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OZET

Yiiksek Lisans
Graecoanatolica Tiirlerinin Molekiiler Sistematik Acidan Arastirilmasi

Muzaffer Diikel

Mehmet Akif Ersoy Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dal

Bu giine kadar yapilan calismalarda Graecoanatolica cinsine ait tiirlerin
morfolojik &zelliklerine bakilarak taksonomik yeri belirlenmis olmasina ragmen,
molekiiler sistematigi incelenmemistir. Bu ¢alismada Tirkiye’nin Bati Anadolu
bolgesinde yayilis gosteren Graecoanatolica cinsine ait tiirlerin molekiiler 6zelliklerinin
belirlenmesi ve farkli cografik bolgelerde bulunan tiirler arasindaki filogenetik iliskinin
incelenmesi amag¢lanmustir.

Molekiiler analiz i¢in mtDNA’nin COI gen bdlgesi kullanilmis, bu bdlge
PCR’da ¢ogaltildiktan sonra DNA sekansi belirlenmistir.

Tiirlerin karsilastirilmasi igcin DNA sekans analizi sonucu belirlenen COI gen
bolgesinin 660 bg’lik kismi degerlendirmeye alinmistir. Tiir i¢i ve tiirler arasinda belirli
oranlarda molekiiler farkliliklar tespit edilmistir. Elde edilen sekans sonuglari,
Genbank 'da mevcut olan farkli cinslerin mtDNA COI gen bolgesi dizilimleri ile de
iliskilendirilerek filogenetik agaglar olusturulmustur.

UPGMA ve NI testi analizlerine gore Burdur Karamanli Kayali Kocapinar
kaynagi ve Egirdir Goliinde bulunan ve Graecoanatolica lacustristurca olarak teshis
edilen tiirlerin molekiiler olarak farkl tiirler olduklar1 belirlenmistir. Antalya Kirkgoz
kaynaginda bulunan Graecoanatolica pamphylica tiriniin de Graecoanatolica
cinsinden molekiiler olarak uzak oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Graecoanatolica, COI, Mitokondrial DNA, Molekiiler Sistematik,
PCR, DNA Dizi Analizi, Bat1 Anadolu.

Damisman: Yrd.Dog.Dr. Ayse Giil MUTLU, Mehmet Akif Ersoy Universitesi, Biyoloji
Bolimii.

Hazirlanan bu yiiksek lisans tezi Mehmet Akif Ersoy Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Yonetim Birimi tarafindan 0083-YL—-09 no'lu projeden
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ABSTRACT

M.Sc. Thesis

Molecular Systematic Investigation of Graecoanatolica Species

Muzaffer Diikel

Mehmet AKif Ersoy Univeristy

Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Molecular Systematics of the Graecoanatolica species have not been
investigated although their morphological characteristics have been studied widely. Aim
of this study is the determination of molecular characteristics and phylogenetic
relationships of the Graecoanatolica species that spread West Anatolia in Turkey.

MtDNA COI locus was used for molecular analysis, COI locus was amplified by
PCR and DNA sequencing was determined.

660 bp region from COI locus was evaluated. Intrapopulational and
interpopulational differences were determined as different ratios. The phylogenetic trees
was developed by our sequence results and mtDNA COI gene sequences of different
genus availabled in GenBank.

According to UPGMA and NJ tests analysis, species which existing in Burdur
Karamanli Kayal1 Kocapinar spring and Egirdir Lake populations that was diagnosed as
G. lacustristurca before, were different and new species. Also G. pamphylica species in
Antalya Kirkgoz spring were identified, far molecularly from Graecoanatolica genus.

Key Words: Graecoanatolica, COI, Mitochondrial DNA, Molecular Systematics, PCR,
DNA Sequencing, West Anatolia.
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1. GIRIS

Molekiiler biyoloji ve bu alanda kullanilan tekniklerin son 50 yil igerisindeki
gelisimi ile birlikte canlilar arasinda molekiiler diizeydeki farkliliklar da daha net olarak
ifade edilmeye baslanmus, tiirler ve populasyonlar arasindaki ¢esitliligin belirlenmesinde
genetik teknikler yogun bir sekilde kullanilmistir. Genetik ¢esitliligin  korunmasi,
tiirlerin ve dogal populasyonlarin korunmasinda temel unsurdur.

Gastropodlar yumusakcalar igerisinde en yiiksek ekolojik ve morfolojik
cesitliligi gosteren siniftir (Kurabayashi ve Ueshima, 2000). Gastropoda sinifi ile ilgili
yapilan son filogenetik calismalar morfolojik, yapisal ve molekiiler yaklasimlari
icermektedir. Bu ¢aligmalar gastropodlar igerisindeki benzerliklere ve yapilan
simiflandirmalara yeni bir bakis acis1 getirmis, ayrica grup i¢in olusturulan taksonomik
semalarin daha giivenilir bir sekilde test edilmesini miimkiin kilmistir. Gastropodlarin
siniflandirilmasi ile ilgili en yaygin kabul goéren sistematik goriis, gastropodlarin 5
altsiiftan olustugudur. Bu gruplardan Heterobranchia ve Caenogastropoda en ¢ok
cesitlilik  gosterenlerdir. Diger 3 altsimif Patellogastropoda, Neritopsina ve
Vetigastropoda daha az sayida tiir icermektedir. Gegmis 10 yil icerisinde bu grup ile
ilgili yapilan molekiiler ¢alismalar bu siniflarin sadece filogenetik siniflandirmalarina
katkida bulunmamis ayni zamanda evrimsel ayrilma zamanlarn ile ilgili hassas
zamanlama tahmini de saglamigtir. Niikleer rRNA genleri diisiik evrimlesme hizindan
dolay1r evrimsel ayrilma tarihleri ¢cok eski donemleri kapsayan gruplar arasindaki
sistematik iligkilerin incelenmesi i¢in ¢ok yaygin olarak kullanilir. Diger taraftan daha
hizli evrimlesme gosteren mitokondrial genler daha yakin akraba olan tiirler arasindaki
sistematik iligkiler icin kullanilmaktadir (Remigio ve Hebert, 2003). Mitokondrial
genom igerisinde sistematik ¢alismalarda en yaygin kullanilan gen bdlgesi sitokrom
oksidaz 1 genidir (Remigio ve Hebert, 2003; Liu ve dig., 2003).

Ulkemizde yayilis gosteren ve endemiklik orami yiiksek cinslerden olan
Graecoanatolica’ya ait tespit edilen tiirlerin hepsi (Graecoanatolica lacustristurca,
Graecoanatolica tenuis, Graecoanatolica kocapinarica, Graecoanatolica conica,
Graecoanatolica brevis, Graecoanatolica pamphylica) Anadolu i¢in endemik tiirlerdir.
Bu tiirler genel olarak Goller Bélgesi ve cevresinde yayilis gostermektedir. Ozellikle

Egirdir ve ¢evresinde birbirine oldukca yakin ancak baglantilar1 bulunmayan tatl su



kaynaklarinda 3 farkl: tiirlin yasamis olmasi, tiirlerin izolasyonu konusundaki goriisleri
destekleyen ilging bir Ornektir. Cinsin Anadolu’dan baska Ege Adalart ve
Yunanistan’da da yayilis goOstermesi, cins {iyelerinin pasif taginmasindan ziyade
bolgenin gecirmis oldugu paleo ve hidrocografik gelismelerden etkilendigini
diisiindiirmektedir (Yildirim, 1996).

Schiitt Kirkgdz’den 1964°te tamimladigi Hydrobia pamphylica tirinii revize
ederek G.pamphylica olarak belirtmistir. Radoman buna ek olarak ayni cinsten yeni
tirler G. lacustristurca’yr Egirdir ve Beysehir Golii’'nden, G. tenius’u Act GOl’lin
giineyine yakin Cardak’tan 13 km uzaklikta Gemis Kdyii’'ndeki bir kaynaktan, G.
kocapinarica’yr Egirdir Yukarigékdere Koyii’'nden, G. conica’y1 Acigdl’lin kuzeyinde
Cardak Dazkir1 arasinda bir kaynaktan, G. brevis’it Burdur Yesilova yolu yakininda
Dullar Koyii Piargozii kaynagindan toplayarak tanimlamiglardir.

Radoman (1985)’a gore, Ege ve Anadolu’daki i¢ su havzalari, daglarin
yiikselmeye baslamasi ile Tetis’den biiyiik oOlgiide ayrilmistir. Boylelikle deniz
faunasinin bir kismi yok olmustur. Daha sonra deniz kosullarindan, tatli ve aci su
sartlarina evrim siireci baslamistir. Bu evrimlesmeyi, Radoman (1973a) iilkemizde
yaptig1 bir aragtirmada Hydrobioidea Siiperfamilya’sina ait Graecoanatolica cinsini
ornek vererek agiklamistir. Bune gore, Eski donemlerdeki havzalardan birinde
Graecoanatolica cinsinin ata tlirii sekillenmis, bu havzalardan baglantilarla yayilmistir.
Sonraki déonemlerde bu bolgedeki yliksek daglarin bir kisminin daha da yilikselmesinin
bir sonucu olarak, Onceki su sistemlerinin bir¢cok ikincil sistemlere ayrildigini
belirtmistir. Kirkgoze ait kompleksler; Beysehir, Egirdir, Burdur ve Acigdl kompleksi
boyle yerlere drnektir. Graecoanatolica’nin birkag tiirlini, Tiirkiye’deki Egirdir, Burdur
ve Acigél kompleksine baglantili kaynaklardan tespit ettiklerini soylemislerdir. Bu da
evrimlesmeyi ¢ok ayrintili olarak gostermektedir. Sonu¢ olarak, bu bolgede sadece
tiniform bir g6l oldugu, bu biiyiik gdl tektonik hareketlerle ayrildig1 zaman, kiiciik izole
olmus goller ve bu gollerle baglantili kaynaklar ortaya ¢iktigi, cografik izolasyon ile
daha sonra bu kaynaklar icerisinde, saf kaynak populasyonlarinin olustugu belirtilmistir
(Radoman, 1973a; 1985; Koca, 2007).

Schiitt (1990), yaptig1 calismada, Burdur, Yarisli ve Acigdl’iin sedimentlerinde
yaptig1 calismasinda buldugu tiirlere dayanarak, gollerin eski durumlart ve baglantilar

hakkinda bazi sonuglara varmistir. Yine bu yayminda Radoman tarafindan bu



civarlardaki kaynaklardan alinan Graecoanatolica cinsine ait Orneklerin farkli tiirler
degil, ayni tiiriin alttiirleri oldugunu diistindiigiini belirtmistir. G. lacustristurca’yi
buldugu lokaliteleri; Burdur-Isparta yol kavsagi yakinlarindaki Baladiz tren istasyonu
yanindaki Koskpmar Kaynagi, Gokyol Koyl Kaynagi ve bu bolgedeki diger kaynaklar
olarak siralamigtir. Boylelikle G. lacustristurca’nin Acigél’den Burdur, Egirdir,
Beysehir iizerinden Konya’ya kadar yayilldigin1 ve tiirlerde yiikseklik ve buna bagh
olarak bombelenmeler goriilebilecegini belirtmistir. Sadece Antalya’dan bilinen G.
pamphylica tiiriini bu tanimlamadan hari¢ tutmustur. Fakat hala daha bu cinsin sahip
oldugu tiir ve alt tiirlerin gecerliligi hakkinda kuskular bulunmaktadir. Bu da bu cinsin
tirlerinin ayrimi i¢in molekiiler sistematik c¢alisma yapilmasini zorunlu hale
getirmektedir (Schiitt, 1990; Koca, 2007).

Graecoanatolica tiirlerinin morfolojik olarak ayrimlarinin yapilmasi kolay
degildir. Cinsin tiirleri tatli ve temiz su kaynaklarinda yasamaktadir ve bulunduklari su
kaynaklarinda kirlenmeye bagli olarak populasyon yogunluklari azalmaktadir. G.
conica ve G. brevis tirleri gilinlimiizde yasamis olduklar1 su kaynaklarinin
kirlenmesinden dolay1 yok olmusglardir.

Son yillarda Graecoanatolica cinsine ait tilirlerin tiir adlarinda degisiklikler
yapilmis ayrica bazi bolgelerde bulunan cinse ait populasyonlarin hangi tiir olduguna
morfolojik incelemeler sonucu karar verilememistir. Avrupa ve Amerika’da
Gastropodlar ile ilgili ¢ok sayida molekiiler sistematik calisma bulunmaktadir fakat
iilkemizde bu canllar ile ilgili yapilmis herhangi bir molekiiler c¢alisma
bulunmamaktadir. Bu cinsin tiirleri arasindaki filogenetik iliskinin bilinmesi, tiirlerin
evrimsel olarak degisimlerinin ortaya konmasi ve genetik benzerliklerinin bilinmesi
acgisindan onemlidir.

Bu c¢alisma Graecoanatolica cinsine ait tiirlerin tanimlanmasi ile ilgili
endiselerin giderilmesi amaci ile mtDNA COI (Sitokrom Oksidaz I) gen bolgesi
kullanilarak sekans analizi teknigi ile genetik yapilarinin incelenmesi ve biyoinformatik
programlardan yararlanilarak molekiiler sistematiklerinin ortaya ¢ikarilmasini

amagclamaktadir.



1.1. Tiir Kavram

Biyologlar tiir kavrami {izerinde uzun yillar boyunca tartismiglardir ve ¢ok
sayida farkl tiir kavrami ortaya atilmistir (Stanford, 2001). Biyolojik tiir kavrami ilk
kez 1942 yilinda, biyolog Ernst Mayr tarafindan ifade edilmistir. Genel olarak kabul
edilen tir kavrami, iiyeleri dogada kendi aralarinda iireme potansiyeline sahip olan,
birlikte yasayabilir ve verimli doller meydana getiren; fakat diger tiirlerin lyeleriyle
birlikte yasayabilen ve verimli doller meydana getiremeyen, populasyon ya da
populasyon grubu olarak tanimlanir. Modern anlamda bir tiir, ortak bir gen havuzunu
paylasan ve iireme acgisindan diger benzer gruplardan izole olan ve genetik olarak ayirt
edilebilen dogal populasyonlardir. Farkli bir sekilde sdylenecek olursa, bir tiir, i¢inde
etkili gen akisinin (genetik madde aligverisinin) oldugu ya da olabilecegi en genis
populasyon birimidir (Keeton ve dig., 1999; Campbell ve Reece, 2008). Tiir, dinamik
bir varliktir yeni doller olusturarak varhi§im1 devam ettirir. Yeni ddéllerin olusumu
siirecinde, gen havuzu igeriginde degisimler olur, farkli ya da ayni alanlarda olan
degisimler, tiirleri kendi igerisinde bir alt birimlesmeye gotiiriir ve alt birimlesmenin
tamamlanmasiyla yeni tiirler olusur (Ergiiden, 2007).

Iki populasyonun ayr tiirler olarak nitelendirilebilmeleri icin birbirinden ne
kadar farkli olmalar1 gerektigi konusunda kesin ifadeler bulunmaz. Tiirler genel olarak
kendi aralarinda fenotipik ve genotip olarak farklilagsmis gruplara ya da populasyonlara
ayrilmislardir. Tiirii meydana getiren populasyonlar birbirinin aynisi degildirler sadece
benzerlik gosterirler. Cogu tiir oldukg¢a belirgin anatomik, fizyolojik ya da davranigsal
karakterlere bakilarak ayirt edilebilir ve biyologlar tiir belirlemede, genellikle bu
karakterleri kullanirlar. Ancak, yasayan tiirler i¢in son kriter her zaman iireme ve fiili ya
da potansiyel gen akisinin olup olmadigidir. Eger dis goriiniis itibar1 ile hemen hemen
ayni olan iki populasyon arasinda tam bir i¢sel eseysel izolasyon varsa, bunlar arasinda
gen akist hi¢ olmuyorsa aralarinda biiyiik benzerlikler olmasina karsin bu populasyonlar
farkl tiirlere aittir. Diger yandan, eger iki populasyon belirgin farkliliklar gosteriyor;
fakat aralarinda etkili gen akist bulunuyorsa bu iki populasyon aym tiire aittir

(Demirsoy, 1998; Keeton ve dig., 1999).



1.1.1. Tiir Olusumu

Tiirlesmeyi baslatan siiregler hakkinda genel olarak kabul goren goriis cografi
izolasyonun bu siirecte cok 6dnemli oldugudur. Bir tiirlin populasyonlart dogrudan ya da
dolayli olarak baglantida oldugu siirece, gen akisi sistem igerisinde normal olarak
devam edecek ve ayrilma olugsmayacaktir. Devamlilik olusturan populasyon sistemi,
tiirlin yayilisina engel olusturan bazi cografik olusumlar ile bdliiniirse, ayr1 populasyon
sistemleri artitk gen aligverisinde bulunmayacaklar ve bundan sonra evrimlesme
bagimsiz olarak devam edecek ve yeni tiirler ortaya cikacaktir. Yeterli zaman
verildiginde, iki ayr1 populasyon sisteminin her biri kendi yolunda evrimleseceginden,
birbirinden daha fazla farklilasacaklardir. Bagslangicta, aralarindaki lireme izolasyonu
sadece cografiktir ve bunlar kendi aralarinda iireyebilme potansiyelini siirdiireceklerdir:
modern tiir tanimina gore bu populasyonlar bu kosullarda ayni tiire dahildirler. Ancak,
sonunda genetiksel olarak o kadar farklilasabileceklerdir ki, baglanti saglansa bile
aralarinda etkili gen akisi olmayacaktir. Farklilasma bu noktaya ulastiginda, iki
populasyon sistemi iki ayr1 tiir olusturur (Keeton ve dig., 1999).

Ayrilan iki populasyonun baslangigta bir ol¢iide farkli gen frekanslarina sahip
olma sanslar yiiksektir ve biiylik olasilikla farkli mutasyonlar gecireceklerdir.
Mutasyonlar rastgele olusacaktir ve mutasyonlardan bazilarinin bir populasyonda
olusma riski digerinkinden daha yiiksektir. Populasyonlar arasinda gen akisi
olmadigindan, bunlarin birinde olusan yeni bir mutant gen, digerine yayilmayacaktir.
izole olan populasyonlar farkli yayilis alanlarna sahip olacaklarindan farkli cevresel
baskilara maruz kalacaklardir. Populasyonun farklilagmasi i¢in yeterli zaman gectikten
sonra tlirler cografi izolasyon ortadan kalkip yeniden karsilagsa bile etkili olarak
tiremesini onleyen morfolojik, fizyolojik, kromozom uyumsuzlugu ya da davranis gibi
icsel izolasyon mekanizmalarina maruz kalmiglardir. Tiirler yeniden giftlesseler bile
verimli doller olusturamazlar. Ciftlesme sonucu olusan tiirler melez ve kisir doéllerdir
(Keeton ve dig., 1999; Presgraves, 2010).

Yine Demirsoy (1979)’a gore yeni tiirlin ortaya ¢ikmasi i¢in:

a) Populasyon igerisindeki evrimsel degisimlerin birikerek iki tiirli birbirinden

ayiracak diizeye ulasmasi gerekir.

b) Iki tiir arasinda eseysel birlesme gittikge azalir.



c) Birlestiklerinde meydana gelen yavrularin yeni nesil olusturma verimliligi
azalir.
Ve bir siire sonra yeni tiirler oraya ¢ikar.

Bir tilirtin yasadig1 alanda bulunmasinin iki nedeni olabilir. Bunlar evrimsel ve
ekolojik nedenlerdir. Ekolojik olarak tiirler bulundugu habitatta yasamini siirdiirecek ve
cogalabilecek uyumlara sahiptir. Evrimsel olarak ise; tiiriin atas1 orada yasamistir ve tiir
orada olugsmustur. Ya da tiir once baska yerde olusmus yani atasi orada yagamamis
sonra oraya taginmistir (Demirsoy, 1996).

Akraba tiirlerin yayilis alanlaria bakarak bir tiiriin o bolgede mi evrimlestigini
yoksa sonradan mi oraya tasindigini tahmin edebiliriz. Tiirlerin yayilis1 alanlart tiir
olusumu agisindan onemlidir. Yayilislar tiirlesme sekilleri hakkinda, tiirlesme sekilleri
de yayilislar1 hakkinda fikir verir. Tiirlesme olgusunu agiklamak i¢in ortaya atilan iki
teori vardir. Bunlar ani tiirlesme ve asamali tlirlesmedir. Ani tiirlesme, ait oldugu ana
populasyondan {ireme yoniinden izole olmus tek bir bireyin olusmasi, bu bireyin {ireme
ve ekolojik yonden yeni bir populasyon yaratabilecek yetenekte olmasi olgusudur. Bu
durumun ortaya ¢ikmasi hemen hemen imkansizdir. Asamali tiirlesme, populasyonlarin
yeni bir tiirlin kendine 6zgii 6zelliklerini kazanincaya kadar gecirdikleri asamali bir
sapma siirecini ifade eder (Onder ve Awad, 2000). Asamali tiirlesme, simpatrik (ayn1
kokenden gelen ve ayni cografik bolgede bulunan tiirler) ve allopatrik (ayr1 cografik
bolgelerde bulunan tiirler) olarak iki yolla olusabilir. Simpatrik tiirlesmede ayni atayi
paylasan, iki ya da daha fazla tiir ayn1 alanda olusmaktadir. Allopatrik tiirlesmede, bir
atasal tiirlin yayilisinin bariyerle bdliinmesi sonucu alt populasyonlar olugsmakta ve bu
alt populasyonlar yeni tiirlere farklilagmaktadir. Morfolojik olarak benzerlik gosteren
fakat ¢ogalma bakimindan birbirlerinden ayrilan tiirlere sibling (ikiz), iki veya daha
fazla alt tiire sahip tiirlere politipik, alt tiirleri olmayan tiirlere monotipik, diinya da
genis alanlara yayilmis tilirlere kozmopolit ve belirli kitalara yayilmis tiirlere ise

kitasal (kontinental) tiirler denilmektedir (Kuru, 1999).
1.1.2. Alt Tiir Kavramm

Alt tiir kavramu ile ilgili ¢ok farkli goriisler bulunmaktadir. Baz1 arastirmacilar
alt tiir kavrammi kabul etmezken, bazilar1 evrimsel siiregte Onemli bir asamay1

olusturdugunu diisliniir. Genel olarak kabul goren alt tiir kavrami, her tiiriin bolgesel



olarak farkli alanlara yayilmig bir ¢ok populasyon igerdikleri ve bu populasyonlarin
zaman igerisinde birbirilerinden 6nemli Sl¢iide farklilasarak, farkli bir taksonomik grup
icerisinde gosterilen alt tiirleri olusturdugudur. Genel olarak alt tiir, tiir igerisinde
morfolojik, ekolojik, genetik ve davramissal olarak farklilasmis ayr1 gruplar olarak
dustiniilir (Stanford, 2001).

Alt tiirler, kendi iclerinde kismi yaliimdan dolayi, gen bilesimi bakimindan
birbirlerine daha ¢ok benzeyen gruplardan meydana gelmistir. Boyle bir politipik tiir’iin
alt tiirleri ilke olarak gen bilesimleri bakimindan farkli olmakla beraber, bir araya
getirildiklerinde bagarili olarak ciftlesebilirler ve verimli déller meydana getirebilirler

(Demirsoy, 1998).

1.2. Rissoacea Siiperfamilyasinin Cins ve Tiirlerinin Ayirimi

Gastropodlarda cins diizeyinde siniflandirma yaparken genel olarak kabuk
ozelliklerine bakarak siniflandirma yapilir ancak sadece kabuk 6zelliklerine bakilarak
simiflandirma yapmak dogru degildir. Sistematik calismalarda molekiiler ve diger
anatomik karakterlerin kullanimi1 da giderek artmaktadir. Kural olarak akraba cinslerin
anatomileri farklilik gosterir. Bu farklilik ¢ok kiiciik olabilir, fakat agik ve sabittir.
Genellikle anatomik yapilari benzer olan tiirlerin, Oncelikle kabuk yapilarn
tanimlanmaktadir. Solunum sistemi organizasyonu, embriyolojik gelisim ve histolojik
yapilar kabuk yapist ile bir tanimlama yapilamiyorsa kullanilir. Bu durumda agik ve
sabit olan yumusakca farkliliklar1 g6z oniinde bulundurulmalidir. Bu kural genellikle
politipik cinsler i¢in gecerlidir. Bu durumdaki anatomik karakterler, cinsin ayirt
edilmesinde goz Oniinde bulundurulur. Ciinkii bu karakterler olmadan yiiksek
kategorileri siiflandirmak miimkiin olmamaktadir (Radoman, 1983; Schander ve
Sundberg, 2001; Koca, 2007).

Monotipik cinsler anatomik ve yumusakca karakterleri yoOniinden, akraba
cinslerden farklilik gostermek durumundadirlar. Ayni cinse ait tiirler, benzer anatomiye
sahiptirler. Ayni yerlesim yerine ait populasyonlardaki oOrnekler, sadece anatomik
analizlerle giivenilir sonuglar verebilmektedir. Bu populasyonlar ayni anatomiye sahip
ya da benzer yumusakgalarsa bu durumda onlar sadece konsipesifik tiirlerdir.
Anatomilerinde agik farkliliklar olan aymi yerlesim yerinden benzer tiirler ise, bu

durumda ¢esitli simpatrik yerlesim populasyonlarina aittir. Yani bu populasyonlar farkli



tirlere veya farkli cinslere ait olabilirler. Ac¢ik anatomik farkliliklara sahip olan
allopatrik populasyonlar, farkl cinslere aittir. Eger bu populasyonlar farkli anatomilere
sahip degillerse, bu takdirde ayni tiir olarak degerlendirilebilirler. Benzer anatomik
yapilara sahip olan allopatrik ve simpatrik populasyonlarin agik ve siirekli farkliliklar
yalniz farkli tiirlere ait degil, farkli cinslere de ait olabilmektedir.

Genel olarak, cinsleri igeren her taksonomik birim i¢in gelistirilmis bir kural
vardir; cinslerin adapte olduklar1 belirli bolgeler vardir ve bu 06zellikleri
siniflandirilmalarinda kullanilmaktadir. Aksi takdirde akraba taksonlarin farkliliklari
aciklanamazdi. Kesin bir taksonu ayirt edebilen ideal bir 6zellik onun adapte oldugu
bdlgenin tanimlamasini da yapar. Fakat sadece bu yontemle tiir ve cinsleri analiz etmek
yeterli degildir.

Sadece tiirlerin bolgeleri degil, cinslerin bolgeleri de sinirli ve kiiglik olabilir.
Cok uzak alanlardaki tiirler cok nadir olarak ayni cinslere aittir. Bunun aksine bdyle
tiirler genellikle anatomik farkliliklara sahiptir ve farkli cinslere aittirler. Ozellikle boyle
durumlarda zoocografik ve ekolojik faktorlerin her ikisi de hesaba katilmalidir. Ayni
cinse ait birka¢ simpatrik tiir ayn1 lokalitede bulunabilir. Bu lokalitenin genis ve bir¢ok
ekolojik nicelik (bir gol ya da genis su kiitlesi gibi) tasimas1 gerekmektedir.

Orneklerin i¢ anatomilerindeki farkliliklar ile cinsler tespit edildikten sonra,
populasyonlar kabuk ozelliklerine goére farkli tiirlere ayrilir. Populasyonlarin ve goz
Oniine aliman populasyon gruplarinin zoocografik dagilimlarinin arastirilmasit da
gerekmektedir. Ayni lokalitede bulunan anatomik olarak benzer tiirlerin, agik kabuk
farkliliklar1 varsa bu gruplar arasinda ayrimlar yapilabilir. Bu gruplar ayni cinsin
simpatrik tlirleri olarak belirlenebilir. Populasyon gruplarinin ya da allopatrik
populasyonlarin anatomik yapilar1 benzerse, kabuk yapilar farklidir, béyle durumlarda
bunlar allopatrik tiirler olarak belirlenebilmektedir.

Eger ayn1 lokalitede yasiyorlarsa 6rnegin ayni goliin ¢esitli derinliklerinde ya da
su akimlar1 tarafindan baglanmis iki biotopta, bir gol ya da golin kaynaginda, bu
bolgelerdeki populasyon gruplar1 ya da populasyonlar arasindaki agik kabuk farkliliklar:
vardir. Bu farkliliklar iireme izolasyonunun bir gostergesi olabilir. Populasyon gruplari
ve populasyon lokaliteleri tamamiyla ayr1 bolgelere izole edilmigse cografik
izolasyonlar1 temsil ediyor demektir. Populasyonlarda acik bir kabuk farklilig1 oldugu

zaman tiir olarak belirlenebilecektir (Koca, 2007).



1.3. Tiir Tayininde Kullamlan Molekiiler Tekniklerin Onemi ve Kullanim Alanlan

Genetik teknikler kullanilmaya baglamadan oOnce, morfolojik farkliligin
tamamen genetik farklilasmadan kaynaklandig: diisiiniilmekte ve tiir tespiti, genellikle
morfolojik o6zellikler kullanarak yapilmaktaydi. Fakat, tiir tespitinde morfolojik
karakterlerin kullanimi, bir tiire ait populasyonun fenotipinin dogrudan genetik
kontroliin etkisi altinda olmadig1 ve cevresel faktorlerin degismesinin de fenotipi
etkileyebileceginin anlasilmasindan sonra sinirli hale gelmistir.

Belirgin ya da giivenilir morfolojik farkliliklar1 olmayan tiirlerin ayirt edilmesi
zordur ve gilivenilir olmayan sonuglar ortaya cikartabilir. Cok uzun zaman once
farklilasmis olan tiirlerin simiflandirilmasinda kullanilabilecek morfolojik o6zellikleri
saptamak gii¢ oldugundan, molekiiler teknikler bu durumda yararl karakterler olarak
kullanilabilir.

Morfolojik 6zelliklerine gore pek ¢ok tiiriin teshisi i¢in olduk¢a deneyim sahibi
olmak gerekir. Molekiiler teknikler ile 6zellikle teshisi zor olan tiirlere 6zgl teknikler
gelistirilebilir, teshislerinin daha kesin olarak yapilabilmesi miimkiin olabilir. Belki de
yakin gelecekte tiirlerin teshisinde kullanilabilecek belirteclerle tiir teshis anahtarlarinin
gelistirilmesi miimk{in olacaktir.

Genetik verilerin sagladig1 diger 6nemli bir veri ise, molekiiler saat kullanarak
tiirlerin ayrilma zamanlarinin tahmin edilmesidir. Belli bir tiiriin ya da taksonun genomu
veya genomunun belli bdlgeleri i¢cin mutasyon oranlarina ait bilgiler varsa,
karsilastirilan taksonlar arasindaki niikleotid farkliliklarin1 (divergens) hesaplayarak ne
kadar zaman Once farklilastiklar1 tahmin edilebilir. Bu yolla olusturulan filogenetik
agaclarin dal uzunluklarin1 hesaplamak ve tiirler arasindaki evrimsel iligkileri zamansal
olarak da tahmin etmek miimkiindiir.

Populasyon genetikgileri molekiiler teknikler kullanarak tiirlesme, tiirlesmeye
neden olan evrimsel giicler ve isleyisi hakkinda 6nemli bilgiler saglamaktadirlar
(Ergtiden, 2007).

Populasyon genetigi ¢caligsmalarinda tiirlerin ve populasyonlar arasi farkliliklarin
tespitinde fenotipik tekniklerin yaninda molekiiler genetik teknikler de kullanilmaktadir.
Tek basina kullanilan fenotipik teknikler (ekoloji, markalama, parazitler, fizyoloji,
morfometrik, meristik, kalker yapisi) genotipik dayanagi olmadigindan ve gevresel

etkilere gore degisiklik gosterdiginden yaniltict olabilmektedir. Bu nedenle molekiiler
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genetik tekniklere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu amacgla bir¢ok genetik teknik
gelistirilmistir.

Populasyon genetigi calismalarinda giinlimiizde yaygin olarak kullanilan
teknikler; Protein Elektroforez, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), Sinirlama
Parcalarinin Uzunluk Polimorfizmi (RFLP), DNA Dizileme Metodu, DNA Parmak izi
Metodu, Mikrosatellite (SSR), Tek Zincir Konformasyonel Polimorfizm (SSCP),
Cogaltilmig Parca Polimorfizm (AFLP) ve Polimorfik DNA’nin Rastgele Cogaltilmasi
(RAPD) teknikleridir.

Bu tez calismasinda da kullanilan, en giivenilir metod olan DNA sekans analizi
gen yapist ve genetik kontrol mekanizmalart hakkinda bir¢ok bilgi edinmemizi saglar.
Herhangi bir organizmadan ¢ok miktarda saf DNA elde edilmesini saglayan
rekombinant DNA tekniklerinin gelismesine paralel olarak 1970’li yillarin sonuna
dogru DNA dizi analizi yontemleri de gelisme gostermistir. Bu yontemler oldukca basit
ve hizlidir, béylece DNA’nin uzun boliimlerinin dahi dizi analizi yapilabilir. Bu sekilde,
gen {riinii hakkinda bilgi sahibi olmadan, dogrudan genetik bilgiye ulasilabilir
(Passarge, 2000; Ziilal, 2001).

DNA Dizi Analizi i¢in giiniimiizde iki temel yontem kullanilmaktadir. Bu iki
yontem;

1- Maxam ve Gilbert’in kimyasal kirilma yontemi (Maxam ve Gibert, 1977).

2- Sanger-Coulson’un zincir sonlanma yontemi. (Sanger ve dig., 1977).

Bu iki yontemden, Sanger — Coulson’un yontemi giinlimiizde daha yaygin olarak
kullanilmaktadir. Allan MAXAM ve Walter GILBERT in gelistirdikleri yd&ntemin
prensibi hidrazin, dimetil siilfat ya da formik asitin, DNA’da bulunan bazlar1 6zgiil
olarak degistirmesine ve daha sonra eklenen piperidinin degisiklige ugramis
niikleotitlerin bulundugu noktalardan zinciri kirmasina dayanir (Sambrook ve dig.,
1989). Bu yontemde, niikleotit dizisi saptanacak olan DNA énce 5°- ucundan **P ile ya
da floresan bir boya ile isaretlenir. DNA’nin iki iplik¢igi birbirinden ayrilarak ya da
DNA uygun bir restriksiyon enzimi ile kesilereck DNA’nin yalmizca bir ucundan
isaretlenmesi saglanir. Ikinci adimda ise DNA molekiilleri dort tiipe ayrilarak A, C, G
ya da T niikleotitlerini degistirmek ve kirmak i¢in gerekli tepkimeler gerceklestirilir.
Reaksiyon icin kisith bir siire verilerek her tiip de farkli pozisyonlardaki hedef

niikleotidlerden kirilmis DNA parcalar1 elde edilir. Sonugta kirilmanin oldugu
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pozisyona gore hepsi 5’- pozisyonlarindan isaretli ancak boylar1 birbirinden farkli bir
dizi DNA fragmenti elde edilmis olur. Elde edilen boylar1 gittikce kisalan DNA
dizileri, jel elektroforezi ile birbirlerinden biiyiikliiklerine gore ayrilir ve otoradyografi
uygulanarak bantlar goriintiilenir (Klug ve dig., 2000).

DNA dizi analizinde kullanilan diger bir yontem de Fred SANGER ve
arkadaslarinin gelistirdigi yontem olan zincir sonlanma ydntemidir (Sanger ve dig.,
1977). Bu yontem enzimatik DNA sentezine dayanir ve giliniimiiziin en yaygin
kullanilan DNA dizi analizi teknigidir. Bu yontemde dizisi saptanacak olan DNA ipligi
yeni sentezlenecek iplik i¢in kalip olarak kullanilir. DNA sentezini saglamak i¢in
Klenov, Taq DNA polimeraz, ters transkriptaz ya da sekuenaz enzimlerinden birisi
kullanilabilir. Yontemin temeli DNA polimerazin dNTP’lerin (deoksiriboniikleozit
trifosfat) yani sira deoksiribozun 3’ pozisyonunda OH grubu tasimayan ddNTP’leri de
(dideoksiriboniikleozit trifosfat) substrat olarak kullanabilmesine dayanir. Sentezlenen
DNA’ya bir ddNTP’nin katilmas1 3’ pozisyonunda OH grubu olmadig: i¢in sentezi
durdurur. Dizi analizi yapilirken dort ayr1 reaksiyon karisimi hazirlanir. Her bir karisim
kalip DNA zinciri, bir primer, dNTP’lerin dordii ve az miktarda ddNTP’lerden birini
igerir. Ozgiil zincir sonlanmasi igin her bir reaksiyonda farkli bir ddNTP bulunur.
Reaksiyonlarin her birinde ¢ok az miktarda modifiye niikleotit kullanildig1 i¢in yeni
zincir sentezi rastgele sonlanarak bir dizi DNA fragmenti meydana gelir. Reaksiyonlar
sonucu elde edilen DNA parcalarina elektroforez uygulanarak jel iizerinde yan yana
yuriitiiliir. Uygulanan elektiriksel alanin etkisi ile DNA parcaciklar1 en kisasi en 6nde
olmak iizere jel iizerinde bir merdiven goriintiisii olusturur. Isaretleme ydntemine gére
jel tizerinde, tespit edilen pargaciklar reaksiyon karisimina konulan ddNTP’nin tipine

gore okunur (Klug ve dig., 2000).
1.4. Filogenetik Sistematik

Taksonomi taksonlar arasindaki benzerlik ve farkliliklarin ifade edilmesi,
taksonlarin tanimlanmasi, yeni taksonlar isimlendirilmesi ve uygun bir siniflandirma
sistemi igerisinde verilmesi konularimi kapsar. Darwinden giinlimiize evrim
taksonominin kalbi konumundadir. Ayrica Evrim teorisi ortaya ¢iktiktan sonra biyoloji
biliminin temel amaglarindan biri tiirler arasindaki filogenetik iliskileri incelemek

olmustur. Bu gdrev, var olan tiirlerin kendi aralarinda morfolojik, fizyolojik, ekolojik ve
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hatta cografik yayilis alanlar1 gibi 6zelliklerinde goriinen farklardan dolay1 daha ilgi
cekici hale gelmistir. Sistematik, biyolojik ¢esitliligin siniflandirilmasi ile yetinmez,
“neden” ve “nasil” sorularini cevaplayabilmek icin tiirlerin evrimsel siireclerini teorik
ve pratik yonleriyle inceler. Bu yoniiyle sistematik, taksonomiyi i¢ine alan bir alandir.
Henning tarafindan ortaya atilan filogenetik sistematik, taksonomiyi filogenetik olarak
inceler (Henning, 1965; Sereno, 2005; Godfray ve dig., 2007).

Taksonlar arasindaki filogenetik iligkilerin belirlenmesi demek o taksonun
zaman icerisindeki biitiin atasal formlarinin birbiri ile olan baglantilarinin ortaya
cikarilmasi anlamina gelir. Bugiin bir ¢ok sistematikg¢i taksonomik ¢aligsmalar yapilirken
taksonlar arasindaki benzerliklerin tam olarak ifade edilebilmesi i¢in filogenenin

gerekliligini kabul etmektedir.
1.5. Mitokondrial DNA

Mitokondrial DNA’ya ait gen bdlgeleri filogenetik ve evrim caligmalarinda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Mitokondrial DNA, c¢ekirdek DNA’sina gore daha
ylksek bir evrimlesme hizina sahiptir (Brown ve dig., 1979). Bundan dolay1 akraba
tiirlerin ve bir tiirlin populasyonlarinin karsilastirilmasinda oldukg¢a yararli olmustur
(Harrison, 1989).

Mitokondrial DNA sahip oldugu bir¢ok 6zellikten dolay1 sistematik ¢alismalarda
avantajlar saglar. Mitokondrial DNA’nin ¢ogu calismada marker olarak kullanilmasini
saglayan en &nemli ozelligi maternal kalitimi ve yiiksek evrimlesme hizidir. Ikinci
onemli oOzellik ise mitokondrial DNA’nin klonal kalitimidir. Ayrica hayvan
mitokondrial DNA’s1 rekombinasyona ugramaz. Filogeni acisindan mitokondrial
DNA’nin diger 6nemli bir 6zelligi yliksek oranda degiskenlik ve mutasyon oranidir.
(Rokas ve dig., 2003; Buburuzan ve dig., 2007).

Gastropodlarda mitokondrial DNA genleri biiyiik oranda c¢esitlilik gosterir.
Mitokondrial DNA polimorfizmi Gastropodlarin dahil oldugu yumusakgalar subesinde
genel bir durum olarak kabul edilir (Yamazaki ve dig., 1997; Rawlings ve dig., 2001).
Ayrica baz1 kara salyangozlarina (Cepaea nemoralis ve Albinaria coerulea) ait
mitokondrial DNA’nin tam sekansi ¢ikarilmis ve bu tiirlerin gen organizasyonu
bakimindan c¢esitlilik gosterdigi tespit edilmistir (Hatzoglou ve dig., 1995; Terrett ve
dig., 1996).
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Hayvan mtDNA’s1 15-20 kb uzunlugunda kapali halkasal, ¢ift sarmal bir
molekiildiir. Cift sarmal yapiy1r olusturan halkalar yliksek yogunluk farki gosterir.
Mitokondrial DNA halkasal yapis1 agir (H) (heavy) zincir (CsCI ile daha agir
yogunlukta bir bant verir) ve hafif (L) (light) zincirden olusur. Mitokondrial DNA
niikleer genomdan yaklasik 10° kez daha kiigiiktir. mtDNA’nmn histon proteinleri
bulunmaz, bu nedenle mtDNA’nin nasil paketlendigi henliz tam olarak
bilinmemektedir. Bu kiiciik organel genomu 2 rRNA, 22 tRNA, 13 elektron transferi ve
oksidatif fosforilasyonda gorev alan protein geni olmak {izere 37 gen kodlar (Cummins,
1998; Kurabayashi ve Ueshima, 2000; Wilding ve dig., 1999, Giines, 2006).
Mitokondrial DNA’nin kodladig:r 13 proteinin 12 tanesi H zincirinde kodlanirken 1
protein L zincirinde kodlanir. mtDNA’nin H zinciri ayrica 22 tRNA’nin 14 tanesini, 2
adet rRNA ve 12 adet mRNA kodlarken, L zinciri 8 tRNA ve 1 tane mRNA kodlar.
Protein sentezi sirasinda tiim Okaryotlar ve prokaryotlar aymi kodlart kullanirken
mitokondrial DNA protein sentezi kodlar1 bazi farkliliklar gosterir (Giines, 2006).

Mitokondrial DNA’nin COI gen bolgesi filogenetik calismalar i¢in ¢ok
kullamishdir. Ozellikle Gastropodlara dahil grup ya da familya diizeyindeki
karsilagtirmalar ve bu gruplarin evrimsel siirecleri hakkinda giivenilir bilgiler sunar.
Ayrica populasyon genetigi ¢aligmalart ve populasyonlar arast gen akisi diizeyinin
belirlenmesinde de kullanilir (Hershler ve dig., 2002). Gastropoda mtDNA’s1 gen

dizilimlerine bir 6rnek sekil 1.’de verilmistir.
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Sekil 1. Gastropoda mitokondrial DNA’sinda genlerin dizilimi (Hatzoglou ve dig.’den, 1995).

1.5.1. Mitokondri Evrimi ve Mitokondrial DNA Evrilme Hiz:

Mitokondrilerin sahip olduklar1 prokaryotik yapidaki genetik materyalleri, bu
organelin bir milyar yi1l once endositoz ile bir Okaryot Onclisliniin i¢ine alinmis
bakterilerden evrimlestiklerini diisiindiirmektedir. Bu olay endosimbiyotik hipotez
olarak bilinir. Bu hipoteze gore baslangicta mitokondri icermeyen anaerob organizmalar
olan Okaryot Onciilleri, daha sonra oksidatif fosforillenme sistemlerini kendi amaglari
icin kullandiklar1 bakterilerle kalic1 bir endosimbiyotik iliski kurmuslaridir (Gray ve
dig., 1999). Mitokondri gelisimine yol acan endositoz olaymnim, yaklasik 1,5x10° yil
once, hayvanlar ve bitkiler ayrilmadan, atmosfere biiyiik miktarda oksijen girdiginde

oldugu sanilmaktadir (Alberts ve dig., 2008).
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mtDNA genleri farkli oranlarda evrimlesme hizina sahiptirler. Tirlerin ya da
populasyonlarin karsilastirilmasinda mtDNA ait bir gen bolgesinden yararlanilacak ise;
hangi bolgenin kullanilacagi oncelikle hangi tiir ile ¢alisilacagina, sonra kullanilacak
yonteme baghdir. mtDNA COI ve 16s genleri (Wilke ve dig., 2000; Hershler ve Liu,
2004; Liu ve Hershler, 2005; Perez ve dig., 2005; Falniowski ve dig., 2008) bir¢ok
tiiriin ve populasyonun molekiiler filogenisi i¢in incelenmis ve bu genlerin tiir ve
populasyonlar arasindaki farkliliklarin tespitinde oldukca basarili sonuglar verdikleri

rapor edilmistir.
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1.6. Onceki Cahsmalar

Rissoacea (Hydrobioidea) siiperfamilyasi ile Tiirkiye’de yapilmis molekiiler bir
calisma bulunmamaktadir. Ulkemizde bu siiperfamilya ile ilgili yapilmis calismalar bu
canlilarin yayiliglar1 ve morfolojik olarak tiir tayinleri ile ilgilidir.

Schiitt (1964), yaptig1 calismada, Antalya’nin 40 km kuzeyinde Burdur yolu
tizerinde 4 yeni Prosobranchia tiirli tanimlamistir. Endemik olarak bildirilen bu tiirler;
Horatia bunarbasa, Chilopyrgula zilchi, Hydrobia pamphylica ve Bithynia
pseudemmericia’dir. Radoman (1973b) Hydrobia pamphylica tirinii Graecoanatolica
cinsine dahil etmistir. Ayrica Kirkgoz’den tanimladigi Hydrobia pamphylica tiirini
revize ederek G. pamphylica olarak belirtmi
stir.

Schiitt (1965), yaptigr ¢alismada, Hydrobia anatolica isimli tiirii Antalya
Diidenbasi, Egirdir, Burdur ve Beysehir Golleri’'nden bildirmislerdir. Bu tiirii kalin,
renksiz kavk, diiz ve diizensiz artan helezonlardan dolay1 Hydrobia cinsine dabhil
ettiklerini  belirtmislerdir. Bu tiiriin anatomik Ozelliklerinden yola ¢ikarak
Makedonya’nin Vegorrites goliinde yayilis gosteren Hydrobia vegorriticola ile iliskili
olduguna deginilmistir. Fakat Radoman (1973b) tiiriin adim1 Graecoanatolica
vegorriticola olarak degistirmistir.

Schiitt (1990), yaptig1 calismada, Radoman tarafindan Burdur, Yarisli ve
Acigol’den toplanan Graecoanatolica tiirlerinin farkl tiirler olmadigini ayni tiiriin alt
tiirleri oldugunu diisiindiigiinii belirtmistir.

Yildirim ve dig. (2001), yaptiklar1 ¢alismada, “Burdur ve Civar1 Tath sularinda
Yayilis Gosteren Gastropoda Tiirleri” G. lacustristurca’yr Kiimbetli Pmar Sazak
Kocapinar Koyl yolunda tespit ettiklerini belirtmislerdir.

Yildirim ve dig. (2003), yaptiklart ¢alismada, “Eber Golii'nde Yayilis Gosteren
Salyangoz Tiirleri ve Tiirlerin Goldeki Yayilislar1” Hydrobiidler igerisinde yer alan G.
lacustristurca ve Bithynia pseudemmericia’nin Eber Goliinde yayilis gosterdigini
belirlemislerdir.

Koca (2007), yaptigi c¢alismada, “Bati Anadolu Rissoacea (Gastropoda,
Prosobranchia) Faunasinin Belirlenmesi” G. lacustristurca’y1 Isparta Egirdir Golii ve
Burdur-Karamanlh K&yt Kocapinar Kaynagi, G. kocapinarica’'y1 Egirdir Yukarigékdere
Koyii Kocapinar kaynaginda, G. fenuis 'u Denizli-Gemis Kasabasi Esref Otuzbir Parki
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yani (Ac1 Gol'iin Giiney Kiyisinda) ve G. pamphylica’y1 Antalya Kirkgéz kaynaginda
belirtmisgtir.

Graecoanatolica cinsinin dahil oldugu Rissoacea (Hydrobioidea) siiperfamilyasi
ve Hydrobiidea’ler ile ilgili ¢ok sayida molekiiler diizeyde calisma bulunmaktadir.
Fakat Graecoanatolica cinsi ile ilgili yapilmig molekiiler bir calisma bulunmamaktadir.

Grande ve dig. (2002), yaptiklar1 ¢calismada, Roboastra europaea (Gastropoda:
Opisthobranchia)  tliriinlin =~ mitokondrial DNA’smin  tam sekans analizini
gerceklestirmiglerdir. Bu sekans aracilifiyla sube icerindeki diger familyalar arasinda
karsilagtirma yapmiglardir. Karsilagtirma sirasinda Obisthobranchia ve Pulmonata
arasindakine ¢ok benzer bir genom yapisi gormiislerdir. Sadece trnC gen bolgesinde
farklilik bulunmustur. Ve bu tiriin Gastropodlar igerisinde mitokondrial DNA
bakimindan en biiyiik benzerligi P. strigosa ile gosterdigi gérmiislerdir. Ayrica tiirin
hem amino asitleri hem de mitokondrial DNA s1 araciligiyla filogenetik analizleri
yapilmigtir.

Remigio ve Hebert (2003), yaptiklar1 ¢alismada, Gastropoda sinifina ait 5 alt
sinifi molekiiler agidan karsilastirmislardir. Bu karsilastirma sirasinda sitokrom c
oksidaz I gen bolgesi kullanilmis ve ¢aligma sonucunda bu gen bdlgesinin siniflandirma
ve evrimsel siiregteki degisimlerin gozlenmesi agisindan uygun bir bolge oldugu
goriilmiistiir. Ayrica tiir diizeyindeki degisimlerin bu gen bolgesi incelenerek agikca
goriildiiglinii belirtmigler ve bu bolgeye ait sekansi kullanarak filogenetik agaglar
olusturmuslardir.

Colgan ve dig. (2007), yaptiklar1 ¢calismada, Caenogastropoda grubuna ait 29 tiir
ve 7 tane dig grubun filogenetik analizini gergeklestirmislerdir. Analiz i¢in 18S rRNA,
28S rRNA, 12S rRNA ve COI gen boélgelerini kullanmiglardir. Maksimum parsimony,
maksimum likelihood ve Bayesian analizi yapmislardir. Grup i¢in yapilan morfolojik
siiflandirmanin  molekiiler filogenetik sonuglarla hemen hemen uyustugunu
bildirmislerdir.

Falniowski ve dig. (2007), yaptiklar1 ¢calismada, Daphniola cinsine ait tiirlerin
hem morfolojik 6zelliklerini hem de mtDNA COI gen bolgesini kullanarak tiirler
arasindaki benzerlik oranlarini degerlendirmislerdir. Kabuk 6zellikleri agisindan en

biiyiik farklilig1 D. exigua tiirline ait 6rneklerin gosterdigi belirtilmistir. COI gen bolgesi
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ile yapilan benzerlik karsilastirmasinda hem tiirlerin kendi aralarinda hem de diger
tiirlerle farklilik gosterdigi gézlenmistir.

Albrecht ve Wilke (2008), yaptiklar1 calismada, yasli bir gél olan Ohrid Goliinde
yasayan cesitli canli tiirlerinin morfolojik ve molekiiler karakterlerini ¢alismislardir. Bu
calismada belirli karakterler kullanilarak tiirler incelenmistir. Antik goller canlilarin
evrimsel siireclerinin incelenmesi i¢in essiz yerlerdir. Bu gdlde 72 Gastropoda tiirii
bulunmustur bunlardan 56 tanesi endemiktir. Goéldeki bazi tiirler {izerinde mitokondrial
DNA sekans analizi yoluyla filogenetik karsilastirma yapmislardir. Bu ¢alisma ile hem
antik goldeki tiir ¢esitliligi ¢alisilmis hem de tiirler filogenetik olarak karsilastirilmistir.

Benzer bir aragtirmada, iki kardes gol ile bu gollerde endemik olan iki kardes
tiirlin es zamanli evrimini c¢alismiglardir. Bu tiirler Radix relicta ve R. pinteri’dir.
Calisma sirasinda diinya ¢apinda Radix tiirlerine ait DNA verileri kullanilmistir. Ve
calisma sonunda bu iki kardes tiire ¢cok yakin baska bir kardes tiir daha bulunmustur. Bu
tir R. ampla’dir. Calismada ayrica diger endemik Radix tiirlerine de deginilmistir.
Radix tiirlerinin filogenetik caligmalarinda en ¢ok mitokondrial COI geni kullanilmistir.
Bu genin sekans analizi kullanilarak yapilan ¢alisma, tiirtin kendi i¢inde morfolojik
karakterlerine gore yapilan siniflandirma ile uymaktadir. Bu da bu genin filogenetik
calismalarda kullanilmasinin uygunlugunu gosterir (Albrecht ve dig., 2008).

Hershler ve Liu (2008), yaptiklar1 ¢alismada, Kaliforniya-Nevada da bulunan
Olii Vadi Sistemindeki 14 endemik tatli su salyangozu (Hydrobiidae: Pyrgulopsis)
tiirlinden 13 tanesine ait 80 populasyona ait tiirleri 2 mitokondrial DNA gen bdlgesi ile
filogenetik olarak smiflandirmiglardir. Molekiiler saat verileri ile canlilarin evrimsel
olusum siireglerini degerlendirmislerdir. Ayrica bu sistemde bulunan gollerin evrimsel
stirecte olusum zamanlar ile ilgili tahminde bulunmuslardir.

Schultheif3 ve dig. (2008), yaptiklar1 calismada, iki kardes yash goldeki Pisidium
cinsine ait farkli tiirlerin evrimsel farklilasmalarini incelemislerdir. Incelenen tiirler Ohri
goliinde ve Prespa goliinde P. maasseni’dir. Calisma sirasinda Pisidium cinsi igin
bulunan tiirlesme kaliplar1 bu iki goéldeki diger mollusca gruplari i¢in morfolojik
kaliplar bakimindan kiyaslanmistir. Yine bu calismada morfolojik kiyaslamalarin
yaninda gen bankalarindan alinan DNA sekansi verileri ile molekiiler olarak da

karsilastirilmasi yapilmistir.
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2. MATERYAL ve YONTEM

Bu arastirma Mehmet Akif Ersoy Universitesi Bolgesel Gida Laboratuar1 PCR
tinitesinde ve Fen [Edebiyat Fakiiltesi Genel Biyoloji Laboratuari’nda

gergeklestirilmistir.

2.1. Materyal

2.1.1. Graecoanatolica Tirlerinin Sistematikteki Yeri

Calismada kullanilan tiirlerin sistematik siniflandirmasi Radoman (1973a)’a gore

asagida verilmistir.

Phylum : Mollusca

Classis :  Gastropoda

Subclassis : Prosobranchia

Ordo :  Mesogastropoda

Superfamilya : Hydrobioidea

Familya :  Hydrobiidae

Subfamilya . Graecoanatolicinae

Genus . Graecoanatolica

Species . Graecoanatolica lacustristurca (Radoman, 1973a)

Graecoanatolica tenuis (Radoman, 1973a)
Graecoanatolica kocapinarica (Radoman, 1973a)
Graecoanatolica conica (Radoman, 1973a)
Graecoanatolica brevis (Radoman, 1973a)

Graecoanatolica pamphylica (Schiitt, 1964)
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2.1.2. Graecoanatolica Tiirlerinin Tayin Edilmesi ve Tayin Anahtar:

1 - Helezon sayist 4-5 2
— Helezon sayis1 6—7 4

2 - Siiturlar derin, merkezi disin basal disleri 3 tane G.kocapwnarica
— Siiturlar s13 3

3 - Merkezi disin basal disleri 1 tane, umbilikus kapali, surat belirli bolgelere

dagilmis cok pigmentli, penis az pigmentli G.lacustristurca

— Merkezi disin basal disleri 2 tane, umbilikus kapali ya da dar, penis az pigmentli
G.tenuis

4 - Merkezi disin basal disleri 1 tane 6—7 helezonlu G.pamphylica
2.1.3. Graecoanatolica Cinsinin Genel Ozellikleri

Graecoanatolica cinsine ait tiirlerde genel olarak kabuk uzun, konik nadiren
kisalmis, apertur genellikle uzamis iiste dogru daralmig, merkezi radula disi her bir
kenarinda 3 tane olmak iizere 6 yanal dislidir. Genital kisim mevcut, fakat bazi tiirlerde
nadirde olsa zayif gelismis olarak yumurta kanalinin baglantisinda goriilebilir. Yumurta
kanalinin lobu oransal olarak uzun ve S sekillidir. Sadece iyi gelismis fasulye tanesine
benzer olan bir sperm kesesi (rs1) mevcuttur. Accesory bezin arkasina yerlesmis ve
olduk¢a uzun kanali vardir. Penis uzun, silindirik, t1§ gibi herhangi bir olusumu yoktur

(Koca, 2007).

2.1.4. Graecoanatolica Tiirlerinin Morfolojik Ozellikleri

2.1.4.1. Graecoanatolica lacustristurca (Radoman, 1973a)

Kavk uzun-konik sekilli ve sarmal sayis1 4-5’dir. Sarmallar orantili bir sekilde
artmaktadir. Kavk ¢ok saydam olup manto disaridan goriilebilmektedir. Siitur ¢izgileri
kaybolmus bu boliimde diizlesme olusmustur ve kavk {lizerindeki dikine biiylime
cizgileri belirgindir. Son helezon apertur agikligina dogru bombe yapmustir, apertur oval
ve dudaklar incedir. Apeks sivridir. Umbilikus genelde kapalidir. Yiizde pigmentlesme
goriiliir, ayrica bazi bireylerde tentakiiller {izerinde de pigmentlesme vardir. Fakat
genelde tentakiiller pigmentsizdir. Penis tabandan uca dogru sivrilen yapidadir. Penis
geng bireylerde pigmentsiz, eriskinlerde ise daha biiyiik ve az miktarda pigmentlidir.

Penis tizerinde herhangi bir olusum yoktur. Disi {ireme organinda bursa kopulatrisk
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yoktur. Fakat ¢ok biiylik fasulye benzeri, bir tane sperm kesesi mevcuttur ve kivrimli bir

yumurta kanalina sahiptir. Radulanin merkezi disinin kesici disleri 3’er tane yanlarda 1

tane ortada olmak iizere 7 tanedir. Ayrica merkezi dis tabaninda sagli sollu 1’er tane

yanal dis bulunmaktadir (Sekil 2.). Graecoanatolica lacustristurca tiiriine ait caligsmada

iki lokalite tespit edilmistir. Isparta-Egirdir- Egirdir Go6li ve Burdur-Karamanli-

Kocapinar Kaynagidir (Koca, 2007).
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Sekil 2. Graecoanatolica lacustristurca tirtine ait anatomik ¢izimler (a.Kavk yapisi- b.Erkek - c.Penis-

d.Disi - e.Operkulum- f.Radula) (Koca’dan, 2007).
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2.1.4.2. Graecoanatolica kocapinarica (Radoman, 1973a)

Kavk minare sekilli, yipranmis goriinlimdedir ve sarmal sayis1 4-5°dir. Kavkin
sarmallart orantili sekilde artmakta ve tabani genistir. Siiturlar1 derin, apertur oval ve
apeks sivridir. Umbilikus genelde genis oyuk seklindedir. Operkulum oval yapida
seffaftir. Cekirdek sol kosededir. Surat pigmentli, tentatiiller ise ¢ok az pigmentlidir.
Penis tabandan uca dogru incelmis yapidadir ve ¢ok az pigmentlidir. Bu tiiriin penisi
eriskin bireylerde oldukga biiyiik ve uzundur. Disi genital sisteminde bursa kopulatriks
yoktur. Cok iyi gelismis sperm kesesi mevcuttur. Radulanin merkezi disinin kesici
disleri 3’er tane yanlarda 1 tane ortada olmak lizere 7 tanedir. Ayrica merkezi dis

tabaninda sagli sollu 3’er tane yanal dis bulunmaktadir (Sekil 2.1.) (Koca, 2007).

/50
(M)

Sekil 2.1 Graecoanatolica kocapinarica tiriine ait anatomik ¢izimler (a.Kavk yapisi-b.Erkek - c.Penis-
d.Disi - e.Operkulum- f.Radula) (Koca’dan, 2007).
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2.1.4.3. Graecoanatolica tenuis (Radoman, 1973a)

Kavk uzun-konik ve 4-5 sarmallidir. Sarmallar1 orantili sekilde artmistir. Kavk
saydam sar1 renktedir. Manto disaridan goriilebilmektedir. Siiturlar diizlesmis ve
belirgin degildir. Apertur 45°’lik ac1 yapacak sekilde oval ve sag listte kose yapmistir.
Apeks sivrilmistir. Umbilikus genelde kapanmis bazen de oyuk seklindedir. Operkulum
ovaldir. Biiylime halkalar1 belirsizdir ve iizerinde kii¢iik dairesel yapilar vardir. Surat
genelde pigmentsizdir. Fakat g6z c¢evresinde ve agiz kismima dogru cok az
pigmentlesme vardir. Penis tabandan uca dogru sivrilen yapidadir. Uzerinde herhangi
bir yan olusum yoktur. Peniste ¢ok az pigmentlesme goriilmektedir. Penis ergin
bireylerde uzun, geng bireylerde ise pigmentsiz ve daha kisadir. Disi {ireme sisteminde
bursa kopulatriks yoktur. Fakat iyi gelismis 1 sperm kesesi (rsl1) vardir. 5 biikliimlii
uzun bir yumurta kanalina sahiptir. Radulanin merkezi disinin kesici disleri 3’er tane
yanlarda 1 tane ortada olmak iizere 7 tanedir. Merkezi dis tabaninda sagh sollu 2 ser

tane bazal dis vardir (Sekil 2.2.) (Koca, 2007).
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Sekil 2.2. Graecoanatolica tenuis tiriine ait anatomik ¢izimler (a. Kavk yapisi- b,c. Erkek - d. Penis- e.
Disi - f. Operkulum- g. Radula) (Koca’dan, 2007).

2.1.4.4. Graecoanatolica pamphylica (Schiitt, 1964)

Kavk uzun-konik ve sarmallar orantili sekilde artmistir. Sarmal sayis1 6-7’dir.
Kavk agik sar1 saydam renktedir. Manto disaridan goriilebilmektedir. Siiturlar diizlesmis
belirsizdir. Apertur oval yapidadir ve sag iistte kose yapmustir. Apeks sivrilmistir.
Umbilikus bazen diizlesmis bazen de oyuk seklindedir. Operkulum oval yapida,
cekirdek kismi sol alt kdsede ve biiyiime ¢izgileri barizdir. Surat tamamen siyah
pigmentlidir. Penis tabandan uca dogru sivrilen yapidadir. Penis pigmentsizdir ve ergin
bireylerde daha uzun, geng bireylerde ise daha kiiglik yapidadir. Peniste herhangi bir
yanal olusum toktur. Disi lireme organinda bursa kopulatriks yoktur. Sadece biiytik bir
sperm kesesi (rsl) vardir. Yumurta kanali uzundur ve 4 bikliimlidiir. Radulanin

merkezi diginin kesici disleri sagli sollu 3’er tane 1 tane ortada olmak iizere 7 tanedir.
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Yanal kenar iizerinde 1 tane yanal dig bulunmaktadir. Bu disler disin dip ¢ikintisina

olduke¢a yakindir (Sekil 2.3.) (Koca, 2007).
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Sekil 2.3. Graecoanatolica pamphylica tiiriine ait anatomik ¢izimler (a. Kavk yapisi- b. Erkek - c. Penis-
d. Disi - e. Operkulum- f. Radula) (Koca’dan, 2007).

2.1.5. Orneklerin Toplanmasi ve Toplanma Alanlar

Graecoanatolica tirleri Antalya, Burdur, Denizli ve Isparta ¢evresindeki gol ve
tath su kaynaklarindan Schiitt (1964), Radoman (1973a), Yildirirm ve ark (2001) ve
Koca (2007) de belirtilen tip lokalitelerinden toplanmistir. Toplama islemi taslarin
iistiinden elle toplama ve elek yoluyla yapilmistir. Graecoanatolica lacustristurca tiiri
Isparta Egirdir golii kiyisindaki taglara yapisik olarak ve ayrica Burdur Karamanl Koyt
Kocapinar kaynagindan, Graecoanatolica kocapinarica Isparta-Egirdir’in  Yukari
Gokdere koyiinde bulunan Kocapinar kaynagindan, Graecoanatolica pamphylica
Antalya Kirkgdz kaynagindan, Graecoanatolica tenuis Denizli Gemis Kasabasi Esref

Otuzbir Parki yaninda ve Acigél kiyisinda bir kaynaktan toplanmistir (Sekil 2.4.).
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Sekil 2.4. Graecoanatolica tiirlerinin 6rnekleme alanlari, ®; Grnekleme istasyonlarini géstermektedir.

Cizelge 2. Graecoanatolica tiirleri ve toplama zamanlart.

Graecoanatolica tiirleri

Toplama zamanlar:

Graecoanatolica lacustristurca (Isparta — | 13.04.2010
Egirdir)

Graecoanatolica lacustristurca (Burdur- | 16.07.2010
Karamanl)

Graecoanatolica kocapinarica 08.05.2010
Graecoanatolica tenuis 09.05.2010
Graecoanatolica pamphylica 02.04.2010

Bu ¢alismada Graecoanatolica cinsine ait tiirler 7 farkl lokaliteden toplanmustir.

Toplanan ornekler A, B, C, D, E, K ve L olarak isimlendirilmistir. Orneklerin

lokaliteleri Cizelge 2.1.’de verilmistir.
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Cizelge 2.1. Arastirma kapsaminda toplanan Graecoanatolica tiirlerine ait lokalite bilgileri ve DNA
izolasyonu sirasinda kullanilan 6rneklere adlandirma amaci ile verilen harfler gosterilmistir.

Grup Tiir Lokalite Koordinatlar Lokalite Ozellikleri
A Graecoanatolica Denizli 37°46,351’N | Yerlesim yeri icerisinde bir agacin
tenuis Gemis Kasabast 029° 50,593’E | dibinden ¢ikan kaynagin olusturdugu
Esref Otuzbir biiylik su birikintisindeki taslardan
Parki Yani ornekler toplanmustir.
B Graecoanatolica | Burdur-Karamanli | 37°18,376’ N | K&y icersinde yol iizerinde bir
lacustristurca Kayali Koyt 029°55,936’ E | kaynaktir, biiyilkk bir kayanin
Kocapinar dibinden kaynak ¢ikmaktadir. Cok
yogun sekilde 6rnekler bulunmustur.
C Graecoanatolica Denizli Acigol Acigéliin kiy1 kesiminde bulunan bir
tenuis tatli su kaynagindan toplanmigtir.
D Graecoanatolica Antalya 36°56,52°N Kirkgoz kaynagy, icerisinde ¢cok
pamphylica Kirkgdz Kaynagi 5 , sayida kaynagin bulundugu kiigiik bir
30°36,30’E et g
golciiktiir. Bu kaynagin kollarindan
toplanmusgtir.
E Graecoanatolica Isparta 37° 52,58’ N | Ornekler Egirdir Gélii bentiginde ve
lacustristurca Egirdir Goli 030° 51,30’ E | g6l kiyisindaki taslara yapisik olarak
bulunmaktadir.
K Graecoanatolica Isparta-Egirdir 37°41,45° N | Egirdir’in Yukari Gokdere
kocapinarica Kocapinar 030°50,78” E | Koyii’ndeki piknik alani igerisinde,
- kaynagin aktig1 beton kanallar da
Kaynagi
toplanmusgtir.
L Graecoanatolica Isparta- Egirdir Goliiniin liman kargisinda ki
lacustristurca Egirdir Goli kiyr kesimden taslara yapisik olarak

bulunmustur.

2.1.6. Laboratuar islemlerinde Kullanilan Arac ve Gerecler

2.1.6.1. Genetik Calismada Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

Genetik c¢alismada yatay elektroforez sistemi, UV transilluminator cihazi,

vorteks, mikrosantrifiij, hassas terazi, termal cycler ve deepfreeze kullanilmistir.

Calismada kullanilan PCR cihaz1i ve yatay elektroforez cihaz seti sekil 2.5.te

gosterilmigtir.
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Sekil 2.5. Calismada kullanilan PCR cihazi ve yatay elektroforez.

2.1.6.2. Kullanilan Cam ve Plastik Malzemenin Hazirlanmasi

Bu calismada kullanilan pipet uglari, ependorf tiipleri, PCR tiipleri, ¢ozeltiler,
cam malzemeler ve 1siya dayanikli diger malzemeler ¢alismaya baslamadan 6nce 121

°C de 20 dakika siireyle 1 atmosfer basingta otoklavlanarak sterilize edildi.

2.2. Yontem

2.2.1. Orneklerin Muhafazasi ve Tespiti

Toplanan Graecoanatolica tiirleri %80’lik etil alkol igerisine koyulmustur. Uzun
stireli arazi calismalarinda Orneklerin bulundugu tiiplerdeki alkoller degistirilmistir.
Arazi ¢aligmasi sonunda drnekler DNA izolasyonu yapilincaya kadar -20°C’de derin
dondurucuda saklanmistir. Tirlerin teshisi Radoman (1973a) ve Koca (2007)’ya gore
yapilmistir.
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2.2.2. Morfolojik inceleme

Toplanan tiirlerin ilk olarak kavk sekilleri, sarmal sayilarina ve ayrica apertur
acikliklarma bakilarak tiir tayini yapilmistir. Tiirlerin tamami tip lokalitelerinden
toplanmistir. Kavk, sarmal sayist ve apertur acikligindan tiir tayini yapilamayan
durumlarda orneklerin kabuklar1 kirilip Operkulum ve radula kisimlari incelenerek
teshis yapilmistir. Sekil 2.6.’da Graecoanatolica tiirlerine ait mikroskobik fotograflar

gosterilmektedir.

Sekil 2.6. Graecoanatolica cinsine ait tiirlerin mikroskobik fotograflar1 (1.G. lacustristurca
(Egirdir Goli) 2. G. lacustristurca (Burdur-Karamanli) 3. G. kocapinarica 4. G.
tenuis 5. G. pamphylica) (Koca’dan, 2007).
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2.2.3. Genetik inceleme
2.2.3.1. Uygulanan Genetik Teknikler
2.2.3.1.(1). Genomik DNA’nin Ekstrakte Edilmesi

Genomik DNA’nin elde edilmesi i¢in Wilke ve dig. (2006) tarafindan verilen
standart yontem uygulanmistir. Yontem 3 giin i¢erisinde gerceklestirilmistir.

1.Giin -20°C de saklanan 6rneklerin kabuklar1 kirildiktan sonra canlinin tamami
steril eppendorf tiiplerinin (1,5 ml) icine koyulmustur. Orneklerdeki alkoliin
uzaklagtirilmasi i¢in 300 pl Exchange Buffer eklenmistir. 5-10 dk kadar beklenip 6rnek
tizerindeki Exchange Buffer ¢ozeltisi uzaklastirilmistir. Bu islem 2 kez tekrarlamistir.
Eppendorf igerisindeki canli bagka bir eppendorfa aktarilmistir. Doku parcasi iizerine
200 pl Turner Lysis Buffer ve 4 pl Proteinaz K eklenmistir. Sonra eppendorftaki
ornekler 55-60 °C su banyosunda biitiin gece bekletilmistir.

2. glin su banyosundan alinan tiipler 5 sn kadar santrifiij edilmistir. Daha sonra
5M NaCl’den 35 pl ve 35 ul %5 CTAB- NaCl ¢ozeltisi eklenmistir. Elle eppendorf
tiipleri kisaca karigtirilmistir ve 5 sn santrifiij edilmistir. 270 pl kloroform eklenip tiipler
2-3 dk elle karistirilmigtir. Daha sonra 6rnekler 9000rpm’de 5dk santrifiij edilip tiipler
icerisindeki ¢ozeltiler farkli fazlara ayrilmistir. Ust faz (siipernatant) yeni tiipe aktarilip
pelet kismi atilmistir. 270 pul CTAP Presipitasyon Buffer eklenip, tiipler 1 dk elle
kanistirildiktan sonra 45 dk oda sicakliginda tutulmustur. Tiipler 12000rpm’de 10 dk
santrifiij edilip slipernatant (s1v1 faz) uzaklastirilmistir. Pelet (alt faz) kismina 1M NaClI-
TE 100 pl ve 2 pul RNAaz eklenip 5-10dk kadar 65°C’de su banyosunda bekletilmistir.
Eppendorf duvarma ve kapagina yapismis 6rnekleri ¢okeltmek i¢in drnekler kisa siireli
santrifiij edilmistir. 250 pl %70 soguk etanol eklenip elle karistirildiktan sonra tiipler -
20°C biitlin gece bekletilmistir.

3. gilin 6rnekler 12000 rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir. Daha sonra Siipernatant
(list faz) tamamen atilmistir. Tiipiin altindaki Pelet kismina 300 pl soguk etanol eklenip
12000 rpm’de 5 dk santrifiij edildikten sonra siipernatanttin tamami uzaklagtirilmistir ve
bu islem iki kez tekrarlanmistir. Daha sonra eppendorf tiipleri 5 sn kadar santrifiij
edilmis ve tiipler 10 dk kadar kurutulmustur. En son olarak 25 pl ddH,O eklenmis ve
tiipler -20°C’de muhafaza edilmistir.
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2.2.3.1.(2). Agaroz Jelin Hazirlams1 ve Jel Elektroforezi

Izolasyon sonucu elde edilen DNA’min kontrolii i¢in %0,8’lik agarose jel
hazirlanmistir. Ornekler 120 voltta 30dk vyiiriitiiliip elektroforez sonucunda olusan

bantlar UV transilliiminatérde gézlenmis ve fotograflart ¢cekilmistir (Sekil 3.).
2.2.3.1.(3). PCR Kosullarimin Optimizasyonu

Mitokondrial DNA’nin  kisa  oligoniikleotid  primerler  kullanilarak
amplifikasyonu, amplifikasyon protokoliine ve reaksiyon kosullarina karst duyarhdir.
Hedef DNA'nin konsantrasyonu, primer, Mg, DNA polimeraz miktar1, DNA kalitesi
ile "yapisma-annealing" sicaklifi gibi termal parametreler DNA amplifikasyonunu
etkiler. Bundan dolay1 kritik parametreler PCR calismalar1 i¢in baslamadan 6nce
optimize edilmelidir.

PCR reaksiyonlar1 Master Mix Kit ile gergeklestirilmistir. Bu sebepten MgJr2 ve
DNA Polimeraz gibi parametreler lizerinde degisiklik yapilmasina gerek kalmamaistir.
Bunun disindaki parametreler PCR amplifikasyonunu arttiracak sekilde optimize

edilmistir.
2.2.3.1.(4). Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile COI Genlerinin Cogaltilmasi

Tiirler arasindaki genetik farkliligin belirlenmesi ve sistematik agaclarinin
olusturulmasi i¢in Mitokondrial DNA (mtDNA) COI gen bélgesi kullanilmistir. DNA
izolasyonu isleminden sonra omurgasizlar i¢in universal primerler kullanilarak PCR
yontemi ile mtDNA COI gen bolgesi ¢cogaltilmistir (Folmer ve dig., 1994). Bunun igin

termal parametreler agagidaki gibi belirlenmistir:

94 °C 30 sn (denaturasyon)

95°C 15 sn (denaturasyon)

52°C 45 sn (annealing) 25 dongii
72 °C 60 sn (zincir uzamasi)

72°C 10 dk (son uzama)
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Bunun ic¢in Folmer ve dig. tarafindan Onerilen, asagida dizinleri verilen
omurgasizlar i¢in universal primerlerden yararlanilmistir. Primerler IONTEK (istanbul)
firmasindan saglanmistir.

LCO1490: 5'-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3'
HC02198: 5'-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3' (Folmer ve dig., 1994).

Graecoanatolica tiirlerinden elde edilen DNA oOrnekleri kullanilarak yapilan
PCR reaksiyonlar1 toplam hacim 50 pl olacak sekilde diizenlendi. PCR reaksiyonu
gerceklestirmek igin Sigma firmasina ait Jump Start Taq Ready Mix kullanildi.

Cizelge 2.2. PCR sartlar1.

Tampon

MgCl2 .
INTP 25ul Ready mix
Taq Polimeraz

Primer 1pl Forward Primer

1pl Reverse Primer

gDNA (Kalip DNA) 2ul
Distile su 19ul
DMSO 2pl

Cizelgede 2.2.°de verilen kosullar altinda her bir 6rnek i¢in 50 pl hazirlanip
amplifikasyon gergeklestirilmistir. PCR kosullariin tekrarlanabilirligini kontrol etmek
amaciyla, orneklerin amplifikasyonu birbirlerinden farkli olarak 4 kez tekrar edildi.
Bant biiyiikliiklerinin belirlenmesi amaciyla her yliklemede molekiiler biiyiikliigi

bilinen DNA standardi kullanildi.

2.2.3.1.(5). Agaroz Jel Elektroforezi ve Fotograflama

PCR sonucunda olugan bantlarin goézlenmesi icin %0,8’lik agaroz jel

elektroforezi yapildi.
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5 pl PCR fiiriini ve 5 pl yiikkleme boyast karistirilarak jelde olusturulan
kuyucuklara otomatik pipet yardimu ile yiiklendi. Ik kuyucuga molekiiler biiyiikliigii
belli olan bir DNA standardi (DNA lodder) yiiklendi. Ornekler 120 voltta yaklasik 20
dakika yiiriitiildii. Elektroforez sonucunda olusan bantlar UV trasilliiminatérde gozlendi
ve fotograflar ¢ekildi.

Hedefledigimiz gen bolgesi 710 bp uzunlugundadir. Amplifikasyon sonucu PCR
irlinli bantlarinin biiyiikliigiiniin istenilen gen bolgesine ait oldugu, DNA standartlar ile

karsilastirilarak kontrol edildi (Sekil 3.1.).

2.2.3.1.(6). DNA Sekans Analizi

fontek (Istanbul) firmasindan hizmet alim1 seklinde gerceklestirilmistir.

2.2.3.1.(7). Sekans Verilerinin Degerlendirilmesi
BioEdit, ClustalW, MEGA4 ve Dnasp5 isimli biyoinformatik programlar kullanilarak
gerceklestirilmistir.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. DNA izolasyonu

Yukarida belirtilen lokalitelerden toplanan 6rneklerden her grup i¢in 4 farklh
ornekten DNA izolasyonu yapilmis ve izole edilen DNA’lardan PCR yontemi ile
mtDNA COI gen bolgesi c¢ogaltilmigtir. Hem gDNA oOrneklerinin hem de PCR

tiriinlerinin agaroz jel elektroforezi gergeklestirilmis ve fotograflar ¢ekilmistir.

Sekil 3. Graecoanatolica tiirlerinden ekstrate edilen total genomik DNA’nin agaroz jel {izerinde kontroli.

Isparta, Burdur, Antalya ve Denizliden toplanan 28 Ornege ait agaroz jel
gorilintiisii incelenmis ve biitiin 6rneklerden total DNA izolasyonu gerceklestirildigi

goriilmiistir (Sekil 3.).
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3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Calismak istenilen bolge belirlendikten sonra primerler tasarlanmis ve izole
edilen DNA’lar kalip DNA olarak kullanilarak PCR islemi ile hedef bdlge
cogaltilmigtir. PCR reaksiyonu ile ¢ogaltilan mtDNA COI gen bolgesine ait 6rnekler
agaroz jele yliklenerek her grup i¢in PCR {iriinii gozlemlenmistir.

Kullanilan primerler, PCR islemi sirasinda genomik DNA {izerinde kendilerine
tamamlayict dizileri bulduklarinda, kalip DNA parcas1 kopyalanarak bant vermekte
tamamlayict dizi olmadigi zaman ise amplifikasyon gerceklesmeyerek bant

vermemektedir (Sekil 3.1.).

s B 55 5335sEBEEEE
IR
1 | !
1ML

1.0% Agarose in 1X TBE

Sekil 3.1. Graecoanatolica tiirlerine ait mtDNA COI geni PCR iriinlerinin agaroz jel
goriintiisii ve DNA Marker (Vivantis NL040).
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3.3. COI Gen Bolgesinin DNA Dizilimlerinin Belirlenmesi

DNA dizilerinin belirlenmesi amaciyla PCR firiinleri lontek sirketine gdnderilmis
ve DNA dizileme analizi gerceklestirilmistir. DNA dizileme analizi sonucunda elde
edilen mtDNA COI gen bdlgesi DNA dizilimlerinin kromotografisinin bir drnegi Sekil
3.2.’de gosterilmistir.

] 100 110 120 130 140 150
GCACT TTTAGGGGAT GATCAAT TATACAACGTAAT TGTAACCGCTCATGCTTTTGTAATAATT

i lhhlul | ﬂll“m fl

Sekil 3.2. DNA dizilim analizi sonucu elde edilen mtDNA COI bolgesinin fragment kromotografisinden
bir drnek.

DNA dizileme sonucu elde edilen COI genine ait 28 farkli sekans sonucu
iistinde BioEdit programi ile kesme ve hizalama islemleri yapilmigtir. 710 bg
uzunlugundaki fragmentin baslangic ve bitis kisimlarindan bazi bolgeler kesilerek
cikarilmistir. DNA sekans analizi sirasinda okumanin bagslangic ve bitis kisimlar1 net
olarak okunmaz. Bunun nedeni bu bolgelerde olusan primer dimerleri ve cihazin okuma
kapasitesidir.

Diizeltme islemleri sonrasinda her 6rnek i¢gin mtDNA COI geninin 660 bazlik
kismi degerlendirmeye alinmustir. Orneklerin mtDNA COI geni sekans sonuglar

Clustal W (Thompson ve dig., 1994) programi ile karsilastirillmistir (Sekil 3.3.).
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Al (G.
A2 (G.
A3 (G.
A4 (G.
B1(G.
B2 (G.
B4 (G.
B3 (G.
Cl(G.
C2(G.
C3(G.
C4(G.
L1(G.
L3(G.
L2 (G.
L4 (G.
K1(G.
K2 (G.
K3 (G.
K4 (G.
E1(G.
E2(G.
E3(G.
E4(G.
.pamphylica)
.pamphylica)
.pamphylica)
.pamphylica)

D1 (G
D3 (G
D2 (G
D4 (G

Al (G.
A2 (G.
A3 (G.
A4 (G.
B1(G.
B2 (G.
B4 (G.
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C2(G.
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C4(G.
L1(G.
L3(G.
L2 (G.
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K2 (G.
K3 (G.
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lacustristurca)
lacustristurca)
lacustristurca)
lacustristurca)
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kocapinarica)
kocapinarica)
kocapinarica)
lacustristurca)
lacustristurca)
lacustristurca)
lacustristurca)
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lacustristurca)
lacustristurca)
lacustristurca)
lacustristurca)
tenuis)

tenuis)

tenuis)

tenuis)
lacustristurca)
lacustristurca)
lacustristurca)
lacustristurca)
kocapinarica)
kocapinarica)
kocapinarica)
kocapinarica)
lacustristurca)
lacustristurca)
lacustristurca)
lacustristurca)

TTTTTTTTCCAATGTATCAGGACTTGTAGGTACGGCTTTAAGACTTTTAA
TTTTTTTTCCAATGTATCAGGACTTGTAGGTACGGCTTTAAGACTTTTAA
TTTTTTTTCCAATGTATCAGGACTTGTAGGTACGGCTTTAAGACTTTTAA
TTTTTTTTCCAATGTATCAGGACTTGTAGGTACGGCTTTAAGACTTTTAA
TTTTTTTTATCGTATATCAGGACTTGTAGGTACGGCTTTAAGACTTTTAA
TTTTTTTTATCGTATATCAGGACTTGTAGGTACGGCTTTAAGACTTTTAA
TTTTTTTTATCGTATATCAGGACTTGTAGGTACGGCTTTAAGACTTTTAA
TTTTTTTTATCGTATATCAGGACTTGTAGGTACGGCTTTAAGACTTTTAA
TTTTTTTCGGTATGTATCAGGACTTGTAGGTACGGCTTTAAGACTTTTAA
TTTTTTTCGGTATGTATCAGGACTTGTAGGTACGGCTTTAAGACTTTTAA
TTTTTTTCGGTATGTATCAGGACTTGTAGGTACGGCTTTAAGACTTTTAA
TTTTTTTCGGTATGTATCAGGACTTGTAGGTACGGCTTTAAGACTTTTAA
TTTTTTTCGGTATGTATCAGGACTTGTAGGTACAGCTTTAAGACTTTTAA
TTTTTTTCGGTATGTATCAGGACTTGTAGGTACAGCTTTAAGACTTTTAA
TTTTTTTCGGTATGTATCAGGACTTGTAGGTACAGCTTTAAGACTTTTAA
TTTTTTTCGGTATGTATCAGGACTTGTAGGTACAGCTTTAAGACTTTTAA
TTTTTTTCGGTATGTATCAGGACTTGTAGGTACAGCTTTAAGACTTTTAA
TTTTTTTCGGTATGTATCAGGACTTGTAGGTACAGCTTTAAGACTTTTAA
TTTTTTTCGGTATGTATCAGGACTTGTAGGTACAGCTTTAAGACTTTTAA
TTTTTTTCGGTATGTATCAGGACTTGTAGGTACAGCTTTAAGACTTTTAA
TTTTTTTCGGTATGTATCAGGACTTGTAGGTACAGCTTTAAGACTTTTAA
TTTTTTTCGGTATGTATCAGGACTTGTAGGTACAGCTTTAAGACTTTTAA
TTTTTTTCGGTATGTATCAGGACTTGTAGGTACAGCTTTAAGACTTTTAA
TTTTTTTCGGTATGTATCAGGACTTGTAGGTACAGCTTTAAGACTTTTAA
TTTTTTTCGGAATGTATCTGGGTTGGTTGGAACAGCTTTAAGATTTTTAA
TTTTTTTCGGAATGTATCTGGGTTGGTTGGAACAGCTTTAAGATTTTTAA
TTTTTTTCGGAATGTATCTGGGTTGGTTGGAACAGCTTTAAGATTTTTAA
TTTTTTTCGGAATGTATCTGGGTTGGTTGGAACAGCTTTAAGATTTTTAA

* ok k ok x kK * kkxk kK * kk kk kk kkkkhkkkkk xkkxokk

TTCGAGCTGAACTAGGTCAACCAGGAGCACTTTTAGGGGATGATCAATTA
TTCGAGCTGAACTAGGTCAACCAGGAGCACTTTTAGGGGATGATCAATTA
TTCGAGCTGAACTAGGTCAACCAGGAGCACTTTTAGGGGATGATCAATTA
TTCGAGCTGAACTAGGTCAACCAGGAGCACTTTTAGGGGATGATCAATTA
TTCGAGCTGAACTAGGTCAACCAGGAGCACTTTTAGGAGATGATCAATTA
TTCGAGCTGAACTAGGTCAACCAGGAGCACTTTTAGGAGATGATCAATTA
TTCGAGCTGAACTAGGTCAACCAGGAGCACTTTTAGGAGATGATCAATTA
TTCGAGCTGAACTAGGTCAACCAGGAGCACTTTTAGGAGATGATCAATTA
TTCGAGCTGAACTAGGTCAACCAGGAGCACTTTTAGGGGATGATCAATTA
TTCGAGCTGAACTAGGTCAACCAGGAGCACTTTTAGGGGATGATCAATTA
TTCGAGCTGAACTAGGTCAACCAGGAGCACTTTTAGGGGATGATCAATTA
TTCGAGCTGAACTAGGTCAACCAGGAGCACTTTTAGGGGATGATCAATTA
TTCGAGCTGAACTAGGTCAACCAGGAGCACTTTTAGGGGATGATCAATTA
TTCGAGCTGAACTAGGTCAACCAGGAGCACTTTTAGGGGATGATCAATTA
TTCGAGCTGAACTAGGTCAACCAGGAGCACTTTTAGGGGATGATCAATTA
TTCGAGCTGAACTAGGTCAACCAGGAGCACTTTTAGGGGATGATCAATTA
TTCGAGCTGAACTAGGTCAACCAGGAGCACTTTTAGGGGATGATCAATTA
TTCGAGCTGAACTAGGTCAACCAGGAGCACTTTTAGGGGATGATCAATTA
TTCGAGCTGAACTAGGTCAACCAGGAGCACTTTTAGGGGATGATCAATTA
TTCGAGCTGAACTAGGTCAACCAGGAGCACTTTTAGGGGATGATCAATTA
TTCGAGCTGAACTAGGTCAACCAGGAGCACTTTTAGGGGATGATCAATTA
TTCGAGCTGAACTAGGTCAACCAGGAGCACTTTTAGGGGATGATCAATTA
TTCGAGCTGAACTAGGTCAACCAGGAGCACTTTTAGGGGATGATCAATTA
TTCGAGCTGAACTAGGTCAACCAGGAGCACTTTTAGGGGATGATCAATTA
TTCGAGCTGAACTAGGACAACCTGGAACACTTTTTGGGGACGATCAATTA
TTCGAGCTGAACTAGGACAACCTGGAACACTTTTTGGGGACGATCAATTA
TTCGAGCTGAACTAGGACAACCTGGAACACTTTTTGGGGACGATCAATTA
TTCGAGCTGAACTAGGACAACCTGGAACACTTTTTGGGGACGATCAATTA

KAk AkAkhkAk kA hkhkhhhkk, K hkhkkhk *hkk Kk hkkhkkhhk, *k **%k *,kkhkkkhkxkk%x
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50
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50

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

Sekil 3.3. mtDNA COI gen bdlgesinin sekans sonuclarmin karsilastirilmast (A (G. tenuis) ve C (G.
tenuis) ayni tlire ait 2 farkli kaynaktan toplanmis orneklerdir; B (G. lacustristurca), E (G.
lacustristurca) ve L (G. lacustristurca) ayni tiire ait 3 farkli alandan toplanmis drneklerdir).
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Al (G.tenuis)
A2 (G.tenuis)
A3 (G.tenuis)
A4 (G.tenuis)

Bl (G.lacustristurca)
B2 (G.lacustristurca)
B4 (G.lacustristurca)
B3 (G.lacustristurca)

Cl (G.tenuis)
C2 (G.tenuis)
C3(G.tenuis)
C4 (G.tenuis)

L1 (G.lacustristurca)
L3 (G.lacustristurca)
L2 (G.lacustristurca)
L4 (G.lacustristurca)
K1 (G.kocapinarica)
K2 (G.kocapinarica)
K3 (G.kocapinarica)
K4 (G.kocapinarica)
El1(G.lacustristurca)
E2 (G.lacustristurca)
E3(G.lacustristurca)
E4 (G.lacustristurca)

D1 (G.pamphylica)
D3 (G.pamphylica)
D2 (G.pamphylica)
D4 (G.pamphylica)

Al (G.tenuis)
A2 (G.tenuis)
A3 (G.tenuis)
A4 (G.tenuis)

Bl (G.lacustristurca)
B2 (G.lacustristurca)
B4 (G.lacustristurca)
B3 (G.lacustristurca)

Cl (G.tenuis)
C2 (G.tenuis)
C3(G.tenuis)
C4 (G.tenuis)

L1 (G.lacustristurca)
L3(G.lacustristurca)
L2 (G.lacustristurca)
L4 (G.lacustristurca)
K1 (G.kocapinarica)
K2 (G.kocapinarica)
K3 (G.kocapinarica)
K4 (G.kocapinarica)
E1 (G.lacustristurca)
E2 (G.lacustristurca)
E3(G.lacustristurca)
E4 (G.lacustristurca)

D1 (G.pamphylica)
D3 (G.pamphylica)
D2 (G.pamphylica)
D4 (G.pamphylica)

TATAATGTAATTGTAACCGCTCATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTCTTGT
TATAATGTAATTGTAACCGCTCATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTCTTGT
TATAATGTAATTGTAACCGCTCATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTCTTGT
TATAATGTAATTGTAACCGCTCATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTCTTGT
TATAATGTAATTGTAACCGCTCATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTCTTGT
TATAATGTAATTGTAACCGCTCATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTCTTGT
TATAATGTAATTGTAACCGCTCATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTCTTGT
TATAATGTAATTGTAACCGCTCATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTCTTGT
TATAATGTAATTGTAACCGCTCATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTCTTGT
TATAATGTAATTGTAACCGCTCATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTCTTGT
TATAATGTAATTGTAACCGCTCATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTCTTGT
TATAATGTAATTGTAACCGCTCATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTCTTGT
TACAACGTAGTTGTAACCGCTCATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTCTTGT
TACAACGTAATTGTAACCGCTCATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTCTTGT
TACAACGTAATTGTAACCGCTCATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTCTTGT
TACAACGTAATTGTAACCGCTCATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTCTTGT
TACAACGTAATTGTAACCGCTCATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTCTTGT
TACAACGTAATTGTAACCGCTCATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTCTTGT
TACAACGTAATTGTAACCGCTCATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTCTTGT
TACAACGTAATTGTAACCGCTCATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTCTTGT
TATAACGTAATTGTAACCGCTCATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTCTTGT
TATAACGTAATTGTAACCGCTCATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTCTTGT
TATAACGTAATTGTAACCGCTCATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTCTTGT
TATAACGTAATTGTAACCGCTCATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTCTTGT
TATAATGTTATTGTTACTGCACATGCATTTGTAATAATTTTTTTTCTTGT
TATAATGTTATTGTTACTGCACATGCATTTGTAATAATTTTTTTTCTTGT
TATAATGTTATTGTTACTGCACATGCATTTGTAATAATTTTTTTTCTTGT
TATAATGTTATTGTTACTGCACATGCATTTGTAATAATTTTTTTTCTTGT

**k kk k% kkhkkhkk kk kkhk kkhkkhkkhkk Kkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkkkkk

TATACCTATAATAATTGGGGGATTTGGCAACTGACTTATCCCTTTAATAT
TATACCTATAATAATTGGGGGATTTGGCAACTGACTTATCCCTTTAATAT
TATACCTATAATAATTGGGGGATTTGGCAACTGACTTATCCCTTTAATAT
TATACCTATAATAATTGGGGGATTTGGCAACTGACTTATCCCTTTAATAT
TATACCTATAATAATTGGGGGATTTGGCAACTGACTTATCCCTTTAATAT
TATACCTATAATAATTGGGGGATTTGGCAACTGACTTATCCCTTTAATAT
TATACCTATAATAATTGGGGGATTTGGCAACTGACTTATCCCTTTAATAT
TATACCTATAATAATTGGGGGATTTGGCAACTGACTTATCCCTTTAATAT
TATACCTATAATAATTGGGGGATTTGGCAACTGACTTATCCCTTTAATAT
TATACCTATAATAATTGGGGGATTTGGCAACTGACTTATCCCTTTAATAT
TATACCTATAATAATTGGGGGATTTGGCAACTGACTTATCCCTTTAATAT
TATACCTATAATAATTGGGGGATTTGGCAACTGACTTATCCCTTTAATAT
TATACCTATAATAATTGGGGGATTTGGCAACTGACTTATCCCTTTAATAT
TATACCTATAATAATTGGGGGATTTGGCAACTGACTTATCCCTTTAATAT
TATACCTATAATAATTGGGGGATTTGGCAACTGACTTATCCCTTTAATAT
TATACCTATAATAATTGGGGGATTTGGCAACTGACTTATCCCTTTAATAT
TATACCTATAATAATTGGGGGATTTGGCAACTGACTTATCCCTTTAATAT
TATACCTATAATAATTGGGGGATTTGGCAACTGACTTATCCCTTTAATAT
TATACCTATAATAATTGGGGGATTTGGCAACTGACTTATCCCTTTAATAT
TATACCTATAATAATTGGGGGATTTGGCAACTGACTTATCCCTTTAATAT
TATACCTATAATAATTGGGGGATTTGGCAACTGACTTATCCCTTTAATAT
TATACCTATAATAATTGGGGGATTTGGCAACTGACTTATCCCTTTAATAT
TATACCTATAATAATTGGGGGATTTGGCAACTGACTTATCCCTTTAATAT
TATACCTATAATAATTGGGGGATTTGGCAACTGACTTATCCCTTTAATAT
TATGCCTATGATAATTGGTGGGTTTGGAAATTGATTGATTCCTTTAATAT
TATGCCTATGATAATTGGTGGGTTTGGAAATTGATTGATTCCTTTAATAT
TATGCCTATGATAATTGGTGGGTTTGGAAATTGATTGATTCCTTTAATAT
TATGCCTATGATAATTGGTGGGTTTGGAAATTGATTGATTCCTTTAATAT

khkk Akhkhkkk khhkkhkkhkhkkhkhkk kk Akhkkkk kk khkk kK kk KAk AkkhkAkAkKkAkK

150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150

200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200

Sekil 3.3. mtDNA COI gen bdlgesinin sekans sonuglarinin karsilastirilmast (A (G. tenuis) ve C (G.
tenuis) ayni tlre ait 2 farkli kaynaktan toplanmis orneklerdir; B (G. lacustristurca), E (G.
lacustristurca) ve L (G. lacustristurca) ayn tiire ait 3 farkli alandan toplanmis 6rneklerdir)

devamu.
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Al (G.tenuis)
A2 (G.tenuis)
A3 (G.tenuis)
A4 (G.tenuis)

Bl (G.lacustristurca)
B2 (G.lacustristurca)
B4 (G.lacustristurca)
B3 (G.lacustristurca)

Cl (G.tenuis)
C2 (G.tenuis)
C3(G.tenuis)
C4 (G.tenuis)

L1 (G.lacustristurca)
L3 (G.lacustristurca)
L2 (G.lacustristurca)
L4 (G.lacustristurca)
K1 (G.kocapinarica)
K2 (G.kocapinarica)
K3 (G.kocapinarica)
K4 (G.kocapinarica)
El1(G.lacustristurca)
E2 (G.lacustristurca)
E3(G.lacustristurca)
E4 (G.lacustristurca)

D1 (G.pamphylica)
D3 (G.pamphylica)
D2 (G.pamphylica)
D4 (G.pamphylica)

Al (G.tenuis)
A2 (G.tenuis)
A3 (G.tenuis)
A4 (G.tenuis)

Bl (G.lacustristurca)
B2 (G.lacustristurca)
B4 (G.lacustristurca)
B3 (G.lacustristurca)

Cl (G.tenuis)
C2 (G.tenuis)
C3(G.tenuis)
C4 (G.tenuis)

L1 (G.lacustristurca)
L3(G.lacustristurca)
L2 (G.lacustristurca)
L4 (G.lacustristurca)
K1 (G.kocapinarica)
K2 (G.kocapinarica)
K3 (G.kocapinarica)
K4 (G.kocapinarica)
E1 (G.lacustristurca)
E2 (G.lacustristurca)
E3(G.lacustristurca)
E4 (G.lacustristurca)

D1 (G.pamphylica)
D3 (G.pamphylica)
D2 (G.pamphylica)
D4 (G.pamphylica)

TAGGAGCACCCGATATAGCTTTTCCTCGTCTAAATAATATAAGATTTTGA
TAGGAGCACCCGATATAGCTTTTCCTCGTCTAAATAATATAAGATTTTGA
TAGGAGCACCCGATATAGCTTTTCCTCGTCTAAATAATATAAGATTTTGA
TAGGAGCACCCGATATAGCTTTTCCTCGTCTAAATAATATAAGATTTTGA
TAGGAGCACCCGATATAGCTTTTCCTCGTCTAAATAATATAAGATTTTGA
TAGGAGCACCCGATATAGCTTTTCCTCGTCTAAATAATATAAGATTTTGA
TAGGAGCACCCGATATAGCTTTTCCTCGTCTAAATAATATAAGATTTTGA
TAGGAGCACCCGATATAGCTTTTCCTCGTCTAAATAATATAAGATTTTGA
TAGGAGCACCCGATATAGCTTTTCCTCGTCTAAATAATATAAGATTTTGA
TAGGAGCACCCGATATAGCTTTTCCTCGTCTAAATAATATAAGATTTTGA
TAGGAGCACCCGATATAGCTTTTCCTCGTCTAAATAATATAAGATTTTGA
TAGGAGCACCCGATATAGCTTTTCCTCGTCTAAATAATATAAGATTTTGA
TAGGAGCACCCAATATAGCTTTTCCTCGTTTAAATAATATAAGATTTTGA
TAGGAGCACCCGATATAGCTTTTCCTCGTTTAAATAATATAAGATTTTGA
TAGGAGCACCCGATATAGCTTTTCCTCGTTTAAATAATATAAGATTTTGA
TAGGAGCACCCGATATAGCTTTTCCTCGTTTAAATAATATAAGATTTTGA
TAGGAGCACCCGATATAGCTTTTCCTCGTCTAAATAATATAAGATTTTGA
TAGGAGCACCCGATATAGCTTTTCCTCGTCTAAATAATATAAGATTTTGA
TAGGAGCACCCGATATAGCTTTTCCTCGTCTAAATAATATAAGATTTTGA
TAGGAGCACCCGATATAGCTTTTCCTCGTCTAAATAATATAAGATTTTGA
TAGGAGCACCCGATATAGCTTTTCCTCGTTTAAATAATATAAGATTTTGA
TAGGAGCACCCGATATAGCTTTTCCTCGTTTAAATAATATAAGATTTTGA
TAGGAGCACCCGATATAGCTTTTCCTCGTTTAAATAATATAAGATTTTGA
TAGGAGCACCCGATATAGCTTTTCCTCGTTTAAATAATATAAGATTTTGA
TAGGAGCTCCAGACATAGCTTTTCCTCGATTAAATAATATAAGTTTTTGA
TAGGAGCTCCAGACATAGCTTTTCCTCGATTAAATAATATAAGTTTTTGA
TAGGAGCTCCAGACATAGCTTTTCCTCGATTAAATAATATAAGTTTTTGA
TAGGAGCTCCAGACATAGCTTTTCCTCGATTAAATAATATAAGTTTTTGA

*xkkkxkk kxk * kkxkkkkkkkkkkxk kxhkkhkrkhkrkhkhkkhkx K(xkkkk

CTTTTGCCTCCTGCTTTGTTACTTCTATTATCTTCTGCGGCTGTTGAAAG
CTTTTGCCTCCTGCTTTGTTACTTCTATTATCTTCTGCGGCTGTTGAAAG
CTTTTGCCTCCTGCTTTGTTACTTCTATTATCTTCTGCGGCTGTTGAAAG
CTTTTGCCTCCTGCTTTGTTACTTCTATTATCTTCTGCGGCTGTTGAAAG
CTTTTGCCTCCTGCTTTGTTACTTCTATTATCTTCTGCGGCTGTTGAAAG
CTTTTGCCTCCTGCTTTGTTACTTCTATTATCTTCTGCGGCTGTTGAAAG
CTTTTGCCTCCTGCTTTGTTACTTCTATTATCTTCTGCGGCTGTTGAAAG
CTTTTGCCTCCTGCTTTGTTACTTCTATTATCTTCTGCGGCTGTTGAAAG
CTTTTGCCTCCTGCTTTGTTACTTCTATTATCTTCTGCGGCTGTTGAAAG
CTTTTGCCTCCTGCTTTGTTACTTCTATTATCTTCTGCGGCTGTTGAAAG
CTTTTGCCTCCTGCTTTGTTACTTCTATTATCTTCTGCGGCTGTTGAAAG
CTTTTGCCTCCTGCTTTGTTACTTCTATTATCTTCTGCGGCTGTTGAAAG
CTTTTACCTCCTGCTCTGTTACTTCTATTATCTTCTGCGGCTGTTGAAAG
CTTTTACCTCCTGCTCTGTTACTTCTATTATCTTCTGCGGCTGTTGAAAG
CTTTTACCTCCTGCTCTGTTACTTCTATTATCTTCTGCGGCTGTTGAAAG
CTTTTACCCCCTGCTCTGTTACTTCTATTATCTTCTGCGGCTGTTGAAAG
CTTTTACCTCCTGCTCTGTTACTTCTATTATCTTCTGCGGCTGTTGAAAG
CTTTTACCTCCTGCTCTGTTACTTCTATTATCTTCTGCGGCTGTTGAAAG
CTTTTACCTCCTGCTCTGTTACTTCTATTATCTTCTGCGGCTGTTGAAAG
CTTTTACCTCCTGCTCTGTTACTTCTATTATCTTCTGCGGCTGTTGAAAG
CTTTTACCTCCTGCTCTGTTACTTCTATTATCTTCTGCGGCTGTTGAAAG
CTTTTACCTCCTGCTCTGTTACTTCTATTATCTTCTGCGGCTGTTGAAAG
CTTTTACCTCCTGCTCTGTTACTTCTATTATCTTCTGCGGCTGTTGAAAG
CTTTTACCTCCTGCTCTGTTACTTCTATTATCTTCTGCGGCTGTTGAAAG
TTGTTACCTCCTGCTCTCCTTTTATTACTTTCTTCAGCTGCTGTTGAAAG
TTGTTACCTCCTGCTCTCCTTTTATTACTTTCTTCAGCTGCTGTTGAAAG
TTGTTACCTCCTGCTCTCCTTTTATTACTTTCTTCAGCTGCTGTTGAAAG
TTGTTACCTCCTGCTCTCCTTTTATTACTTTCTTCAGCTGCTGTTGAAAG

*k  kk kk kA kAkkKk Kk * * Kk kK kkhkkhkk Ak KAkhkkhkAkkkhkk kK

250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250
250

300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300

Sekil 3.3. mtDNA COI gen bdlgesinin sekans sonuglarinin karsilastirilmast (A (G. tenuis) ve C (G.
tenuis) ayni tlre ait 2 farkli kaynaktan toplanmis orneklerdir; B (G. lacustristurca), E (G.
lacustristurca) ve L (G. lacustristurca) ayn tiire ait 3 farkli alandan toplanmis 6rneklerdir)

devamu.

39



Al (G.tenuis) TGGAGCCGGAACAGGTTGAACTGTATACCCTCCTTTAGCTAGAAATTTAG 350
A2 (G.tenuis) TGGAGCCGGAACAGGTTGAACTGTATACCCTCCTTTAGCTAGAAATTTAG 350
A3 (G.tenuis) TGGAGCCGGAACAGGTTGAACTGTATACCCTCCTTTAGCTAGAAATTTAG 350
A4 (G.tenuis) TGGAGCCGGAACAGGTTGAACTGTATACCCTCCTTTAGCTAGAAATTTAG 350
Bl (G.lacustristurca) TGGAGCCGGAACAGGTTGAACTGTATACCCTCCTTTAGCTAGAAATTTAG 350
B2 (G.lacustristurca) TGGAGCCGGAACAGGTTGAACTGTATACCCTCCTTTAGCTAGAAATTTAG 350
B4 (G.lacustristurca) TGGAGCCGGAACAGGTTGAACTGTATACCCTCCTTTAGCTAGAAATTTAG 350
B3 (G.lacustristurca) TGGAGCCGGAACAGGTTGAACTGTATACCCTCCTTTAGCTAGAAATTTAG 350
Cl (G.tenuis) TGGAGCCGGAACAGGTTGAACTGTATACCCTCCTTTAGCTAGAAATTTAG 350
C2 (G.tenuis) TGGAGCCGGAACAGGTTGAACTGTATACCCTCCTTTAGCTAGAAATTTAG 350
C3(G.tenuis) TGGAGCCGGAACAGGTTGAACTGTATACCCTCCTTTAGCTAGAAATTTAG 350
C4 (G.tenuis) TGGAGCCGGAACAGGTTGAACTGTATACCCTCCTTTAGCTAGAAATTTAG 350
L1 (G.lacustristurca) TGGAGCCGGAACAGGTTGAACTGTATACCCTCCTTTATCTAGAAATTTAG 350
L3 (G.lacustristurca) TGGAGCCGGAACAGGTTGAACTGTATACCCTCCTTTAGCTAGAAATTTAG 350
L2 (G.lacustristurca) TGGAGCCGGAACAGGTTGAACTGTATACCCTCCTTTAGCTAGAAATTTAG 350
L4 (G.lacustristurca) TGGAGCCGGAACAGGTTGAACTGTGTACCCTCCTTTAGCTAGAAATTTAG 350
K1 (G.kocapinarica) TGGAGCCGGAACAGGTTGAACTGTATACCCTCCTTTAGCTAGAAATTTAG 350
K2 (G.kocapinarica) TGGAGCCGGAACAGGTTGAACTGTATACCCTCCTTTAGCTAGAAATTTAG 350
K3 (G.kocapinarica) TGGAGCCGGAACAGGTTGAACTGTATACCCTCCTTTAGCTAGAAATTTAG 350
K4 (G.kocapinarica) TGGAGCCGGAACAGGTTGAACTGTATACCCTCCTTTAGCTAGAAATTTAG 350
E1 (G.lacustristurca) TGGAGCCGGAACAGGTTGAACTGTATACCCTCCTTTAGCTAGAAATTTAG 350
E2 (G.lacustristurca) TGGAGCCGGAACAGGTTGAACTGTATACCCTCCTTTAGCTAGAAATTTAG 350
E3(G.lacustristurca) TGGAGCCGGAACAGGTTGAACTGTATACCCTCCTTTAGCTAGAAATTTAG 350
E4 (G.lacustristurca) TGGAGCCGGAACAGGTTGAACTGTATACCCTCCTTTAGCTAGAAATTTAG 350
D1 (G.pamphylica) AGGTGTAAGGACAGGATGAACTGTTTATCCTCCTCTAGCTAGAAATCTAG 350
D3 (G.pamphylica) AGGTGTAAGGACAGGATGAACTGTTTATCCTCCTCTAGCTAGAAATCTAG 350
D2 (G.pamphylica) AGGTGTAAGGACAGGATGAACTGTTTATCCTCCTCTAGCTAGAAATCTAG 350
D4 (G.pamphylica) AGGTGTAAGGACAGGATGAACTGTTTATCCTCCTCTAGCTAGAAATCTAG 350
**x K * hkkhkkk kAhkkkhkkhkkhkhkk khk khhkkhkkhkhkk kk kkhkkhkkhkkkkk Kk *k
Al (G.tenuis) CACATGCTGGGGGATCAGTAGATTTAGCTATTTTTTCTTTACATTTAGCA 400
A2 (G.tenuis) CACATGCTGGGGGATCAGTAGATTTAGCTATTTTTTCTTTACATTTAGCA 400
A3 (G.tenuis) CACATGCTGGGGGATCAGTAGATTTAGCTATTTTTTCTTTACATTTAGCA 400
A4 (G.tenuis) CACATGCTGGGGGATCAGTAGATTTAGCTATTTTTTCTTTACATTTAGCA 400
Bl (G.lacustristurca) CACATGCTGGGGGATCAGTAGATTTAGCTATTTTTTCTTTACATTTAGCA 400
B2 (G.lacustristurca) CACATGCTGGGGGATCAGTAGATTTAGCTATTTTTTCTTTACATTTAGCA 400
B4 (G.lacustristurca) CACATGCTGGGGGATCAGTAGATTTAGCTATTTTTTCTTTACATTTAGCA 400
B3 (G.lacustristurca) CACATGCTGGGGGATCAGTAGATTTAGCTATTTTTTCTTTACATTTAGCA 400
Cl (G.tenuis) CACATGCTGGGGGATCAGTAGATTTAGCTATTTTTTCTTTACATTTAGCA 400
C2 (G.tenuis) CACATGCTGGGGGATCAGTAGATTTAGCTATTTTTTCTTTACATTTAGCA 400
C3(G.tenuis) CACATGCTGGGGGATCAGTAGATTTAGCTATTTTTTCTTTACATTTAGCA 400
C4 (G.tenuis) CACATGCTGGGGGATCAGTAGATTTAGCTATTTTTTCTTTACATTTAGCA 400
L1 (G.lacustristurca) CACATGCTGGGGGATCAGTAGATTTAGCTATTTTTTCTTTACATTTAGCA 400
L3 (G.lacustristurca) CACATGCTGGGGGATCAGTAGATTTAGCTATTTTTTCTTTACATTTAGCA 400
L2 (G.lacustristurca) CACATGCTGGGGGATCAGTAGATTTAGCTATTTTTTCTTTACATTTAGCA 400
L4 (G.lacustristurca) CACATGCTGGGGGATCAGTAGATTTAGCTATTTTTTCTTTACATTTAGCA 400
K1 (G.kocapinarica) CACATGCTGGGGGATCAGTAGATTTAGCTATTTTTTCTTTACATTTAGCA 400
K2 (G.kocapinarica) CACATGCTGGGGGATCAGTAGATTTAGCTATTTTTTCTTTACATTTAGCA 400
K3 (G.kocapinarica) CACATGCTGGGGGATCAGTAGATTTAGCTATTTTTTCTTTACATTTAGCA 400
K4 (G.kocapinarica) CACATGCTGGGGGATCAGTAGATTTAGCTATTTTTTCTTTACATTTAGCA 400
E1(G.lacustristurca) CACATGCTGGGGGATCAGTAGATTTAGCTATTTTTTCTTTACATTTAGCA 400
E2 (G.lacustristurca) CACATGCTGGGGGATCAGTAGATTTAGCTATTTTTTCTTTACATTTAGCA 400
E3(G.lacustristurca) CACATGCTGGGGGATCAGTAGATTTAGCTATTTTTTCTTTACATTTAGCA 400
E4 (G.lacustristurca) CACATGCTGGGGGATCAGTAGATTTAGCTATTTTTTCTTTACATTTAGCA 400
D1 (G.pamphylica) CCCATGCTGGTGGTTCTGTAGATCTTGCAATTTTTTCTTTACACTTAGCA 400
D3 (G.pamphylica) CCCATGCTGGTGGTTCTGTAGATCTTGCAATTTTTTCTTTACACTTAGCA 400
D2 (G.pamphylica) CCCATGCTGGTGGTTCTGTAGATCTTGCAATTTTTTCTTTACACTTAGCA 400
D4 (G.pamphylica) CCCATGCTGGTGGTTCTGTAGATCTTGCAATTTTTTCTTTACACTTAGCA 400

* kkkkkhkhkkhkk hkk kk khkkkhkkk k kk AkkhkkkkkhkkkhkAkkk kkkkkx

Sekil 3.3. mtDNA COI gen bdlgesinin sekans sonuglarinin karsilastirilmast (A (G. tenuis) ve C (G.
tenuis) aym tiire ait 2 farkli kaynaktan toplanmis 6rneklerdir; B (G. lacustristurca), E (G.
lacustristurca) ve L (G. lacustristurca) ayn tiire ait 3 farkli alandan toplanmis &rneklerdir)
devamu.
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Al (G.tenuis) GGGGTATCTTCATTTTAGGAGCAGTAAATTTTATCACAACAATTATTAAT 450
A2 (G.tenuis) GGGGTATCTTCATTTTAGGAGCAGTAAATTTTATCACAACAATTATTAAT 450
A3 (G.tenuis) GGGGTATCTTCATTTTAGGAGCAGTAAATTTTATCACAACAATTATTAAT 450
A4 (G.tenuis) GGGGTATCTTCATTTTAGGAGCAGTAAATTTTATCACAACAATTATTAAT 450
Bl (G.lacustristurca) GGGGTATCTTCATTTTAGGAGCAGTAAATTTTATCACAACAATTATTAAT 450
B2 (G.lacustristurca) GGGGTATCTTCATTTTAGGAGCAGTAAATTTTATCACAACAATTATTAAT 450
B4 (G.lacustristurca) GGGGTATCTTCATTTTAGGAGCAGTAAATTTTATCACAACAATTATTAAT 450
B3 (G.lacustristurca) GGGGTATCTTCATTTTAGGAGCAGTAAATTTTATCACAACAATTATTAAT 450
Cl (G.tenuis) GGGGTATCTTCATTTTAGGAGCAGTAAATTTTATCACAACAATTATTAAT 450
C2 (G.tenuis) GGGGTATCTTCATTTTAGGAGCAGTAAATTTTATCACAACAATTATTAAT 450
C3(G.tenuis) GGGGTATCTTCATTTTAGGAGCAGTAAATTTTATCACAACAATTATTAAT 450
C4 (G.tenuis) GGGGTATCTTCATTTTAGGAGCAGTAAATTTTATCACAACAATTATTAAT 450
L1 (G.lacustristurca) GGGGTATCTTCATTTTAGGAGCAGTAAACTTTATCACAACAATTATTAAT 450
L3 (G.lacustristurca) GGGGTATCTTCATTTTAGGAGCAGTAAACTTTATCACAACAATTATTAAT 450
L2 (G.lacustristurca) GGGGTATCTTCATTTTAGGAGCAGTAAACTTTATCACAACAATTATTAAT 450
L4 (G.lacustristurca) GGGGTATCTTCATTTTAGGAGCAGTAAACTTTATCACAACAATTATTAAT 450
K1 (G.kocapinarica) GGGGTATCTTCATTTTAGGGGCAGTAAACTTTATCACAACAATTATTAAT 450
K2 (G.kocapinarica) GGGGTATCTTCATTTTAGGGGCAGTAAACTTTATCACAACAATTATTAAT 450
K3 (G.kocapinarica) GGGGTATCTTCATTTTAGGGGCAGTAAACTTTATCACAACAATTATTAAT 450
K4 (G.kocapinarica) GGGGTATCTTCATTTTAGGGGCAGTAAACTTTATCACAACAATTATTAAT 450
E1 (G.lacustristurca) GGGGTATCTTCATTTTAGGAGCAGTAAACTTTATCACAACAATTATTAAT 450
E2 (G.lacustristurca) GGGGTATCTTCATTTTAGGAGCAGTAAACTTTATCACAACAATTATTAAT 450
E3(G.lacustristurca) GGGGTATCTTCATTTTAGGAGCAGTAAACTTTATCACAACAATTATTAAT 450
E4 (G.lacustristurca) GGGGTATCTTCATTTTAGGAGCAGTAAACTTTATCACAACAATTATTAAT 450
D1 (G.pamphylica) GGTGCTTCTTCATTTTAGGTGCTGTAAATTTTATTACTACAATTATTAAT 450
D3 (G.pamphylica) GGTGCTTCTTCATTTTAGGTGCTGTAAATTTTATTACTACAATTATTAAT 450
D2 (G.pamphylica) GGTGCTTCTTCATTTTAGGTGCTGTAAATTTTATTACTACAATTATTAAT 450
D4 (G.pamphylica) GGTGCTTCTTCATTTTAGGTGCTGTAAATTTTATTACTACAATTATTAAT 450
* k%  * *Ahkkhkhkhkkhkhkhkhkkhkhhk hkx K(khkhkk *hkkhkhkx *(k ),khkkhkhrkhkkhkhhxkkkhx
Al (G.tenuis) ATACGATGACGAGGAATGCAATTTGAACGACTCCCTTTATTTGTCTGATC 500
A2 (G.tenuis) ATACGATGACGAGGAATGCAATTTGAACGACTCCCTTTATTTGTCTGATC 500
A3 (G.tenuis) ATACGATGACGAGGAATGCAATTTGAACGACTCCCTTTATTTGTCTGATC 500
A4 (G.tenuis) ATACGATGACGAGGAATGCAATTTGAACGACTCCCTTTATTTGTCTGATC 500
Bl (G.lacustristurca) ATACGATGACGAGGAATGCAATTTGAACGACTCCCTTTATTTGTCTGATC 500
B2 (G.lacustristurca) ATACGATGACGAGGAATGCAATTTGAACGACTCCCTTTATTTGTCTGATC 500
B4 (G.lacustristurca) ATACGATGACGAGGAATGCAATTTGAACGACTCCCTTTATTTGTCTGATC 500
B3 (G.lacustristurca) ATACGATGACGAGGAATGCAATTTGAACGACTCCCTTTATTTGTCTGATC 500
Cl (G.tenuis) ATACGATGACGAGGAATGCAATTTGAACGACTCCCTTTATTTGTCTGATC 500
C2 (G.tenuis) ATACGATGACGAGGAATGCAATTTGAACGACTCCCTTTATTTGTCTGATC 500
C3(G.tenuis) ATACGATGACGAGGAATGCAATTTGAACGACTCCCTTTATTTGTCTGATC 500
C4 (G.tenuis) ATACGATGACGAGGAATGCAATTTGAACGACTCCCTTTATTTGTCTGATC 500
L1 (G.lacustristurca) ATACGATGACGAGGAATGCAATTTGAACGACTCCCTTTATTTGTCTGATC 500
L3 (G.lacustristurca) ATACGATGACGAGGAATGCAATTTGAACGACTCCCTTTATTTGTCTGATC 500
L2 (G.lacustristurca) ATACGATGACGAGGAATGCAATTTGAACGACTCCCTTTATTTGTCTGATC 500
L4 (G.lacustristurca) ATACGATGACGAGGAATGCAATTTGAACGACTCCCTTTATTTGTCTGATC 500
K1 (G.kocapinarica) ATACGATGACGAGGAATGCAATTTGAACGACTCCCTTTATTTGTCTGATC 500
K2 (G.kocapinarica) ATACGATGACGAGGAATGCAATTTGAACGACTCCCTTTATTTGTCTGATC 500
K3 (G.kocapinarica) ATACGATGACGAGGAATGCAATTTGAACGACTCCCTTTATTTGTCTGATC 500
K4 (G.kocapinarica) ATACGATGACGAGGAATGCAATTTGAACGACTCCCTTTATTTGTCTGATC 500
E1 (G.lacustristurca) ATACGATGACGAGGAATGCAATTTGAACGACTCCCTTTATTTGTCTGATC 500
E2 (G.lacustristurca) ATACGATGACGAGGAATGCAATTTGAACGACTCCCTTTATTTGTCTGATC 500
E3(G.lacustristurca) ATACGATGACGAGGAATGCAATTTGAACGACTCCCTTTATTTGTCTGATC 500
E4 (G.lacustristurca) ATACGATGACGAGGAATGCAATTTGAACGACTCCCTTTATTTGTCTGATC 500
D1 (G.pamphylica) ATACGTTGAGGAGGTATGCCGCTTGAGCGACTTCCTCTCTTTGTTTGATC 500
D3 (G.pamphylica) ATACGTTGAGGAGGTATGCCGCTTGAGCGACTTCCTCTCTTTGTTTGATC 500
D2 (G.pamphylica) ATACGTTGAGGAGGTATGCCGCTTGAGCGACTTCCTCTCTTTGTTTGATC 500
D4 (G.pamphylica) ATACGTTGAGGAGGTATGCCGCTTGAGCGACTTCCTCTCTTTGTTTGATC 500

Sekil 3.3. mtDNA COI gen bdlgesinin sekans sonuglarinin karsilastirilmast (A (G. tenuis) ve C (G.
tenuis) ayni tlre ait 2 farkli kaynaktan toplanmis orneklerdir; B (G. lacustristurca), E (G.
lacustristurca) ve L (G. lacustristurca) ayn tiire ait 3 farkli alandan toplanmis 6rneklerdir)
devami.
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Al (G.tenuis)

A2 (G.tenuis)

A3 (G.tenuis)

A4 (G.tenuis)

Bl (G.lacustristurca)
B2 (G.lacustristurca)
B4 (G.lacustristurca)
B3 (G.lacustristurca)
Cl (G.tenuis)

C2 (G.tenuis)
C3(G.tenuis)

C4 (G.tenuis)

L1 (G.lacustristurca)
L3 (G.lacustristurca)
L2 (G.lacustristurca)
L4 (G.lacustristurca)
K1 (G.kocapinarica)
K2 (G.kocapinarica)
K3 (G.kocapinarica)
K4 (G.kocapinarica)
El1(G.lacustristurca)
E2 (G.lacustristurca)
E3(G.lacustristurca)
E4 (G.lacustristurca)
D1 (G.pamphylica)

D3 (G.pamphylica)

D2 (G.pamphylica)

D4 (G.pamphylica)

Al (G.tenuis)

A2 (G.tenuis)

A3 (G.tenuis)

A4 (G.tenuis)

Bl (G.lacustristurca)
B2 (G.lacustristurca)
B4 (G.lacustristurca)
B3 (G.lacustristurca)
Cl (G.tenuis)

C2 (G.tenuis)
C3(G.tenuis)

C4 (G.tenuis)

L1 (G.lacustristurca)
L3(G.lacustristurca)
L2 (G.lacustristurca)
L4 (G.lacustristurca)
K1 (G.kocapinarica)
K2 (G.kocapinarica)
K3 (G.kocapinarica)
K4 (G.kocapinarica)
E1 (G.lacustristurca)
E2 (G.lacustristurca)
E3(G.lacustristurca)
E4 G.lacustristurca
D1 (G.pamphylica)

D3 (G.pamphylica)

D2 (G.pamphylica)

D4 (G.pamphylica)

AGTAAAAATTACTGCTATTCTACTATTGTTATCACTCCCAGTTCTAGCCG
AGTAAAAATTACTGCTATTCTACTATTGTTATCACTCCCAGTTCTAGCCG
AGTAAAAATTACTGCTATTCTACTATTGTTATCACTCCCAGTTCTAGCCG
AGTAAAAATTACTGCTATTCTACTATTGTTATCACTCCCAGTTCTAGCCG
AGTAAAAATTACTGCTATTCTACTATTGTTATCACTCCCAGTTCTAGCCG
AGTAAAAATTACTGCTATTCTACTATTGTTATCACTCCCAGTTCTAGCCG
AGTAAAAATTACTGCTATTCTACTATTGTTATCACTCCCAGTTCTAGCCG
AGTAAAAATTACTGCTATTCTACTATTGTTATCACTTCCAGTTCTAGCCG
AGTAAAAATTACTGCTATTCTACTATTGTTATCACTCCCAGTTCTAGCCG
AGTAAAAATTACTGCTATTCTACTATTGTTATCACTCCCAGTTCTAGCCG
AGTAAAAATTACTGCTATTCTACTATTGTTATCACTCCCAGTTCTAGCCG
AGTAAAAATTACTGCTATTCTACTATTGTTATCACTCCCAGTTCTAGCCG
AGTAAAAATTACTGCTATTCTACTATTGTTATCACTTCCAGTTCTAGCCG
AGTAAAAATTACTGCTATTCTACTATTGTTATCACTTCCAGTTCTAGCCG
AGTAAAAATTACTGCTATTCTACTATTGTTATCACTTCCAGTTCTAGCCG
AGTAAAAATTACTGCTATTCTACTATTGTTATCACTTCCAGTTCTAGCTG
AGTAAAAATTACTGCTATTCTACTATTGTTATCACTTCCAGTTCTAGCCG
AGTAAAAATTACTGCTATTCTACTATTGTTATCACTTCCAGTTCTAGCCG
AGTAAAAATTACTGCTATTCTACTATTGTTATCACTTCCAGTTCTAGCCG
AGTAAAAATTACTGCTATTCTACTATTGTTATCACTTCCAGTTCTAGCCG
AGTAAAAATTACTGCTATTCTACTATTGTTATCACTTCCAGTTCTAGCCG
AGTAAAAATTACTGCTATTCTACTATTGTTATCACTTCCAGTTCTAGCCG
AGTAAAAATTACTGCTATTCTACTATTGTTATCACTTCCAGTTCTAGCCG
AGTAAAAATTACTGCTATTCTACTATTGTTATCACTTCCAGTTCTAGCCG
AGTAAAGATTACAGCTATTTTACTTTTGTTGTCCCTTCCTGTTTTAGCTG
AGTAAAGATTACAGCTATTTTACTTTTGTTGTCCCTTCCTGTTTTAGCTG
AGTAAAGATTACAGCTATTTTACTTTTGTTGTCCCTTCCTGTTTTAGCTG
AGTAAAGATTACAGCTATTTTACTTTTGTTGTCCCTTCCTGTTTTAGCTG

khkkhkkhkk Khhkhkkhkk hhkkhkhkhkk Khkkk KAhkhkkkk Kkk kk kk kkk khkkk K

GAGCTATTACAATACTTTTAACTGATCGAAATTTTAATACTGCTTTCTTT
GAGCTATTACAATACTTTTAACTGATCGAAATTTTAATACTGCTTTCTTT
GAGCTATTACAATACTTTTAACTGATCGAAATTTTAATACTGCTTTCTTT
GAGCTATTACAATACTTTTAACTGATCGAAATTTTAATACTGCTTTCTTT
GAGCTATTACAATACTTTTAACTGATCGAAATTTTAATACTGCTTTCTTT
GAGCTATTACAATACTTTTAACTGATCGAAATTTTAATACTGCTTTCTTT
GAGCTATTACAATACTTTTAACTGATCGAAATTTTAATACTGCTTTCTTT
GAGCTATTACAATACTTTTAACTGATCGAAATTTTAATACTGCTTTCTTT
GAGCTATTACAATACTTTTAACTGATCGAAATTTTAATACTGCTTTCTTT
GAGCTATTACAATACTTTTAACTGATCGAAATTTTAATACTGCTTTCTTT
GAGCTATTACAATACTTTTAACTGATCGAAATTTTAATACTGCTTTCTTT
GAGCTATTACAATACTTTTAACTGATCGAAATTTTAATACTGCTTTCTTT
GAGCTATTACAATACTTTTAACTGATCGAAATTTTAATACTGCTTTCTTT
GAGCTATTACAATACTTTTAACTGATCGAAATTTTAATACTGCTTTCTTT
GAGCTATTACAATACTTTTAACTGATCGAAATTTTAATACTGCTTTCTTT
GAGCTATTACAATACTTTTAACTGATCGAAATTTTAATACTGCTTTCTTT
GAGCTATTACAATACTTTTAACTGATCGAAATTTTAATACTGCTTTCTTT
GAGCTATTACAATACTTTTAACTGATCGAAATTTTAATACTGCTTTCTTT
GAGCTATTACAATACTTTTAACTGATCGAAATTTTAATACTGCTTTCTTT
GAGCTATTACAATACTTTTAACTGATCGAAATTTTAATACTGCTTTCTTT
GAGCTATTACAATACTTTTAACTGATCGAAATTTTAATACTGCTTTCTTT
GAGCTATTACAATACTTTTAACTGATCGAAATTTTAATACTGCTTTCTTT
GAGCTATTACAATACTTTTAACTGATCGAAATTTTAATACTGCTTTCTTT
GAGCTATTACAATACTTTTAACTGATCGAAATTTTAATACTGCTTTCTTT
GAGCTATTACAATACTTTTAACAGATCGAAATTTTAATACTGCATTTTTT
GAGCTATTACAATACTTTTAACAGATCGAAATTTTAATACTGCATTTTTT
GAGCTATTACAATACTTTTAACAGATCGAAATTTTAATACTGCATTTTTT
GAGCTATTACAATACTTTTAACAGATCGAAATTTTAATACTGCATTTTTT

KAKAAIAKAA KA RAAAAA KA R A AKX dhkkhhhkkdhhAhkhkkhkhhAkkhkkhkhhk,k *k *k%

550
550
550
550
550
550
550
550
550
550
550
550
550
550
550
550
550
550
550
550
550
550
550
550
550
550
550
550

600
600
600
600
600
600
600
600
600
600
600
600
600
600
600
600
600
600
600
600
600
600
600
600
600
600
600
600

Sekil 3.3. mtDNA COI gen bdlgesinin sekans sonuglarinin karsilastirilmast (A (G. tenuis) ve C (G.
tenuis) ayni tlre ait 2 farkli kaynaktan toplanmis orneklerdir; B (G. lacustristurca), E (G.
lacustristurca) ve L (G. lacustristurca) ayn tiire ait 3 farkli alandan toplanmis 6rneklerdir)

devami.
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Al (G.tenuis)

A2 (G.tenuis)

A3 (G.tenuis)

A4 (G.tenuis)

Bl (G.lacustristurca)
B4 (G.lacustristurca)
B3 (G.lacustristurca)
Cl (G.tenuis)

C2 (G.tenuis)
C3(G.tenuis)

C4 (G.tenuis)

L1 (G.lacustristurca)
L3(G.lacustristurca)
L2 (G.lacustristurca)
L4 (G.lacustristurca)
K1 (G.kocapinarica)
K2 (G.kocapinarica)
K3 (G.kocapinarica)
K4 (G.kocapinarica)
El1(G.lacustristurca)
E2 (G.lacustristurca)
E3(G.lacustristurca)
E4 (G.lacustristurca)
D1 (G.pamphylica)

D3 (G.pamphylica)

D2 (G.pamphylica)

D4 (G.pamphylica)

Al (G.tenuis)

A2 (G.tenuis)

A3 (G.tenuis)

A4 (G.tenuis)

Bl (G.lacustristurca)
B2 (G.lacustristurca)
B4 (G.lacustristurca)
B3 (G.lacustristurca)
Cl (G.tenuis)

C2 (G.tenuis)

C4 (G.tenuis)

L1 (G.lacustristurca)
L3 (G.lacustristurca)
L2 (G.lacustristurca)
L4 (G.lacustristurca)
K1 (G.kocapinarica)
K2 (G.kocapinarica)
K3 (G.kocapinarica)
K4 (G.kocapinarica)
El1(G.lacustristurca)
E2 (G.lacustristurca)
E3(G.lacustristurca)
E4 (G.lacustristurca)
D1 (G.pamphylica)

D3 (G.pamphylica)

D2 (G.pamphylica)

D4 (G.pamphylica)

GACCCAGCTGGAGGAGGGGACCCTATTTTATACCAACATTTATTTTGATT
GACCCAGCTGGAGGAGGGGACCCTATTTTATACCAACATTTATTTTGATT
GACCCAGCTGGAGGAGGGGACCCTATTTTATACCAACATTTATTTTGATT
GACCCAGCTGGAGGAGGGGACCCTATTTTATACCAACATTTATTTTGATT
GACCCAGCTGGAGGAGGGGACCCTATTTTATACCAACATTTATTTTGATT
GACCCAGCTGGAGGAGGGGACCCTATTTTATACCAACATTTATTTTGATT
GACCCAGCTGGAGGAGGGGACCCTATTTTATACCAACATTTATTTTGATT
GACCCAGCTGGAGGAGGGGACCCTATTTTATACCAACATTTATTTTGATT
GACCCAGCTGGAGGAGGGGACCCTATTTTATACCAACATTTATTTTGATT
GACCCAGCTGGAGGAGGGGACCCTATTTTATACCAACATTTATTTTGATT
GACCCAGCTGGAGGAGGGGACCCTATTTTATACCAACATTTATTTTGATT
GATCCAGCTGGAGGGGGGGACCCTATTTTATATCAACATTTATTTTGATT
GATCCAGCTGGAGGGGGGGACCCTATTTTATATCAACATTTATTTTGATT
GATCCAGCTGGAGGGGGGGACCCTATTTTATATCAACATTTATTTTGATT
GATCCAGCTGGAGGGGGGGACCCTATTTTATATCAACATTTATTTTGATT
GATCCAGCTGGAGGGGGGGACCCTATTTTATATCAACATTTATTTTGATT
GATCCAGCTGGAGGGGGGGACCCTATTTTATATCAACATTTATTTTGATT
GATCCAGCTGGAGGGGGGGACCCTATTTTATATCAACATTTATTTTGATT
GATCCAGCTGGAGGGGGGGACCCTATTTTATATCAACATTTATTTTGATT
GATCCAGCTGGAGGGGGGGACCCTATTTTATATCAACATTTATTTTGATT
GATCCAGCTGGAGGGGGGGACCCTATTTTATATCAACATTTATTTTGATT
GATCCAGCTGGAGGGGGGGACCCTATTTTATATCAACATTTATTTTGATT
GATCCAGCTGGAGGGGGGGACCCTATTTTATACCAACATTTATTTTGATT
GACCCACCTGGAGGTGGGGACCCAAATTTTTATCAGCATTTATTTTGATT
GACCCACCTGGAGGTGGGGACCCAAATTTTTATCAGCCTTTATTTTGATT
GACCCACCTGGAGGTGGGGACCCAAATTTTTATCAGCATTTATTTTGATT
GACCCACCTGGAGGTGGGGACCCAAATTTTTATCAGCATTTATTTTGATT

khk kkhkk Ak khkkhkkk AhkkkhkkhkhkkAk kK khkk Ak kk ok AkhkAk kA kA Ak kK

TTTTGTTCAA 660
TTTTGTTCAA 660
TTTTGTTCAA 660
TTTTGTTCAA 660
TTTTGGTCAC 660
TTTTGGTCAC 660
TTTTGGTCAC 660
TTTTGGTCAC 660
TTTTGCTCAA 660
TTTTGCTCAA 660
TTTTGCTCAA 660
TTTTGGTCAC 660
TTTTGGTCAC 660
TTTTGGTCAC 660
TTTTGGTCAC 660
TTTTGGTCAC 660
TTTTGGTCAC 660
TTTTGGTCAC 660
TTTTGGTCAC 660
TTTTGCTCAC 660
TTTTGCTCAC 660
TTTTGCTCAC 660
TTTTGCTCAC 660
TTTTGGTCAC 660
TTTTGGTCAC 660
TTTTGGTCAC 660
TTTTGGTCAC 660

*hkkkk KAkk

650
650
650
650
650
650
650
650
650
650
650
650
650
650
650
650
650
650
650
650
650
650
650
650
650
650
650

Sekil 3.3. mtDNA COI gen bdlgesinin sekans sonuglarinin karsilastirilmast (A (G. tenuis) ve C (G.
tenuis) aym tiire ait 2 farkli kaynaktan toplanmis 6rneklerdir; B (G. lacustristurca), E (G.
lacustristurca) ve L (G. lacustristurca) ayn tiire ait 3 farkli alandan toplanmis &rneklerdir)

devami.
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Clustal W programinda yapilan karsilagtirma sonucu elde edilen tiirlerin kendi
aralarinda ve diger tiirlerle olan mtDNA COI gen dizilimi benzerlik oranlar ¢izelge

3.’te verilmistir.

Cizelge 3. Graecoanatolica tiirlerine ait mtDNA COI geni sekans sonuglarinin ayni tiirler arasinda ve
tirlerin kendi aralarindaki benzerlik oranlar1 (A (G. tenuis) ve C (G. tenuis) ayni tiire ait 2
farkli kaynaktan toplanmis 6rneklerdir; B (G. lacustristurca), E (G. lacustristurca) ve L (G.
lacustristurca) aym tire ait 3 farkli alandan toplanmis drneklerdir).

Tir Adt Uzunluk Tir Adt Uzunluk  Benzerlik
Bg) (Be) Orani(%)
1 Al (G.tenuis) 660 2 A2 (G.tenuis) 660 100
1 Al (G.tenuis) 660 3 A3 (G.tenuis) 660 100
1 Al (G.tenuis) 660 4 A4 (G.tenuis) 660 100
1 Al (G.tenuis) 660 5 Bl (G.lacustristurca) 660 98
1 Al (G.tenuis) 660 6 B2 (G.lacustristurca) 660 98
1 Al (G.tenuis) 660 7 B3 (G.lacustristurca) 660 98
1 Al (G.tenuis) 660 8 B4 (G.lacustristurca) 660 98
1 Al (G.tenuis) 660 9 Cl (G.tenuis) 660 99
1 Al (G.tenuis) 660 10 C2 (G.tenuis) 660 99
1 Al (G.tenuis) 660 11 C3(G.tenuis) 660 99
1 Al (G.tenuis) 660 12 C4 (G.tenuis) 660 99
1 Al (G.tenuis) 660 13 D1 (G.pamphylica) 660 83
1 Al (G.tenuis) 660 14 D2 (G.pamphylica) 660 83
1 Al (G.tenuis) 660 15 D3 (G.pamphylica) 660 83
1 Al (G.tenuis) 660 16 D4 (G.pamphylica) 660 83
1 Al (G.tenuis) 660 17 El1 (G.lacustristurca) 660 97
1 Al (G.tenuis) 660 18 E2 (G.lacustristurca) 660 97
1 Al (G.tenuis) 660 19 E3(G.lacustristurca) 660 97
1 Al (G.tenuis) 660 20 E4 (G.lacustristurca) 660 97
1 Al (G.tenuis) 660 21 K1 (G.kocapinarica) 660 97
1 Al (G.tenuis) 660 22 K2 (G.kocapinarica) 660 97
1 Al (G.tenuis) 660 23 K3 (G.kocapinarica) 660 97
1 Al (G.tenuis) 660 24 K4 (G.kocapinarica) 660 97
1 Al (G.tenuis) 660 25 L1 (G.lacustristurca) 660 96
1 Al (G.tenuis) 660 26 L2 (G.lacustristurca) 660 97
1 Al (G.tenuis) 660 27 L3 (G.lacustristurca) 660 97
1 Al (G.tenuis) 660 28 L4 (G.lacustristurca) 660 96
2 A2 (G.tenuis) 660 3 A3 (G.tenuis) 660 100
2 A2 (G.tenuis) 660 4 A4 (G.tenuis) 660 100
2 A2 (G.tenuis) 660 5 Bl (G.lacustristurca) 660 98
2 A2 (G.tenuis) 660 [ B2 (G.lacustristurca) 660 98
2 A2 (G.tenuis) 660 7 B3 (G.lacustristurca) 660 98
2 A2 (G.tenuis) 660 8 B4 (G.lacustristurca) 660 98
2 A2 (G.tenuis) 660 9 Cl (G.tenuis) 660 99
2 A2 (G.tenuis) 660 10 C2 (G.tenuis) 660 99
2 A2 (G.tenuis) 660 11 C3(G.tenuis) 660 99
2 A2 (G.tenuis) 660 12 C4 (G.tenuis) 660 99
2 A2 (G.tenuis) 660 13 D1 (G.pamphylica) 660 83
2 A2 (G.tenuis) 660 14 D2 (G.pamphylica) 660 83
2 A2 (G.tenuis) 660 15 D3 (G.pamphylica) 660 83
2 A2 (G.tenuis) 660 16 D4 (G.pamphylica) 660 83
2 A2 (G.tenuis) 660 17 El (G.lacustristurca) 660 97
2 A2 (G.tenuis) 660 18 E2 (G.lacustristurca) 660 97
2 A2 (G.tenuis) 660 19 E3(G.lacustristurca) 660 97
2 A2 (G.tenuis) 660 20 E4 (G.lacustristurca) 660 97
2 A2 (G.tenuis) 660 21 K1 (G.kocapinarica) 660 97
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Cizelge 3. Graecoanatolica tiirlerine ait mtDNA COI geni sekans sonuglarinin ayni tiirler arasinda ve
tirlerin kendi aralarindaki benzerlik oranlar1 (A (G. tenuis) ve C (G. tenuis) ayni tiire ait 2
farkli kaynaktan toplanmis drneklerdir; B (G. lacustristurca), E (G. lacustristurca) ve L (G.
lacustristurca) ayni tiire ait 3 farkli alandan toplanmis 6rneklerdir) devama.

2 A2 (G.tenuis) 660 22 K2 (G.kocapinarica) 660 97
2 A2 (G.tenuis) 660 23 K3 (G.kocapinarica) 660 97
2 A2 (G.tenuis) 660 24 K4 (G.kocapinarica) 660 97
2 A2 (G.tenuis) 660 25 L1 (G.lacustristurca) 660 96
2 A2 (G.tenuis) 660 26 L2 (G.lacustristurca) 660 97
2 A2 (G.tenuis) 660 27 L3 (G.lacustristurca) 660 97
2 A2 (G.tenuis) 660 28 L4 (G.lacustristurca) 660 96
3 A3 (G.tenuis) 660 4 A4 (G.tenuis) 660 100
3 A3 (G.tenuis) 660 5 Bl (G.lacustristurca) 660 98
3 A3 (G.tenuis) 660 [ B2 (G.lacustristurca) 660 98
3 A3 (G.tenuis) 660 7 B3 (G.lacustristurca) 660 98
3 A3 (G.tenuis) 660 8 B4 (G.lacustristurca) 660 98
3 A3 (G.tenuis) 660 9 Cl(G.tenuis) 660 99
3 A3 (G.tenuis) 660 10 C2 (G.tenuis) 660 99
3 A3 (G.tenuis) 660 11 C3(G.tenuis) 660 99
3 A3 (G.tenuis) 660 12 C4 (G.tenuis) 660 99
3 A3 (G.tenuis) 660 13 D1 (G.pamphylica) 660 83
3 A3 (G.tenuis) 660 14 D2 (G.pamphylica) 660 83
3 A3 (G.tenuis) 660 15 D3 (G.pamphylica) 660 83
3 A3 (G.tenuis) 660 16 D4 (G.pamphylica) 660 83
3 A3 (G.tenuis) 660 17 El1 (G.lacustristurca) 660 97
3 A3 (G.tenuis) 660 18 E2 (G.lacustristurca) 660 97
3 A3 (G.tenuis) 660 19 E3(G.lacustristurca) 660 97
3 A3 (G.tenuis) 660 20 E4 (G.lacustristurca) 660 97
3 A3 (G.tenuis) 660 21 K1 (G.kocapinarica) 660 97
3 A3 (G.tenuis) 660 22 K2 (G.kocapinarica) 660 97
3 A3 (G.tenuis) 660 23 K3 (G.kocapinarica) 660 97
3 A3 (G.tenuis) 660 24 K4 (G.kocapinarica) 660 97
3 A3 (G.tenuis) 660 25 L1 (G.lacustristurca) 660 96
3 A3 (G.tenuis) 660 26 L2 (G.lacustristurca) 660 97
3 A3 (G.tenuis) 660 27 L3 (G.lacustristurca) 660 97
3 A3 (G.tenuis) 660 28 L4 (G.lacustristurca) 660 96
4 A4 (G.tenuis) 660 5 Bl (G.lacustristurca) 660 98
4 A4 (G.tenuis) 660 6 B2 (G.lacustristurca) 660 98
4 A4 (G.tenuis) 660 7 B3 (G.lacustristurca) 660 98
4 A4 (G.tenuis) 660 8 B4 (G.lacustristurca) 660 98
4 A4 (G.tenuis) 660 9 Cl(G.tenuis) 660 99
4 A4 (G.tenuis) 660 10 C2 (G.tenuis) 660 99
4 A4 (G.tenuis) 660 11 C3(G.tenuis) 660 99
4 A4 (G.tenuis) 660 12 C4 (G.tenuis) 660 99
4 A4 (G.tenuis) 660 13 D1 (G.pamphylica) 660 83
4 A4 (G.tenuis) 660 14 D2 (G.pamphylica) 660 83
4 A4 (G.tenuis) 660 15 D3 (G.pamphylica) 660 83
4 A4 (G.tenuis) 660 16 D4 (G.pamphylica) 660 83
4 A4 (G.tenuis) 660 17 El (G.lacustristurca) 660 97
4 A4 (G.tenuis) 660 18 E2 (G.lacustristurca) 660 97
4 A4 (G.tenuis) 660 19 E3(G.lacustristurca) 660 97
4 A4 (G.tenuis) 660 20 E4 (G.lacustristurca) 660 97
4 A4 (G.tenuis) 660 21 K1 (G.kocapinarica) 660 97
4 A4 (G.tenuis) 660 22 K2 (G.kocapinarica) 660 97
4 A4 (G.tenuis) 660 23 K3 (G.kocapinarica) 660 97
4 A4 (G.tenuis) 660 24 K4 (G.kocapinarica) 660 97
4 A4 (G.tenuis) 660 25 L1 (G.lacustristurca) 660 96
4 A4 (G.tenuis) 660 26 L2 (G.lacustristurca) 660 97
4 A4 (G.tenuis) 660 27 L3 (G.lacustristurca) 660 97
4 A4 (G.tenuis) 660 28 L4 (G.lacustristurca) 660 96
5 Bl (G.lacustristurca) 660 9 B2 (G.lacustristurca) 660 100
5 Bl (G.lacustristurca) 660 7 B3 (G.lacustristurca) 660 99
5 Bl (G.lacustristurca) 660 8 B4 (G.lacustristurca) 660 100
5 Bl (G.lacustristurca) 660 9 Cl (G.tenuis) 660 98
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Cizelge 3. Graecoanatolica tiirlerine ait mtDNA COI geni sekans sonuglarinin ayni tiirler arasinda ve
tirlerin kendi aralarindaki benzerlik oranlar1 (A (G. tenuis) ve C (G. tenuis) ayni tiire ait 2
farkli kaynaktan toplanmis drneklerdir; B (G. lacustristurca), E (G. lacustristurca) ve L (G.
lacustristurca) ayni tiire ait 3 farkli alandan toplanmis 6rneklerdir) devama.

5 Bl (G.lacustristurca) 660 10 C2 (G.tenuis) 660 98
5 Bl (G.lacustristurca) 660 11 C3(G.tenuis) 660 98
5 Bl (G.lacustristurca) 660 12 C4 (G.tenuis) 660 98
5 Bl (G.lacustristurca) 660 13 D1 (G.pamphylica) 660 83
5 Bl (G.lacustristurca) 660 14 D2 (G.pamphylica) 660 83
5 Bl (G.lacustristurca) 660 15 D3 (G.pamphylica) 660 83
5 Bl (G.lacustristurca) 660 16 D4 (G.pamphylica) 660 83
5 Bl (G.lacustristurca) 660 17 El1 (G.lacustristurca) 660 97
5 Bl (G.lacustristurca) 660 18 E2 (G.lacustristurca) 660 97
5 Bl (G.lacustristurca) 660 19 E3(G.lacustristurca) 660 97
5 Bl (G.lacustristurca) 660 20 E4 (G.lacustristurca) 660 97
5 Bl (G.lacustristurca) 660 21 K1 (G.kocapinarica) 660 97
5 Bl (G.lacustristurca) 660 22 K2 (G.kocapinarica) 660 97
5 Bl (G.lacustristurca) 660 23 K3 (G.kocapinarica) 660 97
5 Bl (G.lacustristurca) 660 24 K4 (G.kocapinarica) 660 97
5 Bl (G.lacustristurca) 660 25 L1 (G.lacustristurca) 660 96
5 Bl (G.lacustristurca) 660 26 L2 (G.lacustristurca) 660 97
5 Bl (G.lacustristurca) 660 27 L3 (G.lacustristurca) 660 97
5 Bl (G.lacustristurca) 660 28 L4 (G.lacustristurca) 660 96
[ B2 (G.lacustristurca) 660 7 B3 (G.lacustristurca) 660 99
9 B2 (G.lacustristurca) 660 8 B4 (G.lacustristurca) 660 100
) B2 (G.lacustristurca) 660 9 Cl(G.tenuis) 660 98
9 B2 (G.lacustristurca) 660 10 C2 (G.tenuis) 660 98
) B2 (G.lacustristurca) 660 11 C3(G.tenuis) 660 98
[ B2 (G.lacustristurca) 660 12 C4 (G.tenuis) 660 98
6 B2 (G.lacustristurca) 660 13 D1 (G.pamphylica) 660 83
9 B2 (G.lacustristurca) 660 14 D2 (G.pamphylica) 660 83
6 B2 (G.lacustristurca) 660 15 D3 (G.pamphylica) 660 83
9 B2 (G.lacustristurca) 660 16 D4 (G.pamphylica) 660 83
) B2 (G.lacustristurca) 660 17 El1(G.lacustristurca) 660 97
9 B2 (G.lacustristurca) 660 18 E2 (G.lacustristurca) 660 97
[ B2 (G.lacustristurca) 660 19 E3(G.lacustristurca) 660 97
9 B2 (G.lacustristurca) 660 20 E4 (G.lacustristurca) 660 97
6 B2 (G.lacustristurca) 660 21 K1 (G.kocapinarica) 660 97
[ B2 (G.lacustristurca) 660 22 K2 (G.kocapinarica) 660 97
6 B2 (G.lacustristurca) 660 23 K3 (G.kocapinarica) 660 97
[ B2 (G.lacustristurca) 660 24 K4 (G.kocapinarica) 660 97
6 B2 (G.lacustristurca) 660 25 L1 (G.lacustristurca) 660 96
[ B2 (G.lacustristurca) 660 26 L2 (G.lacustristurca) 660 97
[ B2 (G.lacustristurca) 660 27 L3 (G.lacustristurca) 660 97
[ B2 (G.lacustristurca) 660 28 L4 (G.lacustristurca) 660 96
7 B3 (G.lacustristurca) 660 8 B4 (G.lacustristurca) 660 99
7 B3 (G.lacustristurca) 660 9 Cl(G.tenuis) 660 98
7 B3 (G.lacustristurca) 660 10 C2 (G.tenuis) 660 98
7 B3 (G.lacustristurca) 660 11 C3(G.tenuis) 660 98
7 B3 (G.lacustristurca) 660 12 C4 (G.tenuis) 660 98
7 B3 (G.lacustristurca) 660 13 D1 (G.pamphylica) 660 83
7 B3 (G.lacustristurca) 660 14 D2 (G.pamphylica) 660 83
7 B3 (G.lacustristurca) 660 15 D3 (G.pamphylica) 660 83
7 B3 (G.lacustristurca) 660 16 D4 (G.pamphylica) 660 83
7 B3 (G.lacustristurca) 660 17 El1(G.lacustristurca) 660 97
7 B3 (G.lacustristurca) 660 18 E2 (G.lacustristurca) 660 97
7 B3 (G.lacustristurca) 660 19 E3(G.lacustristurca) 660 97
7 B3 (G.lacustristurca) 660 20 E4 (G.lacustristurca) 660 97
7 B3 (G.lacustristurca) 660 21 K1 (G.kocapinarica) 660 97
7 B3 (G.lacustristurca) 660 22 K2 (G.kocapinarica) 660 97
7 B3 (G.lacustristurca) 660 23 K3 (G.kocapinarica) 660 97
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tirlerin kendi aralarindaki benzerlik oranlar1 (A (G. tenuis) ve C (G. tenuis) ayni tiire ait 2
farkli kaynaktan toplanmis drneklerdir; B (G. lacustristurca), E (G. lacustristurca) ve L (G.
lacustristurca) ayni tiire ait 3 farkli alandan toplanmis 6rneklerdir) devama.
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Cizelge 3. Graecoanatolica tiirlerine ait mtDNA COI geni sekans sonuglarinin ayni tiirler arasinda ve
tirlerin kendi aralarindaki benzerlik oranlar1 (A (G. tenuis) ve C (G. tenuis) ayni tiire ait 2
farkli kaynaktan toplanmis drneklerdir; B (G. lacustristurca), E (G. lacustristurca) ve L (G.
lacustristurca) ayni tiire ait 3 farkli alandan toplanmis 6rneklerdir) devama.

10 C2 (G.tenuis) 660 25 L1 (G.lacustristurca) 660 97
10 C2 (G.tenuis) 660 26 L2 (G.lacustristurca) 660 98
10 C2 (G.tenuis) 660 27 L3 (G.lacustristurca) 660 98
10 C2 (G.tenuis) 660 28 L4 (G.lacustristurca) 660 97
11 C3(G.tenuis) 660 12 C4 (G.tenuis) 660 100
11 C3(G.tenuis) 660 13 D1 (G.pamphylica) 660 83
11 C3(G.tenuis) 660 14 D2 (G.pamphylica) 660 83
11 C3(G.tenuis) 660 15 D3 (G.pamphylica) 660 83
11 C3(G.tenuis) 660 16 D4 (G.pamphylica) 660 83
11 C3(G.tenuis) 660 17 El (G.lacustristurca) 660 98
11 C3(G.tenuis) 660 18 E2 (G.lacustristurca) 660 98
11 C3(G.tenuis) 660 19 E3(G.lacustristurca) 660 98
11 C3(G.tenuis) 660 20 E4 (G.lacustristurca) 660 98
11 C3(G.tenuis) 660 21 K1 (G.kocapinarica) 660 98
11 C3(G.tenuis) 660 22 K2 (G.kocapinarica) 660 98
11 C3(G.tenuis) 660 23 K3 (G.kocapinarica) 660 98
11 C3(G.tenuis) 660 24 K4 (G.kocapinarica) 660 98
11 C3(G.tenuis) 660 25 L1 (G.lacustristurca) 660 97
11 C3(G.tenuis) 660 26 L2 (G.lacustristurca) 660 98
11 C3(G.tenuis) 660 27 L3 (G.lacustristurca) 660 98
11 C3(G.tenuis) 660 28 L4 (G.lacustristurca) 660 97
12 C4 (G.tenuis) 660 13 D1 (G.pamphylica) 660 83
12 C4 (G.tenuis) 660 14 D2 (G.pamphylica) 660 83
12 C4 (G.tenuis) 660 15 D3 (G.pamphylica) 660 83
12 C4 (G.tenuis) 660 16 D4 (G.pamphylica) 660 83
12 C4 (G.tenuis) 660 17 El1 (G.lacustristurca) 660 98
12 C4 (G.tenuis) 660 18 E2 (G.lacustristurca) 660 98
12 C4 (G.tenuis) 660 19 E3(G.lacustristurca) 660 98
12 C4 (G.tenuis) 660 20 E4 (G.lacustristurca) 660 98
12 C4 (G.tenuis) 660 21 K1 (G.kocapinarica) 660 98
12 C4 (G.tenuis) 660 22 K2 (G.kocapinarica) 660 98
12 C4 (G.tenuis) 660 23 K3 (G.kocapinarica) 660 98
12 C4 (G.tenuis) 660 24 K4 (G.kocapinarica) 660 98
12 C4 (G.tenuis) 660 25 L1 (G.lacustristurca) 660 97
12 C4 (G.tenuis) 660 26 L2 (G.lacustristurca) 660 98
12 C4 (G.tenuis) 660 27 L3 (G.lacustristurca) 660 98
12 C4 (G.tenuis) 660 28 L4 (G.lacustristurca) 660 97
13 D1 (G.pamphylica) 660 14 D2 (G.pamphylica) 660 100
13 D1 (G.pamphylica) 660 15 D3 (G.pamphylica) 660 99
13 D1 (G.pamphylica) 660 16 D4 (G.pamphylica) 660 100
13 D1 (G.pamphylica) 660 17 El1 (G.lacustristurca) 660 84
13 D1 (G.pamphylica) 660 18 E2 (G.lacustristurca) 660 84
13 D1 (G.pamphylica) 660 19 E3(G.lacustristurca) 660 84
13 D1 (G.pamphylica) 660 20 E4 (G.lacustristurca) 660 84
13 D1 (G.pamphylica) 660 21 K1 (G.kocapinarica) 660 84
13 D1 (G.pamphylica) 660 22 K2 (G.kocapinarica) 660 84
13 D1 (G.pamphylica) 660 23 K3 (G.kocapinarica) 660 84
13 D1 (G.pamphylica) 660 24 K4 (G.kocapinarica) 660 84
13 D1 (G.pamphylica) 660 25 L1 (G.lacustristurca) 660 83
13 D1 (G.pamphylica) 660 26 L2 (G.lacustristurca) 660 84
13 D1 (G.pamphylica) 660 27 L3 (G.lacustristurca) 660 84
13 D1 (G.pamphylica) 660 28 L4 (G.lacustristurca) 660 84
14 D2 (G.pamphylica) 660 15 D3 (G.pamphylica) 660 99
14 D2 (G.pamphylica) 660 16 D4 (G.pamphylica) 660 100
14 D2 (G.pamphylica) 660 17 El1 (G.lacustristurca) 660 84
14 D2 (G.pamphylica) 660 18 E2 (G.lacustristurca) 660 84
14 D2 (G.pamphylica) 660 19 E3(G.lacustristurca) 660 84
14 D2 (G.pamphylica) 660 20 E4 (G.lacustristurca) 660 84
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Cizelge 3. Graecoanatolica tiirlerine ait mtDNA COI geni sekans sonuglarinin ayni tiirler arasinda ve
tirlerin kendi aralarindaki benzerlik oranlar1 (A (G. tenuis) ve C (G. tenuis) ayni tiire ait 2
farkli kaynaktan toplanmis drneklerdir; B (G. lacustristurca), E (G. lacustristurca) ve L (G.
lacustristurca) ayni tiire ait 3 farkli alandan toplanmis 6rneklerdir) devama.

14 D2 (G.pamphylica) 660 21 K1 (G.kocapinarica) 660 84
14 D2 (G.pamphylica) 660 22 K2 (G.kocapinarica) 660 84
14 D2 (G.pamphylica) 660 23 K3 (G.kocapinarica) 660 84
14 D2 (G.pamphylica) 660 24 K4 (G.kocapinarica) 660 84
14 D2 (G.pamphylica) 660 25 L1 (G.lacustristurca) 660 83
14 D2 (G.pamphylica) 660 26 L2 (G.lacustristurca) 660 84
14 D2 (G.pamphylica) 660 27 L3 (G.lacustristurca) 660 84
14 D2 (G.pamphylica) 660 28 L4 (G.lacustristurca) 660 84
15 D3 (G.pamphylica) 660 16 D4 (G.pamphylica) 660 99
15 D3 (G.pamphylica) 660 17 El1 (G.lacustristurca) 660 84
15 D3 (G.pamphylica) 660 18 E2 (G.lacustristurca) 660 84
15 D3 (G.pamphylica) 660 19 E3(G.lacustristurca) 660 84
15 D3 (G.pamphylica) 660 20 E4 (G.lacustristurca) 660 84
15 D3 (G.pamphylica) 660 21 K1 (G.kocapinarica) 660 84
15 D3 (G.pamphylica) 660 22 K2 (G.kocapinarica) 660 84
15 D3 (G.pamphylica) 660 23 K3 (G.kocapinarica) 660 84
15 D3 (G.pamphylica) 660 24 K4 (G.kocapinarica) 660 84
15 D3 (G.pamphylica) 660 25 L1 (G.lacustristurca) 660 83
15 D3 (G.pamphylica) 660 26 L2 (G.lacustristurca) 660 84
15 D3 (G.pamphylica) 660 27 L3 (G.lacustristurca) 660 84
15 D3 (G.pamphylica) 660 28 L4 (G.lacustristurca) 660 84
16 D4 (G.pamphylica) 660 17 El (G.lacustristurca) 660 84
16 D4 (G.pamphylica) 660 18 E2 (G.lacustristurca) 660 84
16 D4 (G.pamphylica) 660 19 E3 (G.lacustristurca) 660 84
16 D4 (G.pamphylica) 660 20 E4 (G.lacustristurca) 660 84
16 D4 (G.pamphylica) 660 21 K1 (G.kocapinarica) 660 84
16 D4 (G.pamphylica) 660 22 K2 (G.kocapinarica) 660 84
16 D4 (G.pamphylica) 660 23 K3 (G.kocapinarica) 660 84
16 D4 (G.pamphylica) 660 24 K4 (G.kocapinarica) 660 84
16 D4 (G.pamphylica) 660 25 L1 (G.lacustristurca) 660 83
16 D4 (G.pamphylica) 660 26 L2 (G.lacustristurca) 660 84
16 D4 (G.pamphylica) 660 27 L3 (G.lacustristurca) 660 84
16 D4 (G.pamphylica) 660 28 L4 (G.lacustristurca) 660 84
17 El1(G.lacustristurca) 660 18 E2 (G.lacustristurca) 660 100
17 El1 (G.lacustristurca) 660 19 E3(G.lacustristurca) 660 100
17 El1(G.lacustristurca) 660 20 E4 (G.lacustristurca) 660 99
17 El1 (G.lacustristurca) 660 21 K1 (G.kocapinarica) 660 99
17 El1(G.lacustristurca) 660 22 K2 (G.kocapinarica) 660 99
17 El1 (G.lacustristurca) 660 23 K3 (G.kocapinarica) 660 99
17 El1 (G.lacustristurca) 660 24 K4 (G.kocapinarica) 660 99
17 El1(G.lacustristurca) 660 25 L1 (G.lacustristurca) 660 99
17 El1 (G.lacustristurca) 660 26 L2 (G.lacustristurca) 660 99
17 El(G.lacustristurca) 660 27 L3 (G.lacustristurca) 660 99
17 El1 (G.lacustristurca) 660 28 L4 (G.lacustristurca) 660 99
18 E2 (G.lacustristurca) 660 19 E3(G.lacustristurca) 660 100
18 E2 (G.lacustristurca) 660 20 E4 (G.lacustristurca) 660 99
18 E2 (G.lacustristurca) 660 21 K1 (G.kocapinarica) 660 99
18 E2 (G.lacustristurca) 660 22 K2 (G.kocapinarica) 660 99
18 E2 (G.lacustristurca) 660 23 K3 (G.kocapinarica) 660 99
18 E2 (G.lacustristurca) 660 24 K4 (G.kocapinarica) 660 99
18 E2 (G.lacustristurca) 660 25 L1 (G.lacustristurca) 660 99
18 E2 (G.lacustristurca) 660 26 L2 (G.lacustristurca) 660 99
18 E2 (G.lacustristurca) 660 27 L3 (G.lacustristurca) 660 99
18 E2 (G.lacustristurca) 660 28 L4 (G.lacustristurca) 660 99
19 E3(G.lacustristurca) 660 20 E4 (G.lacustristurca) 660 99
19 E3(G.lacustristurca) 660 21 K1 (G.kocapinarica) 660 99
19 E3(G.lacustristurca) 660 22 K2 (G.kocapinarica) 660 99
19 E3(G.lacustristurca) 660 23 K3 (G.kocapinarica) 660 99
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Cizelge 3. Graecoanatolica tiirlerine ait mtDNA COI geni sekans sonuglarinin ayni tiirler arasinda ve
tiirlerin kendi aralarindaki benzerlik oranlar1 (A (G. tenuis) ve C (G. tenuis) ayn tiire ait 2
farkli kaynaktan toplanmis 6rneklerdir; B (G. lacustristurca), E (G. lacustristurca) ve L (G.
lacustristurca) aym tire ait 3 farkli alandan toplanmis 6rneklerdir) devami.

19 E3(G.lacustristurca) 660 24 K4 (G.kocapinarica) 660 99
19 E3(G.lacustristurca) 660 25 L1 (G.lacustristurca) 660 99
19 E3(G.lacustristurca) 660 26 L2 (G.lacustristurca) 660 99
19 E3(G.lacustristurca) 660 27 L3 (G.lacustristurca) 660 99
19 E3(G.lacustristurca) 660 28 L4 (G.lacustristurca) 660 99
20 E4 (G.lacustristurca) 660 21 K1 (G.kocapinarica) 660 99
20 E4 (G.lacustristurca) 660 22 K2 (G.kocapinarica) 660 99
20 E4 (G.lacustristurca) 660 23 K3 (G.kocapinarica) 660 99
20 E4 (G.lacustristurca) 660 24 K4 (G.kocapinarica) 660 99
20 E4 (G.lacustristurca) 660 25 L1 (G.lacustristurca) 660 99
20 E4 (G.lacustristurca) 660 26 L2 (G.lacustristurca) 660 99
20 E4 (G.lacustristurca) 660 27 L3 (G.lacustristurca) 660 99
20 E4 (G.lacustristurca) 660 28 L4 (G.lacustristurca) 660 99
21 K1 (G.kocapinarica) 660 22 K2 (G.kocapinarica) 660 100
21 K1 (G.kocapinarica) 660 23 K3 (G.kocapinarica) 660 100
21 K1 (G.kocapinarica) 660 24 K4 (G.kocapinarica) 660 100
21 K1 (G.kocapinarica) 660 25 L1 (G.lacustristurca) 660 99
21 K1 (G.kocapinarica) 660 26 L2 (G.lacustristurca) 660 99
21 K1 (G.kocapinarica) 660 27 L3 (G.lacustristurca) 660 99
21 K1 (G.kocapinarica) 660 28 L4 (G.lacustristurca) 660 99
22 K2 (G.kocapinarica) 660 23 K3 (G.kocapinarica) 660 100
22 K2 (G.kocapinarica) 660 24 K4 (G.kocapinarica) 660 100
22 K2 (G.kocapinarica) 660 25 L1 (G.lacustristurca) 660 99
22 K2 (G.kocapinarica) 660 26 L2 (G.lacustristurca) 660 99
22 K2 (G.kocapinarica) 660 27 L3 (G.lacustristurca) 660 99
22 K2 (G.kocapinarica) 660 28 L4 (G.lacustristurca) 660 99
23 K3 (G.kocapinarica) 660 24 K4 (G.kocapinarica) 660 100
23 K3 (G.kocapinarica) 660 25 L1 (G.lacustristurca) 660 99
23 K3 (G.kocapinarica) 660 26 L2 (G.lacustristurca) 660 99
23 K3 (G.kocapinarica) 660 27 L3 (G.lacustristurca) 660 99
23 K3 (G.kocapinarica) 660 28 L4 (G.lacustristurca) 660 99
24 K4 (G.kocapinarica) 660 25 L1 (G.lacustristurca) 660 99
24 K4 (G.kocapinarica) 660 26 L2 (G.lacustristurca) 660 99
24 K4 (G.kocapinarica) 660 27 L3 (G.lacustristurca) 660 99
24 K4 (G.kocapinarica) 660 28 L4 (G.lacustristurca) 660 99
25 L1 (G.lacustristurca) 660 26 L2 (G.lacustristurca) 660 99
25 L1 (G.lacustristurca) 660 27 L3 (G.lacustristurca) 660 99
25 L1 (G.lacustristurca) 660 28 L4 (G.lacustristurca) 660 99
26 L2 (G.lacustristurca) 660 27 L3 (G.lacustristurca) 660 100
26 L2 (G.lacustristurca) 660 28 L4 (G.lacustristurca) 660 99
27 L3 (G.lacustristurca) 660 28 L4 (G.lacustristurca) 660 99

mtDNA COI genine ait sekans sonuglar1 incelendiginde tiirlerin kendi
aralarinda ve diger tiirlerle degisen oranlarda polimorfizme sahip olduklar1 gézlenmistir.
A (G. Tenuis)’nin COI diziliminde bazlarin oran1 A (Adenin) oram1 %26.82 (177 adet),
T (Timin) oran1 %38.03 (251 adet), G (Guanin) oran1 %17,58 (116 adet) ve C (Sitozin)
orant %17,58 (116 adet); B (G. lacustristurca)’nin COI diziliminde bazlarin oram1 A
(Adenin) oran1 %26.82 (177 adet), T (Timin) oran1 %38.03 (251 adet), G (Guanin)
orani %17,58 (116 adet) ve C (Sitozin) oram1 %17,58 (116 adet); C (G. tenuis)’nin COI
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diziliminde bazlarin orant A (Adenin) orant %26.67 (176 adet), T (Timin) orani
%37,88 (250 adet), G (Guanin) oran1 %17,88 (118 adet) ve C (Sitozin) oram1 %17,58
(116 adet); D (G. pamphylica)’nin COI diziliminde bazlarin oran1 A (Adenin) orani
~%24 (159 adet), T (Timin) orant %40,76 (269 adet), G (Guanin) oran1 %18,64 (118
adet) ve C (Sitozin) oranm1 %16,52 (109 adet); E (G. lacustristurca)’nin COI diziliminde
bazlarin oran1 A (Adenin) orant %26,67 (176 adet), T (Timin) oran1 %38,03 (251
adet), G (Guanin) oran1 %17,73 (117 adet) ve C (Sitozin) orant %17,58 (116 adet);
K(G. kocapinarica)’nin COI diziliminde bazlarin oran1 A (Adenin) oran1 %?26,52 (175
adet), T (Timin) oran1 %37,73 (249 adet), G (Guanin) oran1 %18,03 (119 adet) ve C
(Sitozin) oram1 %17,73 (117 adet); L (G. lacustristurca)’nin COI diziliminde bazlarin
orant A (Adenin) oram1 %?26,67 (176 adet), T (Timin) oran1 %38,03 (251 adet), G
(Guanin) oran1t %17,73 (117 adet) ve C (Sitozin) orant %17,58 (116 adet) olarak

belirlenmistir.

3.3.1. Gruplar Arasindaki Ortalama Genetik Uzakhik

DNA dizilimi sonuglart MEGA4 (Kumar ve dig., 2008) programi kullanilarak
aym tiirlin farkli populasyonlar1 arasinda ve farkli tiirler arasinda ortalama genetik

uzaklik oranlar1 hesaplandi. Bu oranlar ¢izelge 3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Graecoanatolica tiirlerine ait farkli bolgelerde yayilis gosteren gruplari arasindaki ortalama
genetik uzaklik (A(G. tenuis) ve C(G. tenuis) ile B(G. lacustristurca), E(G. lacustristurca) ve
L(G. lacustristurca) aym tiiriin farkli bolgelerde yasayan populasyonlaridir).

Gruplar 1 2 3 4 5 6 7
1. A(G. tenuis)

2. B(G. lacustristurca) 0.012

3. C (G. tenuis) 0.008 0.014

4. D (G. pamphylica)  0.192 0.195 0.188

5. E(G. lacustristurca) 0.024 0.026 0.016  0.180

6. K(G. kocapinarica) 0.026 0.027 0.020 0.181  0.006

7. L(G. lacustristurca) 0.026 0.027 0.020 0.179  0.003  0.003
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Tablo incelendigi zaman birbirine genetik olarak en uzak tiirlerin G.
lacustristurca (Burdur Karamanli ornekleri) ile G. pamphylica (Antalya-Kirkgdz)
oldugu goriilmektedir. Birbirine en yakin tiir ise G. lacustristurca (Egirdir Goli
Kiyisinda Toplanan Ornekler Kocapmar kaynagma daha yakin olan kisim) ile G.
kocapinarica (Isparta’nin Yukarigokdere Koyii Kocapmar kaynagi) oldugu tespit

edilmistir.
3.3.2. Filogenetik Agac

DNA dizilerinin karsilastirilmasiyla elde edilen filogenetik analizler, tiirler
arasindaki evrimsel iligkileri, canlilar arasindaki genom benzerlikleri veya farkliliklar:
hakkinda bilgi vermektedir. Bu bilgiler kullanilarak filogenetik agaglar olusturulur.

Eldeki DNA sekans sonuglart DNaSP5 (Librado ve Rozas, 2009) programi ile
farkli formatlara cevrilmistir. Filogenetik analizler K2 parametresi (Kimura, 1980)
kullanilarak, Neighbor-Joining (NJ) (Saitou ve Nei, 1987) ve Unweighed Pair Group
Method of Aritmetic Averages (UPGMA) (Akella ve dig., 2004) modeline gore
MEGA4 (Kumar ve dig., 2008) programinda yapilmis ve filogenetik agaglar

olusturulmustur.
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Sekil 3.4. Graecoanatolica tiirlerinin yakin ve uzak dis gruplar kullanilarak Neighbor Joining (NJ)
testi ile elde edilen filogenetik agaci.



Graecoanatolica tiirlerinin, Genbank erisim numaralar ile elde edilmis, yakin
ve uzak tiirler ile olusturdugu filogenetik aga¢ sekil 3.4., 3.5. ve 3.6.da verilmistir.
Kullanilan biitiin dis gruplara ait sekans bilgilerine erisim numaralar ile ulasilmistir
(Wilke ve dig., 2001). Erisim numaralar1 ¢izelge 3.2.’de verilmistir. Her iki agacta
incelendigi zaman G. tenuis tiiriine ait 2 farkli alandan toplanmis Ornekler ayni dal
tizerinde yer aldig1 goriilmektedir. Daha 6nce morfolojik olarak G. lacustristurca olarak
teshis edilen 3 farkli bolgeden toplanmis oOrnekler ayri dallarda goriinmektedir.
Morfolojik olarak G. pamphylica olarak teshis edilen ornekler ise molekiiler olarak
Graecoanatolica tiirlerinin yer aldig1 daldan uzakta goriilmektedir.

Bu analizde kullandigimiz UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using
Arithmetic Averages) Tartmadan ikili Grup Olusturma Analizi bir takson i¢in uzaklik
matrisini kontrol ederken, aralarindan en kii¢iik uzaklik matrisini baz alir (Sneath ve
Sokal, 1973). Neighbour-Joining Analizi de (Saitou ve Nei, 1987) igerik olarak
UPGMA kiimeleme analiziyle benzer sekilde fakat baska bir genetik uzaklik mantigina
(algoritmasina) dayalidir. Ancak, bu metot agaglarin olusturulmasinda benzer verilere
sahip taksonlarin komsu olmasma ve diger taksonlardan ayrilmasina sonunda da

komsularin birbirleriyle birlestirilmesi esasina dayanir (Parlak, 2007).
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Sekil 3.5. Graecoanatolica tirlerinin yakin ve uzak tirler kullanilarak UPGMA testi
olusturdugu filogenetik agac.

ile
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Cizelge 3.2. Filogenetik agac olusturmak i¢in kullanilan tiirlere ait genbank erisim numaralari.

Erisim Numaralari Tiir B¢
AF317857 Adriohydrobia gagatinella 638
AF367628 Adrioinsulana conovula 638
AF367650 Alzoniella finalina 638
AF367638 Avenionia brevis berenguieri 638
AF367648 Belgrandia thermalis 638
AF118370 Cincinnatia winkleyi 038
AF367654 Fissuria boui 638
AF367641 Graziana alpestris 638
AF367640 Hauffenia tellinii 638
AF367637 Horatia klecakiana 638
AF278808 Hydrobia acuta 638
AF118302 Hydrobia ulvae 638
AF118335 Hydrobia ventrosa 638
AF367639 Islamia piristoma 638
AF367646 Mercuria similis 638
AF367630 Notogillia wetherbyi 638
AF367649 Orientalina callosa 638
AF367647 Sadleriana fluminensis 638
AF367651 Pseudamnicola lucensis 638

Bootstrap (Felsenstein, 1985) arastirmasi, elde edilen agaglarin dallarinin
parsimoni kriterini kullanarak istatistiksel yonden en giivenilir olan dallar1 belirlemede
kullanilir. Her bir dalin yiizdelik olarak ne oranda desteklendigini gostermek icin veri
setinden bazi replikasyonlar liretilir. Bootstrap degeri % 0 ile % 100 arasinda degisir.
Bootstrap destek degerlerine gore, > % 85 ¢ok giiclii, % 70-85 aras1 giiglii, %5070

arasi zayif ve < % 50 c¢ok zayif seklinde tanimlanmistir. Bootstrap desteginin % 70 ya
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da daha biiyiik olusu genellikle dogru filogeninin tanimlanmasi ile iligkilendirilir. Eger,
belli bir dal icin bootstrap destegi % 50’nin altinda ise; aragtirmaci agacin bu
kismindaki dallanma modelini belirleyemedigi veya aradaki iliskinin tam
netlestirilemedigi sonucuna varacak ve bunun sonucunda yayinladig1 agacta, bu dali tek
diigiimden ¢ok ¢atall1 olarak verecektir. Tez kapsaminda ornekler i¢in bootstrap analizi
yapilmis ve sekil 3.6.°da verilmistir. Bootstrap analizi tiirler i¢in grup diizeyinde

consensus sekanslar ile yapilmistir.
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Sekil 3.6. Graecoanatolica tiirlerinin yakin ve uzak tiirler kullanilarak UPGMA- Bootstrap Analizi ile
olusturdugu filogenetik agag.
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Filogenetik agaglar incelendigi zaman biitliin testler i¢in Graecoanatolica
cinsine en yakin tiir olarak Italya’min giiney kisminda yayilis gdsteren bir tatli su

salyangozu olan Belgrandia thermalis goriinmektedir (Bodon ve dig., 1999).
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4. TARTISMA ve SONUC

Bu calismada Tirkiye’nin Bati  Anadolu boélgesinde yayilis goOsteren
Graecoanatolica cinsine ait tiirler arasindaki iliskilerin molekiiler olarak belirlenmesi
amaglanmistir. Sucul bir salyangoz tiiri olan Graecoanatolica temiz tath su
kaynaklarinda bulunmaktadir. Bati Anadolu da 6 Graecoanatolica tirii tanimlanmis
olup giiniimiizde bu tiirlerden 4 tanesi bulunmaktadir. Bunlar Graecoanatolica
lacustristurca, Graecoanatolica tenuis, Graecoanatolica kocapnarica,
Graecoanatolica pamphylica’dir (Yildirim, 1996).

Calisma kapsaminda G. lacustristurca 3 farkli lokaliteden (Isparta Egirdir
Goliinden 2 farkli bolgede ve Burdur Karamanli K6yt Kocapinar kaynagi), G. tenuis 2
farkl1 lokaliteden (Denizli Gemis Kasabasi Esref Otuzbir Parki Yani ve Acigdl’iin
Kiyisinda Bir Kaynaktan), G. kocapinarica ve G. pamphylica ise tip lokalitelerinden
toplanmistir. Baslangicta tiirlerin ayrimi i¢in morfolojik karakterler kullanilmistir.
Ozellikle sarmal say1s1 ve apertur yapisina gore ayrim yapilmistir.

Son yillarda yaygin olarak kullanilan ve daha giivenilir sonuglar veren DNA
sekans analizi ve biyoinformatik teknikleri kullanilarak her gruptan 4 adet olmak iizere
toplam 28 oOrnek icin mtDNA COI genleri incelenmis ve elde edilen sonuglar
degerlendirilmistir.

Yapilan degerlendirme sonucunda daha once farkl tiirler olarak teshis edilen
tim tirlerin birbirlerinden genetik benzerlik yoniinden tiir olarak kabul edilecek
diizeyde uzak olduklar1 belirlenmistir. Onceki ¢alismalarda Burdur Karamanl
Koyiinden toplanan ve Graecoanatolica lacustristurca olarak teshis edilen 6rnekler (B
grubu) UPGMA, NIJ ve her iki analiz i¢in yapilan Bootstrap testi analizi sonucunda G.
lacustristurca nin bulundugu dalda yer almamistir (Bkz. Sekil 3.4., 3.5. ve 3.6.). Hem
filogenetik agac verileri hem de genetik uzaklik verileri incelendigi zaman Burdur
Karamanli Koyiinden toplanan G. lacustristurca o6rnekleri G. tenuis (Denizli Gemis
Kasabas1 Esref Otuzbir Parki Yani1 ve Acigdl’lin Kiyisinda Bir Kaynaktan) tiirtine daha
yakin fakat yine bu tiirden farkli bulunmustur. Iki farkli alandan toplanan G. tenuis
populasyonlar1 arasinda molekiiler acidan bir farklilik gézlenmemistir. Burdur’dan
toplanan Graecoanatolica 6rnekleri molekiiler olarak G. lacustristurca’dan farkli ve

yeni bir tiir olarak goriinmektedir.
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Radoman (1985)’a gore, Ege ve Anadolu’daki i¢ su havzalari, daglarin
yiikselmeye baslamasi ile Tetis’den biiyiik Olgiide ayrilmistir. Boylelikle deniz
faunasinin bir kismi yok olmustur. Daha sonra deniz kosullarindan, tatli ve aci su
sartlarina evrim siireci baslamistir. Bu evrimlesmeyi, Radoman (1973a) iilkemizde
yaptig1 bir aragtirmada Hydrobioidea Siiperfamilya’sina ait Graecoanatolica cinsini
ornek vererek agiklamistir. Bune gore, Eski donemlerdeki havzalardan birinde
Graecoanatolica cinsinin ata tiirii sekillenmis, bu havzalardan baglantilarla yayilmistir.
Sonraki déonemlerde bu bolgedeki yliksek daglarin bir kisminin daha da yilikselmesinin
bir sonucu olarak, Onceki su sistemlerinin bir¢ok ikincil sistemlere ayrildigini
belirtmistir. Kirkgoze ait kompleksler; Beysehir, Egirdir, Burdur ve Acigdl kompleksi
boyle yerlere drnektir. Graecoanatolica’nin birkag tiiriini, Tiirkiye’deki Egirdir, Burdur
ve Acigél kompleksine baglantili kaynaklardan tespit ettiklerini sdoylemislerdir. Bu da
evrimlesmeyi ¢ok ayrintili olarak gostermektedir. Sonu¢ olarak, bu bolgede sadece
tiniform bir g6l oldugu, bu biiyiik gdl tektonik hareketlerle ayrildig1 zaman, kiiciik izole
olmusg goller ve bu gollerle baglantili kaynaklar ortaya c¢iktifi, cografik izolasyon ile
daha sonra bu kaynaklar icerisinde, saf kaynak populasyonlarinin olustugu belirtilmistir
(Radoman, 1973a; 1985; Koca, 2007). Egirdir goli ve Burdur Karamanli Koyii
Kocapinar kaynag1 Graecoanatolica populasyonlarinin ayrismast bu mekanizma ile
aciklanabilir.

Egirdir golii liman karsisindaki kiy1 kesiminden toplanan 6rnekler de (L grubu)
yine daha once G. lacustristurca olarak tanimlaniyordu. Molekiiler verilere gore ise bu
populasyon G. lacustristurca tiriine degil, G. kocapinarica tiriine dahil olarak
goriilmektedir.

Egirdir goliinlin boylamasina iki kars1 kiyis1 arasinda mesafe oldukga fazla ve su
akimi sinirlidir. Bununla birlikte Egirdir Golii’'nilin karsi kiy1r kisminda, Kocapinar ile
baglanti oldugu bilinmektedir. Dolayisiyla Egirdir goliiniin  karsi  kiyisindaki
populasyon, gdéliin liman tarafindaki populasyondan farkli ve Kocapinara daha yakin
olmasi olagan karsilanmalidir.

Tiirlesmeyi baslatan siiregler hakkinda genel olarak kabul goren goriis cografi
izolasyonun bu siirecte cok 6nemli oldugudur. Bir tiiriin populasyonlart dogrudan ya da
dolayl olarak baglantida oldugu siirece, gen akist sistem igerisinde normal olarak

devam edecek ve ayrilma olugsmayacaktir. Devamlilik olusturan populasyon sistemi,
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tiiriin yayilisina engel olusturan bazi cografik olusumlar ile boliiniirse, ayr1 populasyon
sistemleri artitk gen aligverisinde bulunmayacaklar ve bundan sonra evrimlesme
bagimsiz olarak devam edecek ve yeni tiirler ortaya c¢ikacaktir. Yeterli zaman
verildiginde, iki ayr1 populasyon sisteminin her biri kendi yolunda evrimleseceginden,
birbirinden daha fazla farklilasacaklardir. Baslangigta, aralarindaki {ireme izolasyonu
sadece cografiktir ve bunlar kendi aralarinda iireyebilme potansiyelini siirdiireceklerdir:
modern tiir tanimina gore bu populasyonlar bu kosullarda ayni tiire dahildirler. Ancak,
sonunda genetiksel olarak o kadar farklilasabileceklerdir ki, baglanti saglansa bile
aralarinda etkili gen akist olmayacaktir. Farklilagma bu noktaya ulagtiginda, iki
populasyon sistemi iki ayr1 tiir olusturur (Keeton ve dig., 1999).

Ayrilan iki populasyonun baslangigta bir 6l¢iide farkli gen frekanslarina sahip
olma sanslar yiiksektir ve biiylik olasilikla farkli mutasyonlar gecireceklerdir.
Mutasyonlar rastgele olusacaktir ve mutasyonlardan bazilarimin bir populasyonda
olusma riski digerinkinden daha yiiksektir. Populasyonlar arasinda gen akisi
olmadigindan, bunlarin birinde olusan yeni bir mutant gen, digerine yayilmayacaktir.
Izole olan populasyonlar farkli yayilis alanlarina sahip olacaklarindan farkli gevresel
baskilara maruz kalacaklardir. Populasyonun farklilagmasi i¢in yeterli zaman gectikten
sonra tiirler cografi izolasyon ortadan kalkip yeniden karsilagsa bile etkili olarak
tiremesini onleyen morfolojik, fizyolojik, kromozom uyumsuzlugu ya da davranis gibi
i¢gsel izolasyon mekanizmalarina maruz kalmigslardir. Tiirler yeniden c¢iftlesseler bile
verimli doller olusturamazlar. Ciftlesme sonucu olusan tiirler melez ve kisir dollerdir
(Keeton ve dig., 1999; Presgraves, 2010).

Bu giine kadar morfolojik verilere gore G. pamphylica olarak adlandirilan
populasyonun durumu ise ilgingtir. Bu populasyon mtDNA COI sekans verilerine gore
Graecoanatolica cinsi igerisinde goriinmemekte, DNA dizisi bilinen diger yakin
cinslerin icerisine de girmemektedir. Morfolojik 6zellikleri bilinen cinsler igerisinde en
fazla Graecoanatolica’ya benzeyen ve morfolojik verilere gore Graecoanatolica olarak
degerlendirilen bu populasyonun farkli ve yeni bir cins oldugu diisiiniilmektedir.

Cografik konumuna bakildiginda bu populasyonun bulundugu Antalya Kirkgoz
kaynag1 diger bolgelerden oldukga izoledir. Dolayisiyla uzun zaman 6nce meydana
gelen bu izolasyon, tlirlesme ve hatta farkli ve yeni bir cins olusumu igin yeterli

olmustur.
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Bu verilere gore, Egirdir goliinde limanin karsi kiyisinda bulunan
Graecoanatolica populasyonu G. lacustristurca’dan ¢ikarilip, G. kocapinarica’ya dahil
edilmeli, Burdur-Karamanli’da lokalize populasyon ise yeni bir tiir olarak
isimlendirilmelidir.

Bu giine kadar Graecoanatolica cinsi igerisine dahil edilen ve G. pamphylica
olarak adlandirilan Antalya-Kirkgdz populasyonu ise tamamen farkli yeni bir cins

olarak yeniden diizenlenmelidir.
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