776-4
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

131-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

131-3
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

131-4
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

239-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

239-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGTATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

239-3
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

386-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

386-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

386-3
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA
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406-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

406-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

406-3
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

413-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

413-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

413-4
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

417-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

417-2
ATGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

417-3
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

420-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA
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420-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

420-3
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

237-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

237-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

237-3
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

430-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

430-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

430-5
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

432-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

432-4
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA
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432-5
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

481-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

481-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

481-5
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

485-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

485-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

485-3
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

502-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

502-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

502-3
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA
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755-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

755-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

755-3
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

780-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

780-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

780-3
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

531-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

531-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATCTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

531-3
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

531-4
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA
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531-5
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

542-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

542-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

542-3
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

542-4
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

542-5
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

575-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

575-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

575-3
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

609-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA
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609-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

183-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

183-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

183-5
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

626-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAGTTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

626-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

626-3
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

626-4
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

634-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

652-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA
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652-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

652-3
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

652-4
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

656-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

656-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

656-3
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

656-4
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

662-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

662-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

662-3
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

85



662-4
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

553-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

553-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

553-3
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

661-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

661-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

667-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

667-4
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

667-5
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

670-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA
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670-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

671-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGTATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

671-3
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

671-5
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

673-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

673-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

673-3
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

677-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

677-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

677-3
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAGTTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA
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679-1
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

679-2
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA

679-3
GTGCCACAAATATCCCCAATAAATTGAATAATATTAATATTTATATTTACAA
TAATTTTAATTATATGCATTTCTTTAATGTATTTTATTTATCTACCCAATAAT
AAGTTATTAACAAATATTAAAAATCAAACAAAATTACCAAAATTTTTAACTT
GAAAATGA
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