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ONSOz

Akrepler, artropoda icerisinde hastalik naklinde rol almamalarina karsin
beslenme ve savunma amacl sahip olduklari venom bakimindan medikal
oneme sahip olan canhlardir. Turkiye’de, Buthidae ailesinde Androctonus,
Leiurus ve Mesobuthus soylari icerisinde, medikal yonden onemli tirler
bulunmaktadir. Dunyanin en toksik bes akrebinden biri olan Androctonus
crassicauda, Orta Asya ve Turkiye’'de tibbi ydonden énemli bulunan bir tlrdar.

Tarkiye'de 6zellikle Gliney Dogu Anadolu Bolgesinde yayilis gosteren
bu tdr, Sanlurfa ilindeki akrep sokmalarinin % 50,8'nden sorumlu
tutulmustur. Ayrica farkh iklimsel, cografik ve biyoekolojik ortam kosullarina
gbre uyum kazanmigs alt tir ve varyetelerinin de olabilecegi ve Glney Dogu
Anadolu Projesinin bu parametrelere olabilecek etkisi gergedi géz onunde
bulundurularak, S$anhurfa ili galisma sahasi olarak belirlenmigtir. Arastirma
kapsaminda bu ilde toplanan Androctonus crassicauda orneklerinin fenotip
karakterlerinin belirlenerek bu paralelde, genotiplendiriimesi ve filogenetik
konumunun belirlenmesi, Parazitoloji Anabilim Dali, Protozooloji ve
Entomoloji Doktora Programi tez arastirma konusu olarak segilmistir.

Bana bu konuda c¢aligma olanagi saglayan, ¢alismalarimi yonlendiren,
her konuda bilgi, oneri ve yardimlarini esirgemeyen, eksiksiz desteklerini
almis oldugum danigsman hocam Prof. Dr. Zafer KARAER ve Prof. Dr. Ayse
CAKMAK’a ve Tez izleme Komitesinde bulunan Prof. Dr. Arif KURTDEDE'ye
calismalar sirasinda sinirsiz yardimlarini benden esirgemeyen Prof. Dr. Zati
VATANSEVER'e, Dog. Dr. Serpil NALBANTOGLU’na, Yard. Dog. Dr. Sirri
KAR’a, Aras.Gér. Esin GUVEN’e, Vet. Hekim Taner SARIBAS’a, Ziibeyde
KILIC’a, Tahir DEMIR'e ve Levent YILMAZa, arastirmanin istatistiksel
analizlerinde yardimci olan Dog. Dr. Gil ERGUN’e ayrica laboratuvarinda
bana calisma firsati vererek molekuler teknikler konusunda énemli bilgiler ve
deneyim edindigim guzel insan, meslektasim Dr. Ahmet CARHAN’a, hafta
sonlari laboratuar galismalarinda babasina asistanlik yapan can oglum Zulfu
Ogulcan OZKAN ve can kizim Nazlican Duru OZKAN’a ve bu asistanlari
dinyaya getirerek hayatimiza katan, doktora programi surecinde ve bu gune
kadar hemen her konuda oldugu gibi doktora yapmam konusunda da beni
yureklendiren ve buglnlere gelmemde 6nemli payl olan cananim Dudu
OZKAN’a yiirek dolusu tesekkirlerimi sunuyorum.
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1. GIRIS

Akrepler, Palezoik donemden fosilleri bulunan ve gunumuizde de yasayan en
eski artropodlardandir. Akreplerle ilgili ilk taksonomik c¢alismalar, Linnaeus
(1758) tarafindan “Scorpio” ismini verdigi tek bir soy altinda bes tirtn bilimsel
tanitimi ile baglamigtir. Latreille (1802), akrepleri “Insecta Acera’ diye
isimlendirdigi grup altinda, ayri bir aile olarak “Famille des Scorpionides”
tanimlarken, Gervais (1842) ve Lankester (1885), ayri bir aile “La famille des
scorpionides” olarak bildirmiglerdir. Koch (1837), dnce akrepleri gz sayisina
gore siniflandirirken daha sonra Ordo ismi olarak “Scorpiones” terimi, ilk kez
Koch (1850) tarafindan kullaniimistir (Birula, 1917a, 1917b).

Akreplerin zoocografik dagilimi konusunda Nenilin ve Fet (1992),
Lamoral (1980) ve Lourenco (1996)'nun c¢alismalari bulunmaktadir. Akrepler
Yeni Zellanda diginda, tum kitalar ve adalarin tropik ve subtropik boélgelerinde
dagilis gostermektedir. Buthidae ailesine bagh turler tim kitalarda dagilis
gOstermesine karsin, diger ailelerde bulunan turlerin dagilisi eski ve yeni
dinyada endemiktir (Balozet, 1971; Alexander, 1984). Bu nedenle cografi
dagihimlarina gore bu turler yeni ya da eski dunya akrepleri olarak da
tanimlanmaktadir (Alexander, 1984; Mullen ve Stockwell, 2002).

Kjellesvig-Waering (1986) tarafindan revize edilen butin akrep
fosillerinin gogu alttakim seviyesinde olan ve gunumuzde nesli tukenmis
soylara ait oldugu bildirilmistir. Bu nedenle, Brezilya (Campos, 1986;
Carvalho ve Lourengo, 2001), Lubnan (Lourengo, 2001a) Burma (Lourenco,
2002; Santiago-Blay ve ark., 2004), Fransa’da (Lourengo, 2003) yapilan ve
Mezozoik doneme ait en son akrep kesifleri Gnem kazanmistir (Carvalho ve

Lourencgo, 2001; Soleglag ve Fet, 2003a).



Akrep aile sayisi, baslangicta yedi aileden (Lamoral, 1980) 13 aileye
(Stockwell, 1989) yukseltimesine karsin yapilan ¢alismalarla (Polis, 1990;
Sissom, 1990) aile sayisi dokuz olarak tanimlanmis daha sonra Kovarik
(1998) aile sayisini 13 olarak bildirmistir. Lourengo (2000a) familya sayisini
20’ye yukseltmistir. Fet ve ark., (2000), akreplerin 16 aile (Bothriuridae,
Buthidae, Chactidae, Chaerilidae, Diplocentridae, Euscorpiidae,
Heteroscorpionidae, Ischnuridae, luridae, Microcharmidae, Pseudochactidae,
Scorpionidae, Scorpiopidae, Superstitioniidae, Troglotayosicidae ve
Vaejovidae) ve bu ailelere bagh 155 soy ve 1259 turd bulundugunu
belirtmiglerdir. Soleglad ve Fet (2003a) tarafindan akrep aile sayisi 14’e
indirilmesine ragmen Prendini ve Wheeler (2005), son 25 yil suresince akrep
siniflandirmasi Uzerine yapilan ¢alismalari 6zetleyerek Hemiscorpiidae ve
Urodacidae ailelerini de bunlara ilave ederek 18 aileye c¢ikarmigtir. Diger
taraftan Fet ve Soleglad (2005) tarafindan yapilan yeni dizenleme ile
Prendini ve Wheeler (2005), siniflandirma calismasini redederek, aile
sayisini (Bothriuridae, Buthidae, Caraboctonidae, Chactidae, Chaerilidae,
Euscorpiidae, luridae, Liochelidae, Microcharmidae, Pseudochactidae,
Scorpionidae, Superstitioniidae, Urodacidae ve Vaejovidae) 14’e indirmigstir
(Fet ve Soleglad, 2005; Soleglad ve ark., 2005).

Gunumuze kadar siniflandirmaya yonelik yapilmig olan, nesli tukenmisg
soylarl ya da turleri kapsayacak sekilde akrep taksonomisi hakkindaki guncel
literatlr bilgileri ile akrepler, 16 aile (Bothriuridae, Buthidae, Chactidae,
Chaerilidae, Diplocentridae, Euscorpiidae, Hemiscorpiidae,
Heteroscorpionidae, luridae, Liochelidae, Microcharmidae, Pseudochactidae,
Scorpionidae, Superstitioniidae, Troglotayosicidae ve Urodacidae) olarak
tanimlanmistir (Francke, 1981; Francke ve Soleglad, 1981; Sissom, 1990;
Lourencgo, 1998a; 1998b; 2000a; Fet ve ark., 2000; Prendini, 2000; 2001,
2003a; 2003b; Fet ve Bechly, 2001; Soleglad ve Sissom, 2001; Soleglad ve
Fet, 2003a). Ancak, ¢alismalar her ne kadar ileri boyutlara tasinmis olsa da

henlz akreplerin soy agaci ve aile sayisi tum ayrintilariyla kesinlik kazanmig



degildir. Yapilan genetik taramalar, soy agacindaki bazi énemli gruplari yer
veya isim (Hadogenidae ve Lisposomidae) konusunda tekrardan tartisilir bir
konuma tasimistir (Lourengo, 2000a; Prendini, 2000; 2001; 2003a; 2003b).

Turkiye’de akrep faunasina yonelik ilk g¢alismalar, 19. ylzyilin ikinci
yarisinda Pavesi (1876) tarafindan baslatiimistir (Pavesi, 1876’a atfen;
Karatas, 2001; Yagmur, 2005; Kurtalli, 2006). Birula (1898), Bolkar
Daglar’ndan Euscorpius ciliensis’i, Coruh Vadisi'nden Calchas nordmanni’yi
(1899), Toroslardan Iurus dufoureius asiaticus’u (1903) akrep turlerini
tanimlamistir. Von Ubisch (1922), Toros Daglari’'ndan lurus kraepelini tirand;
Schenkel (1947), Mesobuthus gibbosus anatolicus alttrunu, Vachon
(1947b), Mardin, Sanliurfa, Elazi§, Diyarbakir, izmir ve igel'den Androctonus
crassicauda turune ait kayitlar bildirmislerdir. Vachon (1947a; 1951; 1966),
Tarkiye akrepleri Uzerine 6nemli calismalar yuriterek Turkiye ile Orta

Dogu’nun akrep faunasinin listesini hazirlamistir.

Tulga (1960), Adiyaman’dan Leiurus quinquestriatus; Kovarik (1996),
Diyarbakirdan  Compsobuthus  matthiesseni  tlrlerine ait  kayitlar
bildirmiglerdir. Turkiye ve ¢evresindeki Ulkelerde bulunan akrep turleri Gzerine
Kinzelbach (1975; 1980; 1982; 1984; 1985), Kinzelbach ve ark., (1985);
Crucitti (1993; 1998; 1999; 2000; 2001); Crucitti ve Malori (1998a; 1998b) ve
Crucitti ve Cicuzza, (2000, 2001) ile Crucitti ve Vignoli'nin (2002) ¢alismalari
bulunmaktadir. Vachon ve Kinzelbach (1987), Turkiye ve Ortadogu
akreplerinin zoocografik degerlendirmesine onemli katkilar saglamislardir.
Anadolu, eski Sovyet Sosyalist Cumhuriyetler Birligi Ulkeleri ve Avrupa’daki
Euscorpius cinsine ait tlr ve alttrler tUzerinde Fet (1985; 1987; 1988; 1990;
1993; 1997a; 1997b; 1998) tarafindan calismalar yurGtiimastir. Francke
(1981) ve Francke ve Soleglad (1981) tarafindan /urus soyu ve luridae

ailesine bagl turlerin dagiligi ve sistematigi incelenmistir.



Karatas (2001), Dogu Akdeniz Bolgesi akrep faunasini arastirarak 4
aileye ait 7 soy iginde 9 tur bildirmistir. Karatas ve Karatas (2001; 2003), Orta
Anadolu’dan, Teruel (2002), Turkiye'nin batisinda bulunan Akhisar
(Manisa)dan tek ornege dayanarak M. eupeus igin yeni kayit vermistir.
Crucitti ve Vignoli (2002), Karatas ve Colak (2005) ayrica yakin zamanda
Karatas (2007), Turkiye’de varligi bildirilen ve sistematikde Androctonus
nigrocinctus; Buthus nigrocinctus; M. gibbosus olarak tanimlanan
Mesobuthus nigrocinctus, Fet ve Braunwalder, (2000), M. gibbosus tiru ile
kargilastirmali yapilan arastirmada bu turl, M. nigrocinctus olarak teyit
etmislerdir. Crucitti ve Malori (1998a) ile Fet ve Braunwalder, (2000) Turkiye
akrep faunasinda 4 aileye ait 10 soy i¢inde 13 turtn (Buthidae: Androctonus
crassicauda, Compsobuthus matthiesseini, L. quinquestriatus, M. eupeus, M.
gibbosus, M. caucasicus; luridae: Calchas nordmanni, lurus asiaticus;
Euscorpiidae: Euscorpius carpathicus, E. italicus, E. mingrelicus, E.
tergestinus; Scorpionidae: Scorpio maurus) yer aldigini bildirmiglerdir. Crucitti
ve Vignoli (2002), Sanlurfa’dan Buthacus yotvatensis, Adiyaman’dan M.
nigrocinctus ve Mardin’den Hottentotta saulcyi turlerini eklemis (Kartalla,
2006) ve boylece tir sayisi 16’ya ulasmistir. Ayrica Werner (1902),
Hottentotta judaicus (Buthotus judaicus) Alasehir'den iki akrebe dayanilarak
kayit verilmig ve bu kayit Birula (1917) tarafindan takip edilmigtir (Werner,
1902; Birula, 1917 atfen, Yagmur, 2005). Ancak Turkiye’den H. judaicus tiru
bulunamamis ve bu kayit daha sonraki calismalarda (Vachon, 1947a; 1947b;
1951; Tolunay, 1959) teyit edilmemistir (Levy ve Amitai, 1980; Yagmur,
2005).

Akrepler, hastalik naklinde rol almamalarina karsin beslenme ve
savunma amagli sahip olduklari zehir (venom) bakimindan medikal énemleri
olan artropodlardir. Bugune kadar tanimlanan akrep aileleri igerisinde
yaklasik 50 turin venomu insanlar igin tehlikeli olup medikal dnemleri vardir
(David, 2005). Bu tlrlerin buyUk bir gogunlugu Buthidae ailesinden, Buthus,

Parabuthus, Mesobuthus, Tityus, Leiuris, Androctonus, Centruroides



soylarina aittir. Bu tlrlerden Tityus serrulatus, Centruroides suffusus Glney
Amerika’da, Androctonus crassicauda, Buthus occitanus Orta Dodu ve Kuzey
Afrika’da, Parabuthus granulatus Guney Afrika’da, Mesobuthus tamulus ve
Palamneus swammerdami turleri Hindistan’da yaygin ve oldurtcu akrepler
olarak bilinirler (Balozet, 1971; Isbister ve ark., 2003; David, 2005).

Dinyanin en toksik bes akrebinden biri olan A. crassicauda, Orta Asya
ve Tirkiye'de tibbi yénden en énemli tirdir (Radmanesh, 1990; ismail ve
ark., 1994; Crucitti, 1998; Demirsoy ve ark., 2001; Ozkan ve ark., 2006b). A.
crassicauda, Turkiye’ de daha ¢ok Gluney Dogu Anadolu bdlgesi olmak Uzere
bazi Dogu Anadolu bdlgesi illerinde bulunur (Demirsoy ve ark., 2001; Crucitti,
2003; Ozkan ve Karaer, 2003).

Ozkan ve ark., (2006b) tarafindan Turkiye'de ilk defa Sanlurfa
yoresinde akrep sokmalarinin epidemisi ve Kklinik bulgulari halk saghgi
bakimindan degerlendirilmistir. Yine ayni g¢alisma ile bodlgede akrep
sokmalarinda etkili turt belirlemek amaciyla toplanan akreplerin tamaminin
A. crassicauda oldugu; yapilan anket formundaki bilgilere gére skorpionizm
olgularinin % 50,8'de bu turun rol oynadigi; en fazla akrep sokma olgusunun

ise Agustos ayinda oldugu tespit edilmistir.

Androctonus crassicauda turunden elde edilen venom, antivenom
Uretiminde antijen olarak kullaniimaktadir (Tulga 1960; 1964). Uretim
yonunden monovalent karakterde uretilen A. crassicauda antivenomun farkli
akrep turlerinin venomlarina kargi etkili olmasi nedeniyle de polyvalent 6zellik
goOsteren (Tulga 1960; 1964; Ozkan ve ark., 2007a) ve Turkiye’de gorulen
tim akrep sokmasi vakalarinda, Refik Saydam Hifzissihha Merkezi
Bagkanligi (RSHMB) tarafindan Uretilen Ulusal antivenom kullaniimaktadir
(Tulga 1960; 1964; Ozkan ve ark., 2006a).



Cevresel kosullar altinda morfolojik ve biyolojik karakter kazanmis olan
akreplerde, tur ve alt tur ayrimlar ile ilgili sorunlarla karsilasilabilmektedir
(Karatag, 2001). Gerek belli bir bolgedeki akrep tur perspektifinin boyutlari ile
ortaya konmasinda gerekse de tur veya alt turlerin kesin olarak saptanmasi
konusunda son zamanlarda yararlaniimaya baglanilan DNA temelli molekuler
analizler, filogenetik tekniklerle oldukga destekli verilere ulasiimasi ile Dogu,
Akdeniz ve Orta Dogu akrep faunasindaki akreplerin identifikasyon
calismalari ile ilgili birgok sorunun anlamli yanitlara kavugsmasini saglamistir
(Gantenbein ve ark., 1999; Fet ve Braunwalder, 2000).

1.1. Evrimleri

Kayalar Uzerinde sekillenmis ilk akrep fosili 420 milyon yil dncesi Silurian
dénemine aittir (Demirsoy ve ark., 2001). Bu ddénem dinozorlarin
gérundiginden yaklasik 200 milyon yil 6ncedir (Aytag, 1992). Fosillerdeki
akreplerin, simdi nesli tikenmis olan dev su akrebine (Eurypterid) ¢cok benzer
yonleri bulunmaktadir (Dunlop ve Webster, 1999).

Sekil 1.1. Eurypterid fosili (Fossil museum, 2008).

Akrep fosillerinde elde edilen verilere gore, akreplerin Silurian
doneminden Oligocen dodnemine kadar olan zamanda yayildiklar

bildiriimektedir. Bu dénemlerde yasamis yengeg¢ goérinimunde ve boylari



yaklagik iki metre kadar bir deniz hayvan olan “Merostomata”dan koken
aldiklari ileri surulmektedir. Bunlar Mezozoik ¢agdan beri hi¢ degismeden
kalan “Kral Yenge¢” Limulus ile ayni orijinden geldikleri ve Silurian donemde
bir takim degisikliklerle karaya ciktiklari bildiriimektedir. Bildirilen en eski ve
ilk kara akrep turi Palaephonus nuncious, Thorell ve Linstom tarafindan
Gronland adasinda bulunmustur (Ozkan, 1992; Farley, 1999; Demirsoy ve
ark., 2001; Yagmur, 2005).

Karbonifer ~ donemi  akreplerinin  tarslari  Uzerinde  penceleri
bulunmaktadir. Bu 6zelliklerinden dolay1r Euscorpionina sub-ordo’su iginde
yer almaktadir. Bu sub-ordo icinde yer alan ve en eski tir olarak bilinen bir
metre boyundaki Brontoscorpio willsi Stomer (1963) tarafindan iskogya’ da
bulunmustur. Bu akrep tura, boyu ve diger morfolojik 6zellikleri bakimindan
Karbonifer doneminde yasayan akreplere benzemektedir. Boylarinin uzun
olmasi su destegine gereksinimleri olmasi ile agiklanmaktadir. Mezozoik
donemde vyasayan Mesophonidae ailesine ait akreplerin kalintilari
bulunmustur. IV. zamanda ortaya ¢iktigi bildirilen Buthidae ailesi i¢inde yer
alan Tityus eogunus’ un lll. zamana ait akrep fosilleri icinde bulundugu ve

yasayan turlere benzedigi bildiriimektedir (Yagmur, 2005).

Aslinda bunlarin karada veya denizde yasayip yasamadiklari hakkinda
blayuk tartismalar vardir. Yaklasik 300 milyon yil énce Karbonifer dénemin
sonunda gorulen akrep, modern akrep neslidir (Sekil 1. 2). Bu nesilde
gunumuze kadar az degisiklik olmustur. Birbirlerine benzerlik gosteren
yaklasik 1500 kadar turin gunumuze kadar nesillerini devam ettirdikleri
bilinmektedir (Mullen ve Stockwell, 2002).



Sekil 1.2. Modern akrep (Palaeoananteris ribnitiodamgartensis) nesline ait fosil (Lourenco,
2001b).

1.2  Akreplerin Genel Ozellikleri

1.2.1. Morfoloji

Akrepler, buyuk, gugcll, Gzerleri kalin bir kitin tabakasi ile kapli ve morfolojik
yapilari nedeniyle ¢ok kolay taninan artropodlardir. Uzunluklari 15 mm ile
210 mm arasinda (Sekil 1. 3) degisir (Mullen ve Stockwell, 2002; Ozkan ve
Karaer, 2004). Dorso-ventral basik ve uzun bir yapilari vardir. Cogunlukla
yasadiklar ortamin rengindedirler (Wolfang, 1971; Yaman, 1996; Ozcel ve
Daldal, 1997).



Sekil 1.3. Heterometrus swammerdami ve Microtityus rickyi (Dawson, 2001).

1.21.1 Akreplerin Dis Yapisi

Akrepler, dorso-ventral basik olup vucutlari, cephalothorax ve abdomen
olmak Uzere iki kisimdan meydana gelmistir (Oytun, 1969; Merdivenci, 1981;
Demirsoy, 1998).

1.21.11. Cephalothorax (Prosoma)

Vicut boélumlerinden cephalothorax, prosoma olarak da bilinmektedir.
Cephalothorax, segmentsiz olup bas ve gévdenin kaynasmasindan meydana
gelmigtir. Cephalothorax’in Ust kismi karapaks denilen yekpare sert bir kabuk
ile 6rtuludUr. Karapaks zirh veya bas kalkani olarak da bilinmektedir (Balozet,
1971; Aytag, 1992; Ozkan, 1992; Demirsoy ve ark., 2001). Cephalothorax’ta



10

bir ¢ift pedipalp, bir ¢ift chelicera ve doért ¢ift bacak bulunur (Demirsoy ve ark.,
2001; Ozkan ve Karaer, 2004).

1.21.1.1.1. Pedipalp

ik Gift ayak gibi gériinen ve cephalothorax’in éniinden iki yana dodru uzanan
bir ¢ift pedipalpleri vardir. Batin ektsremitelerin en buyugu ve en kalinidir.
Av hayvanlarini yaralamak, yakalamak ve ezmek igin bu organelleri
kullanirlar (Aytag, 1992; Yaman, 1996). Pedipalplerin Uzerinde havadaki
titresimleri algilayan “trichobothrium” olarak adlandirilan kag¢uk duyusal tayler
bulunmaktadir (Sekil 1. 4). Trichobotrium’un alt kismi fincan gibi ve ince uzun

tek bir tiiy bulunmaktadir (Demirsoy ve ark., 2001; Ozkan ve Karaer, 2004).

Pedipalpler, coxa, trochanter, femur, patella, tibia ve tarsus kisimlarinin

birlesmesinden meydana gelir (Oytun, 1969; Merdivenci, 1981; Ozkan ve
Karaer, 2004).

Sekil 1.4. Pedipalplerin ventral yiizeyinde bulunan trichobothrium ve dagilimi (Ozkan ve ark.,
2007b).
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Coxa, cephalothrax’a eklenmis pedipalpin ilk proksimal segmentidir.
Trochanter, coxa ile femur arasinda ikinci segment olup kisadir. Femur,
trochanter ile patella arasinda uzun ve silindirik Gguncu segmenttir. Tibia
kisminda dikenlere benzer olugsumlar bulunur. Insanlarda ellere karsilik gelen
pedipalplerin kiskagl dérdinclu ve besinci segmentine chela denilmektedir
(Aytag, 1992; Ozkan; 1992; Ozkan ve Karaer, 2004).

Chela’yr olusturan bu kiskaglarin dst bolumi sabit, alt kismi ise
hareketlidir. Hareketli veya eklemli parmagi olan dérdinci segment tarsus
olup blyuk ve c¢ok net bir sekilde goriltr. Kiskaglarin sekli turlere gore

degisiklik gosterir (Yaman, 1996).

Buthidae ailesindeki akreplerde tarsuslar tipik sirali diglerle doludur.
Akreplere 6zgu olarak tarsus da abduksiyon kas bulunmaz. Tarsusun
acllmasi, cephalothoraxin dorso-ventral yonde kontraksiyonu ve buna bagl
olarak hidrostatik basincin artmasiyla gergeklesir. Tibia, besginci ve son
segment olup sabit, hareketsiz kalin kisimdir. Erkek akreplerin pedipalpleri
daha ince yapili olmasiyla disilerden ayrilirlar (Karatas ve Karatas, 2001;
Ozkan ve Karaer, 2004).

1.2.1.1.1.2. Chelicera

Pedipalpler'in hemen ventralinde ve pedipalplere oranla ¢ok daha kiuguk olan
cephalothoraxin ilk gift ekstremitesidir (Sekil 1. 5). Chelicera, coxa, tibia ve
tarsus olmak Uzere U¢ segmentten olusmustur. Ekseriya penge tirnakli
ceneler halindedirler. Ailelere bagh olarak farkliik gostermektedir (Demirsoy
ve ark., 2001; Ozkan ve Karaer, 2004). Son iki segment (tarsus ve tibia)
hareketli parmak (tarsus) ve sabit parmak (tibia) tarzinda kiskagh bir makas
olusturacak sekilde birbirlerine eklemlidir. Bunlardan birinin ¢evresi sariimig

gibi olup karapaks siniri ile értiilidir. ikinci segment biraz daha uzun olup (st
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kismi disa dogru konvekstir. i¢c yiiziinde ise ince dikenimsi killarla (setea)
kapli yakalama islemine yarayan dise benzer olusumlar vardir. Uclnci
segment hareket edebilen pargcadir. Bu parga yakalama islemi igin ikinci
makas! tasiyan segment (coxa) olarak ifade edilir (Aytag, 1992; Ozkan;
1992).

Hareketh parca
Siiperior
Inferior subdistal dig
digler

Stiperior medyan dig

Stiperior basal
disler

Siiperior medyan dig
Sabit parga

Manus

Sekil 1.5. Chelicera (Yagmur, 2005).

Bu kisim egilip bukdlur ve avini emmeden 6nce yakalamaya yarar.
Fakat iki nokta arasindaki uzaklik nedeniyle dinlenme esnasinda sabittir
(Ozkan ve Karaer, 2004). Bu pargalardaki digler siniflandirmada rol oynar
(Karatas ve Karatasg, 2001). Chelicera, avlari tutmaya ve bazen de birbirlerine

surtmek suretiyle ses ¢ikarmaya yarar (Yaman, 1996).

1.2.1.1.1.3. Bacak

Her gogus halkasinda bir ¢ift olmak Uzere dort ¢ift bacak vardir (Sekil 1. 6).
Genig bir coxa ile baglayan bacaklar yedi eklemlidir. Bacaklar, birbirlerine
yakin olarak cephalothorax’in alt kismindan ¢ikar. Bacak; coxa, trochanter,
femur, tibia, basitarsus ve telotarsus kisimlarindan olusur (Sekil 1. 6). Bu

segmentler ince membranla birbirlerine baglanir. Bacaklarin en ugtaki tarsal
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segmentinde tirnaklar bulunur (Aytag, 1992; Demirsoy ve ark., 2001; Ozkan
ve Karaer, 2004).

p Tibia
|
Pretarsus Femur
Telotarsus ‘ Trochanter
\ Tibial mahmuz

Unguss (unguikuli, timak) Koksa
Basitarsus \T\
‘ et

(o~ ’ Basitarsal mahmuz

Sekil 1.6. Lateralden bacagin genel gérinimu (Yagmur, 2005).

En klgUk olan birinci coxa’dir. En uzun coxa, dorduncu coxa'dir
Cephalothoraxin ventral ylzeyinde birinci ve ikinci coxa da kitinli plaklar ve
salgl bezleri vardir (Caglar, 1957; Aytag, 1992). Bu olugsumlarin sindirim
olayinda dnemli gérev yaptiklari distnulmektedir. Akrep yuridugunde tarsus
ile son iki segment agirligi ¢eker. Bacaklari, hareket ve kazma organi olarak
kullanirlar (Yaman, 1996; Demirsoy ve ark., 2001). Disi akrepler bacaklarini
yavrularin hareket etmesinde de kullanirlar (Lourengo, 2000b). Bacaklar
Uzerinde yerdeki titresimleri algilamaya yarayan ince tlyler bulunmaktadir
(Demirsoy, 1998; Ozkan ve Karaer, 2004).

1.2.1.1.1.4. Genital Operculum

Doérduncli ¢ift coxa’'ya yakin ve birinci mesosomal segmentin (Genital
segment) ventral ylzeyinde sternum ile tarak organlari arasinda akreplerin
ureme organlarini érten yarik bir kapak vardir (Aytag, 1992; Lourenco,

2000b). Genital operculum adi verilen bu kapagin altinda, disari agilan tek bir
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genital delik (disilerde) bulunur. Genital operculum farkl ve cgesitli sekildedir.
Sadece farkli tirde degil ayni tlrin erkek ve disisinde de farklilik gdsterir.
Digilerde her iki operculum orta ¢izgi boyunca birlesir. Erkeklerde genital
operculum genellikle kismen veya tamamen ayriimigtir. Erkeklerde konik
ciftlesme aygiti (papillae genitale) sternitin altindaki genital agiklikta bulunur
(Sekil 1. 7) (Ozkan ve Karaer, 2004).

B

Keliser

Sternum

Genital operkulum -«

Pektin sternal plagi

Pekiin (Tarak organ:)

Tarak dislert

Stigma

Sekil 1.7. Akrebin ventralden goriinimu (Yagmur, 2005).

1.2.1.1.1.5. Pectens (Tarak organi)

ikinci sternitin tizerinde ekstremitelerin degismesiyle meydana gelmis genital
deligin on tarafinda bir ¢ift tarak organi yer alir. Her bir tarak organi, bir sap
kismi ile bu sapin Uzerine sira ile dizilmis diglerden olugsmustur. Tarak organi

Uc parcadan ibarettir; proksimal parga en uzunu, orta parca ise en kisasidir
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(Sekil 1. 8). Tarak organinin, kemoreseptor olarak ciftlesmede rol aldigi ve
yuzey titresimlerini algilayarak mekano-reseptor olarak goérev yaptigi
saniimaktadir (Ozkan, 1992). Tarak organi, hem erkek hemde disi akrepte
bulunur. Ancak erkek tarak organi daha genis olup daha fazla sayida kiuguk
dis tasir. Bu taragimsi yapi akreplere 6zgu morfolojik bir 6zelliktir (Karatas ve
Karatas, 2001).

Orta lameller

I¢ plaklar

=
AN

Sekil 1.8. Sag (A) ve sol (B) tarak organi (Yagmur, 2005).

1.2.1.1.1.6. Sternum

TUm akreplerin sternumlari Gglinct ve dordlincl coxa arasindaki cok kiuguk
plaklardan olusur (Sekil 1.7). Bazi soylarin sternumu, eni dar kitin seritleri
halinde, bazilarinda ise bir kiguk Uggen plak ya da pentogonal sekildedir
(Yaman, 1996; Demirsoy ve ark., 2001). Sternumun sekli ailelerin
tanimlanmasinda 6nemlidir. Buthidae ailesi akreplerin sternumunun boyu
eninden fazla, i¢gen seklinde ve 6ne dogru oldukga daralmistir. Chactidae
ailesindeki akreplerin sternumun boyu ekseriya genisliginden uzun degildir.
Bothriuridae ailesindeki turlerin sternumu ¢ok belirgin olmasa bile iki ayri
parcalidir. Sternumu oldukg¢a genis ve belirgindir. Scorpionidae ailesine ait
turlerin sternumu genellikle bes koseli, yan kenarlari birbirine paralel ve boyu

eninin yarisi kadardir (Ozkan ve Karaer, 2003).
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1.2.2. Abdomen (Opistosoma)

Abdomen, preabdomen ve postabdomen olarak ikiye ayrilir. Ovaryum iginde
gelismenin ilk doneminde, sekiz segmetli olan preabdomen ilk yedi
segmentinde, sonradan kaybolan ekstremite taslaklarina sahiptir. Kuguk
taslaklar halinde beliren abdomen ekstremiteleri sonradan kaybolduklarindan
yetigkin ~ hayvanlarda  preabdomen ve  postabdomen tamamen
ekstremitesizdir (Caglar, 1957). Cephalothorax’a batln genisligi ile baglanan
preabdomen yedi genis segmentten olusmustur (Ozkan ve Karaer, 2004). Bu
segmentlerin sirt taraflarinda tergit (Sekil 1.9), karin taraflarinda sternit (Sekil

1.10) adi verilen kitin plak bulunur (Demirsoy ve ark., 2001).

Lateral Gozler
Frontal Karina

Median Géz . d} {G
1 f ! ‘x LR ¥ : Medo-lateral krina
| I H H
Mid-median karina
Postero-median karina
Postero-lateral karina
I. Tergit
Tergit median karnasi
Tergit lateral karinas:
VII Tergit

Sekil 1.9. Akrebin dorsalden gérinimi 1: Prosoma, 2: Mesosoma (Yagmur, 2005).
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1.2.2.1. Preabdomen

Preabdomenin birinci segmenti dar sternitlidir. Bu sternitin ortasinda, serbest
kenari yuvarlak ve ortasi yarik olan genital kapak (genital operculum)
bulunur. ikinci sternit (zerinde de bir ¢ift tarak organi bulunur. Sternitlerde
kitap trakelerine ait birer cift solunum delikleri (stigma) vardir (Sekil 1.7),
(Caglar, 1957; Demirsoy ve ark., 2001).

1.2.2.2. Postabdomen

Postabdomenin ilk bes segmentinin her biri yekpare bir kitin zirhla ortaludur.
Postabdomen halkalari, preabdomen halkalarina oranla daha incedir. Kuyruk
halkalari (postabdomen) zehir kesesi hari¢ ayni kalinhktadir (Demirsoy ve
ark., 2001; Karatas ve Karatas, 2001; Mullen ve Stockwell, 2002).
Postabdomen, dinlenme sirasinda yana dogru kivrik durur. YUrime sirasinda
arkaya uzanir. Sokma aninda ise, kuyruk tamamen yay biciminde ve Ustten
olmak lizere cephalothoraxa dogru kivriktir (Yaman, 1996; Ozkan ve Karaer,
2004). Postabdomenin en son halkasinda armuda benzeyen zehir kesesi
(telson) ve zehir kesesinin ucunda kivrik duran birde zehir ignesi vardir
(Yesilyurt, 2005; Kartalla, 2006; Ozkan ve ark., 2006c). Kesenin iginde iki
tane zehir bezi bulunur. Zehir bezleri birbirinden bagimsiz olarak ve birer
kanalla igneye acilirlar. Zehir kesesi asagi yone hari¢ tum yonlere dogru
hareket edebilir. Zehir kesesinin ucundaki ignenin c¢ikis yeri (terminal,
subterminal gibi) turlere gére dedisebilmektedir (Oytun, 1969; Merdivenci,
1981; Yaman, 1996) (Sekil 1.10).
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Ventro-median karina

Dorsal oluk

Lateral mframedian
karina

I ane
Dorso-lateral karina

Latero-ventral karina

Ventral karina

Alkstyal karina

Telson (vesikiil)

Anal agiklik

Sekil 1.10. Postabdomenin lateralden genel gérinimu (Yagmur, 2005).

1.2.3. Akreplerin i¢ Yapisi

1.2.3.1. Sindirim Sistemi

Akreplerin, pedipalpler ile birinci ve ikinci yurime bacaklarinin dip pargalari
arasinda, atriyumun iginde ve bir Ust dudagin altinda ¢ok kuguk agzi vardir.
Emici yutaktan sonra igerisine tukuruk bezleri agilmis kisa yemek borusu
gelir. Median hatta dar ve uzun bir orta bagirsak bulunur (Sekil1.13A). Orta
bagdirsak boyunca uzanan buUyudk bir bezden ayrilan bes cift kanal orta
bagirsaga acilir. Son bagirsak kisadir (Caglar, 1957; Ozkan, 1992). Akrepler
bdcek, 6rumcek ve bazende kuguk rodentlerle beslenirler. Pedipalpleriyle

avlarini canli halde yaralayarak yakalar ve ezer (Ozcel ve Daldal, 1997).
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Birinci ve ikinci yurume bacaklarinin cephalothorax’a baglandigi yerde
cigneyici eklentiler arasinda ezilir, sonra da yutak vasitasiyla emilir. Sindirim
sistemi, V. metasomal segmentin dntinde anal acgiklik ile sonlanir (Sekil 1.10)
(Aytag, 1992).

1.2.3.2. Bosaltim Sistemi

Bosaltim organlari malpighi tupleri ve coxa bezleridir. Malpighi tuplerinin
sayisi bir veya iki cift olabilir. Bunlar preabdomenin son segmenti i¢inde
bulunur ve orta barsagin son kismina acilir (GCaglar, 1957). Coxa bezleri bir
cift olup cephalothoraxta diyaframin hemen 6nunde yer alir. Bu bezlerde bir
baglangi¢c kesesi ile bir toplama kanali ve bir de bu kanalin son kismini
olusturan bogaltim kanal ayirt edilir. Bogaltim kanallari Gglncu yurime
bacaklarinin diplerinden digari agilir (Caglar, 1957; Aytag, 1992; Ozkan ve
Karaer, 2007).

1.2.3.3. Dolagim Sistemi

Akrepler, Arachnidae ailesi i¢cinde dolasim sistemleri en iyi gelismis olan
artropodlardir. Dolasim sistemi; kalp, kan damarlari, sinuslerden meydana
gelmigtir. Kalp, sirt tarafta batin preabdomen boyunca yedinci segmentten
on ucglnclu segmente kadar uzanan sekiz ¢ift ostiyumlu bir boru seklindedir
(Caglar, 1957; Aytag, 1992). On ve arka uglarindan ayrilan birer buyik
aorttan bagka yanlarindan da yedi cift arter ¢cikar. On aortta birgok kanallara
bolunur (Sekil 1.11-13). Bu kanallardan ikisi yemek borusunun yanlarindan
asagl inerek, karin sinir sisteminin yanlarindan, arkaya uzanir (Wirkner ve
Prendini, 2007). Akrebin kani renksizdir. Lenfatik sivi yogun granullt yuvarlak
kan hucreleri ile grantlsiz ve merkezi olmayan nukleuslu I6kositleri igerir.
Kontraksiyonda kan kalp tarafindan alti 6n damardan aorta cephalica igine
itilir. Arterlerin hepsi vena lakunlerinde sonlanir. Lakunlerin igcindeki kan, karin

tarafta bir sinusta toplandiktan sonra solunum organlarina gider. Burada
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temizlenir ve perikard bosluguna geri doner (Caglar, 1957; Aytac, 1992;
Wirkner ve Prendini, 2007) (Sekil 1.12).

1 mm
—

Sekil 1.11. On aort sistemi (Buthidae), (Wirkner ve Prendini, 2007).

A: Lychas mucronatus; yumusak doku ve karapaks. On aort sistemininde kalpden Ug gift
kardiak arterin (ca) ¢ikisi B: L. mucronatus 6n aort sisteminin goértinist; yiriime bacaklarina
ait baglar (sag ve sol) C: Androctonus amoreuxi 6n aort sisteminin SEM ile gorintisu. D: L.
mucronatus 6n aort sisteminin SEM ile gorintlsi. E: Parabuthus leiosoma yirime
bacagindaki bacak arterin gortintisi. F: Prosoma kisminda inen aortun MicroCT sanal kesit
gorinimi. Dokuz adet transgangliyonik arterler (asterisks) ao, aort; ap, ayak bagi; bt,
basitarus; ca, kardiak arter; ch, cheliceral arter; che, chelicera; co, coxa; fm, femur; h, kalp; I-
IV, ayak arterleri | - IV; oa, optik arter; p, ayak arteri; pp, pedipalpal arteri; pt, praetarsus; sc,
supraserebral arter; ta, tarsus; ti, tibia; vv, ventral vessel.
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Sekil 1.12. Akreplerin Hemolenf Vaskular Sisteminin t¢ boyutlu gériintilenmesi (Wirkner ve
Prendini, 2007).

A: Akreplerde HVS (Hemolenf Vaskular Sistem) sematik diyagrami. B-D: Buthacus
arenicola turinin prosoma kisminda bulunan organ sistemlerinin MicroCT taramasi ile
gOsterilmesi. B: Lateralden gorinim C: Ventralden gorinim D: Oblik goérinim ao, aort; br,
beyin; ca, kardiak arter; ch, cheliceral arter; he, Kalp; I-IV, Ayak arterleri I-IV; mg, Orta
Bagirsak; oa, optikal arter; oe, 6zofagus; os, kapak; pa, posterior aort; pp, pedipalpal arter;
sgl, subdzofagal ganglion; st, mide; tgl, transgangliyonik arter; vv, ventral kese.
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1.2.3.4. Sinir Sistemi

Sinir sistemleri; iki loblu bir beyin ile buyuk bir gogus gangliyonu kitlesi ve 7 —
8 abdomen gangliyonundan olusmustur. Abdomen gangliyonlarindan son
dordl post abdomende bulunur (Caglar, 1957; Wirkner ve Prendini, 2007).
Yemek borusunun basglangic kisminda da kuguk bir gangliyon vardir.
Sinirlerle beyine bagl olan bu gangliyondan sindirim borusuna giden ve
visceral sinir sistemini olugturan sinirler ayrilir. Ayrica, vicudun 6n kismindaki
pharingeal gangliyondan c¢ikan, lateral ve ana goézler ile mandibulalara
baglanan sinirler bulunur (Sekil 1.12), (Caglar, 1957; Ozkan ve Karaer, 2004;
Wirkner ve Prendini, 2007).

1.2.3.5. Solunum Sistemi

Solunum organlari preabdomen’in Uguncu, doérdincu, besinci ve altinci
sternitlerinde, eliptikal veya sirkller acgilimh dort pargadan ibaret kitap
trakeleridir. Kitap trakeler, vicudun orta kisminin ventral yuzunde bulunurlar.
Kitap trakelerinin ince kutikul tabakasindan olusan yuzu ve iki akciger
boslugunun i¢ yuzleri farkli kalinhktadir. Kitap trakeler, akreplerin degisik
gruplarinda farkh amaglar ve 6zellikler gosterirler. Bu nedenle sistematikte
Onemleri buyulktir. Ayrica kitap trakelere ait de birer ¢ift solunum deligi
(stigma) vardir. Bu olugsumlar yelpaze geklinde olup ana solunum organina
baghdirlar (Sekil 1.13). Yedinci halkada stigma yoktur. Stigmalarin her biri
ayri olarak viicut bosluguna acilir (Caglar, 1957; Aytag, 1992; Ozkan, 1992;
Demirsoy ve ark., 2001).
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1 mm

Sekil. 1.13. Kalp ve eslik eden yapilar (Buthidae).

A: Centruroides exilicaudanin mesosoma boyunca kesit gérinimu. Kalbin 1. mesosomal
segmentden sonuncu segmente uzanisi. Her bir segmente bir ¢ift kapak (os) bulunur. B:
Buthacus arenicola’nin mesosomal segment kesiti. Bir ¢ift hipokardiak ligament kalbin
ventralindedir (li). C: C. exilicauda kalbi SEM ile goruntlsu. Sekiz ¢ift kardiak arter kolu
kalbin ventralinden g¢ikar. Kalp kasi spiral Sekildedir. Ok yéniinde anteriora dogrudur D: B.
arenicola ait kalp siniri kalbin Ust kismindan uzanir. E: Mesosomal segment. Pulmono-
perikardiyal sinus ilismis kabuk olusumu. Yeni gomlek olusumu (ic). F: C. exilicauda’nin
pericardium ve iligkili yapilarin dékimu. Pericardium (pc) yanlarindan ayrilan hipocardial
ligamentler (oklar) Kitap akcigerlerin lamelleri (Ib). ao, aorta; ca, kardiak arter; dl, dorsal
longitudinal kas; ggl, ganglion; h, kalp; li, ligament; mg, orta badirsak; mgg, orta bagirsak
bezi; my, miyocardium; os, ostium; pa, posterior aorta; ps, pulmono-pericadial sinus; sgl,
subdzofagal ganglion (Wirkner ve Prendini, 2007).
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1.2.3.6. Salgi Sistemi

Akreplerin salgi sistemleri coxal, lenfatik ve lenfoid bezlerden olusur. Coxal
bezler, bacaklarin uguncu pargasinin vicuda baglandigi yerde bulunur
(Caglar, 1957; Aytacg, 1992; Ozkan, 1992). Lenfatik bezler; tam halka, yarim
halka ve kig¢uk oval olmak Uzere U¢ sekilde gortlir. Lenfoid bezler bir gifttir.
iki kisa keseden ibaret olup én uglari ile diyaframa baglanmisdir. Viicut
boslugu icinde serbest olarak sallanir. Lenfatik ve lenfoid bezlerin salgilari,
akrebin vicudundaki yabanci maddeleri absorbe etme ve bakterileri de
zararsiz hale getirme 6zelligindedir (Caglar, 1957; Aytac, 1992; Ozkan, 1992;
Demirsoy ve ark., 2001; Ozkan ve Karaer, 2004; Wirkner ve Prendini, 2007)
(Sekil 1.13A).

1.2.3.7. Gérme Organlari

Akrepler, karapaksta bir ¢ift basit median g6z ve her biri lateralde bulunan iki
ile bes cift arasi bir grup kiguk goéz tasir (Yaman, 1996). Median goézler;
genellikle ayni yonde alttaki okller timsek Uzerinde karapaksin anterior
sinirindan sonra, birlikte yerlesim gosterir. Median gozler, iki tabakadan
olusmustur (Yaman, 1996; Ozkan ve Karaer, 2004). Lateral gozler;
karapaksin on kisminda koselerde bulunur. Bazi akreplerde bu gozler
korelmigtir. Bazi magara ve mesken akrep tirleri (Sotanochactas elliotti)
g6zsiiz de olabilir. G6z sayisi ve dagilimi tir ayriminda énemlidir (Ozkan ve
Karaer, 2004).

1.2.3.8. Genital Organlari

Akrepler, ayri eseylidir. Genital organlar abdomenin birinci mesosomal
segmenti Uzerinde bulunur. Erkeklerde bir gift testis vardir. Testislerin sekilleri

degisik olabilir. Her iki testis bir capraz bag ile birlesir. Testislere ait sperm
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kanallari birlestiinden bir tek genital delik bulunur. Spermalari iplik
seklindedir (Caglar, 1957; Ozkan ve Karaer, 2004). Disilerin Greme organlari
ag seklinde ve pargalanmamistir. Akrepler vivipardir. Gelisme ovaryumun
icinde gecer (Caglar, 1957; Aytag, 1992; Ozkan, 1992; Demirsoy ve ark.,
2001; Ozkan ve Karaer, 2004).

1.2.3.9. Duyu Sistemleri

Duyu organi olarak dokunum tlyleri, bacaklardaki ince tuyler, abdomenin
ikinci sternitindeki taraklar ve cephalothorax’daki median ve lateral gozlerdir.
Akrepler yururken etrafi kollamak tzere pedipalplerini biraz yukarida tutarlar.
Pedipalplerin Gzerinde bulunan kiguk duyusal tlyler (trichobothrium) ile
havadaki titresimleri algilar (Aytag, 1992; Ozkan, 1992; Ozkan ve Karaer,
2004).

1.4. Yasam Bigimleri

1.4.1. Dogal Ortamlarn

Akrepler, 1lik ve nemli yerlerde yasar. Ekvatora dogru inildikce hem cgesitleri,
hem de vicut buayuklikleri artmaktadir. Akrepler yasadiklari dogal
ortamlarina gére, iki gruba ayrilmistir (Yaman, 1996; Ozcel ve Daldal, 1997;

Demirsoy ve ark., 2001).

a. Agac vyariklarinda, aga¢ kabuklarinin ve taslarin altinda
yasayan akrepler, genellikle ik ve nemli ortamlari segtikleri igin daha g¢ok
muz, palmiye, seker kamisi gibi bitkilerin diplerinde bulunur. Agac¢ kazan tur

olarak bilinen Liocheles australiensis Avusturalya ‘da Araucoria huntsteinii
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cam agacinin 40 m Ustiinde kaydedilmistir (Yaman, 1996; Ozkan ve Yaman,
2004; Ozkan ve Karaer, 2007).

b. Toprakta, oyuk veya yariklarda yagsayan yer akrepleri, cok kurak
bdlgelerde yerin derinliklerine iner. Derinlere inmekteki amagclari, nemli ortam
aramaktir. Alacran tartarus tirine yerin 812 m derinliginde rastlanmistir
(Ozkan ve Yaman, 2004).

Akrepler bulunduklari gevreye uygun sekilde gelisim gosterir. Genis
tarsal tirnaklar ile birgok sert uzun kil (macro setae) tasiyan psammofilik (kum
seven) akrepler yumusak kumlu ortamlarda yasar. Uroplectes,
Opistophtalmus ve Parabuthus soylarina ait turler bu kategoridedir. Fossorial
(kazmaya yatkin) akrepler, yenge¢ benzeri genis chela bulunur. Bu turler
kisa-sert ve kuvvetli bacaklara sahiptir. Cheloctonus, Karasbergia ve
Lisposoma soyuna ait tlrler kazmaya yatkindir. Lithofilik akrepler, kaya

yariklarda yasar (Fet ve ark., 1998).

Arboreal akrepler, agac¢ oyuklarinda ve aga¢ kabuklari altinda
yasamaya uyum saglamiglardir (Yaman, 1996; Ozkan ve Yaman, 2004;
Ozkan ve Karaer, 2007).

Bazi akrep turleri de olagan Ustu adaptasyon yetenegine sahiptir.
Sorroca Yarimadasi’'nda (Kaliforniya) bulunan Vaejovis janssi, butun dogal
ortamlarda yasamaktadir. Bu tir, balta girmemis ormanlarda, agaglarda,
bitkili ve bitkisiz toprakta, kumda, taslarin arasinda ve deniz kiyisinda
gérilmistiir. Scorpio maurus tiirl, israil’de deniz seviyesinin 3 m altinda ve
Atlas Dag@’inda tespit edilmistir (Ozkan ve Yaman, 2004; Ozkan ve Karaer,
2007).
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Vejovidae ve Chactidae ailesine ait bazi tirler, donmaya karsi
dayaniklidir.  Bu 0Ozelliklerinden dolayr 2000m kadar yukseklerde
bulunabilirler.  Orobothriuris  crassimanus  turd  5500m  yukseklikte
kaydedilmistir (Ozkan ve Yaman, 2004).

1.4.2. Beslenmeleri

Akrepler, en zor ortamlarda hayatta kalma konusunda uzmandir (Hadley,
1974; Ozkan ve Karaer, 2007). Aylarca hatta iki yil kadar uzun bir siire acliga
dayanabildikleri bildirilmektedir. Sogukkanli hayvanlar arasinda metabolik
hizlari en dusik hayvanlardir. Bu nedenle az yiyecekle uzun sire ag¢
kalabilmektedir. Besinlerden aldiklari sivi sebebiyle uzun sure susuz da
kalabilirler (Blrchell, 1971; Ozkan ve Karaer, 2007). Akrepler fazla sicakliga
duyarl, neme bagimh olduklarindan her zaman ilik ve islak bolgeleri tercih
eder. Bu nedenle kiskaclarini kullanarak ¢ukur kazar ve gerekli nemli ortami
saglar. Ayrica kazdiklari bu gukurlari tuzak olarak da kullanir. Zamanlarinin
cogunu yemege ihtiyac duymadan bu c¢ukurlarda saklanarak gegcirir (Yaman,
1996; Demirsoy ve ark., 2001; Ozkan ve Yaman, 2004; Ozkan ve Karaer,
2007).

Gun icinde ¢ogunlukla los ve karanlik yerlerde gizlenen akreplerin 6zel
kamuflajlari yoktur. Cogunlukla geceleri aktif olmalarina karsi yagmur
ormanlarinda yasayan bazi turler, ormanin karanlik olan kisimlarinda
gunduzleri de aktif olabilir (Hubert ve ark., 1996).

Dokunma duyulari ¢ok iyi gelismis olan akrepler, fiziksel etkenlere kargi
da son derece direnclidir. Yirtici ve yagmaci tabiath olmakla birlikte,
avlanmada uzmanlagsmamis ve yemek konusunda titiz olmayan hayvanlardir.
Hava ve yerden gelen titresimlerle algiladiklari avlarini, pesine dismek
yerine, sabirli bir sekilde pusuda bekleyerek avlanir. Baglica besinleri, bocek,

orimecek ve kirkayakdir. Ote yandan, buylk akrepler, kigclk yilanlari,
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kertenkele ve fareleri dahi yiyebilir. Yamyamlik akreplerde siklikla
gorulmektedir. Avlarini kiskaclariyla yakalayarak sikan ve kemer seklindeki
kuyrugunu avina uzatarak sokan akrep, venomu ile bocekleri hemen oldarur
(Polis ve Farley, 1979; Casper, 1985; Yaman, 1996; Demirsoy ve ark., 2001;
Ozkan ve Yaman, 2004; Ozkan ve Karaer, 2007). Akrepler, ne kadar venom
enjekte edeceklerini avlarina goére belirleyebilir (David, 2005). Buyuk
kiskaglara sahip akrepler, kuguk avlarini gugli kiskaglarini kullanarak
oldururken, ince ve zayif kiskacgli akrepler avlarini yakalar, ¢ok etkili
venomlarini kullanarak avi sokar ve felg ederek oldurdr. Birinci bacaklarin
altindaki boslukta bulunan cheliserini avina tamamen yerlegtirir. TUkuruk ve
sindirim enzimleri salgilayarak dokulari sivilastirincaya kadar bekler ve
olusan siviyl emer (Casper, 1985; Aytac, 1992; Ozkan, 1992).

insanlari ve buyiik hayvanlari beslenmek amaciyla degil, ancak rastgele
dokunulduklart veya basildiklarinda, kendilerini tehlikede hissettikleri
zamanlarda sokar. Daha hareketli olduklari geceleri ve sicakta, sokmaya
daha gok isteklidir (Ozkan ve Karaer, 2007).

1.4.3. Uremeleri

1.4.3.1. Ciftlesmeleri

Akreplerin Uremeleri ile ilgili iki gorus bulunmaktadir: Ciftlesmek amaciyla
erkek ve disiler bir araya gelmez. Ancak ilkbaharda ¢ok kisa bir ddonemde
erkekler, disileri arayarak dollemeye caligir. Erkekte spermler bir kese
icerisinde olusur; genellikle sperm kesesi esey deliginden disari ¢ikmig
vaziyettedir (Sekil 1.14) (Wolfang, 1971; Bullington, 1996; Lourengo, 2000b).
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Sekil 1.14. Erkek akrepte (a); spermatopoherenin ¢ikisi (b) spermatopohere (Lourengo,
2000b).

Bu kese igerisindeki spermleri kiskaglari ile alir ve bir disiyi gérdugu
anda onu oyalayarak veya ansizin yakalayarak, kiskaci ile tasidigr sperm
kesesini diginin esey deligine yapistirir. Bu olayi gergeklestirdikten sonra
hemen kacar. Aksi halde olimden kurtulamaz. Zira disi onu pargalar
(Barchell, 1971; Wolfang, 1971; Bullington, 1996; Yaman, 1996; Lourenco,
2000b).

Ciftlesme ile ilgili diger bir gorus de soyledir: Erkek ve disi akrepler
birbirlerini feromon sayesinde bulur. Bunun igin tarak organini kullanirlar. ilk
hareketi erkek yapar. Erkek akrep, karmasik bir kur yaparak kendini digiye
gosterir. Ciftlesme sirasinda, Greme organlari karsilasmaz. Cogunlukla erkek,
disinin kiskaglarini yakalar, kargilikli olarak siddetli bir sekilde birbirlerini
cekerler (Sekil 1. 15) (Bullington, 1996; Yaman, 1996; Lourenco, 2000b).

Sekil 1.15. Erkek ve diginin ciftlesme Oncesi pedipalpleri ile birbirlerini kavramalari
(Lourencgo, 2000b).
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Birlesme sirasinda kiskaglarini birbirine geciren erkek ve disi akrepler
donmeye baglar. Bu olay ¢ogu zaman insanlarin yaptigi dansa benzer
(Promenade a deux). Dans sirasinda erkek abdomenini bukerek kuyrugunu
olabildigince on tarafa dogru uzatir. Kuyruk ucundaki ignesini kullanarak
disinin abdomen segmentleri arasindaki yumusak membrani kasircasina
arastirir (sexuel sting) (Bullington, 1996; Lourengo, 2000b). Erkek akrep,
vicudunun alt tarafinda bulunan tarak organini giftlesmenin basindan
sonuna kadar titretir ve donme hareketlerinin sayesinde 15 — 40 cm?lik bir

alan temizlenmis olur. Dans sirasinda erkek, icerdigi yapiskan sayesinde

kese tarzindaki sperm paketini yere birakir (Sekil 1. 16) (Bullington, 1996;
Yaman, 1996; Lourengo, 2000b; Ozkan ve Karaer, 2007).

Sekil 1.16. Erkek akrep (Centruroides flavopictus) tarafindan birakilan spermatophore
(Bokma, 2005).

Bu arada erkek, digiyi yerdeki spermlerin Uzerine bazi manevralar
yaptirarak gcekmeye calisir. Bu ¢gekme mucadelesi sirasinda diginin genital
deligi yerdeki spermlere deger. Spermler yapiskan oldugu igin disinin genital
deligine yapisir ve yine mucadele surdugu icin sperm kesecigi patlar,
spermler genital delikten igeri girme sansini bulur. Sonra erkek ve disi can
acitacak sekilde ayrilirlar. Ciftlesmeleri yaklasik 45 dakika strer. Kiglk erkek
akrep hizlica kagar fakat cogu zaman bu kagis basarili olmaz. Erkek akrep,
disi tarafindan &ldirilir (Bullington, 1996; Lourenco, 2000b; Ozkan ve
Karaer, 2007).
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Ciftlesmelerin daha c¢ok geceleri ve yeni ay veya ayin olmadigi
donemlerde oldugu belirtiimektedir. Yeni dogum yapmis disi akrepler tekrar
ciftlesebildikleri gibi erkek akreplerde fazla sayida c¢iftlesme yetenegine
sahiptir, bu nedenle erkek akrep ¢ok kisa slUrede yeni sperm kesecigi

uretebilir (Polis ve Farley, 1979).

1.4.3.2. Gebelikleri ve Embriyolojik Gelisim

Digiler, spermleri bazen yumurtalari dolleninceye kadar depolayabilirler.
Ornegin; Isometrus maculatus gibi tirler tek giftlesme ile birkag dogum
yapabilir. Disi akrebin vicudunun igindeki kulugka odasinda, dollenmis
yumurtalar iginde embriyolar gelisir. Akreplerde embriyolojik gelisim iki farkli
yolla olmaktadir: Apoikogenikal gelisimde ovum ve kese bulunur ve yavru
kapali membran i¢inde dogar. Katoikogenikal gelisimde ise kese bulunmaz
ve yavru membransiz dogar. Centruroides gibi apoikogenikal gelisim
gOsteren tlurlerde bile ova keseden beslense dahi gelisen embriyo bazi
besinleri direkt olarak annenin sisteminden alir (Bullington, 1996; Lourenco
ve Cuellar, 1999; Lourengo, 2000b; Ozkan ve Karaer, 2007).

Embriyonun, ovariuterus ile direkt temasta oldugu apoikogenik
gelisimden farkh olarak katoikogenik gelismede, gelisen embriyo digsi
ovariuterusundan kaynaklanan 0Ozel bir divertikul aracihgiyla tum besinleri
alir. Bazi yerlerde apoikogenikal gelisim gosteren akreplerin ovoviviparous
olarak kabul edilmesine karsin apoikogenik embriyolarin bazi besinleri; anne
sisteminden almasi  nedeniyle, tum akrepler viviparous olarak

dUsundlmektedir (Lourengo, 2000b).

Ovaryum (yumurtalik) icinde gelismenin ilk safhasinda, sekiz segmentli
olan preabdomenin ilk yedi segmentinde, sonradan kaybolan ekstremite

taslaklari meydana gelir (Sekil 1. 17-18). Gebelikleri olduk¢a uzundur: Birkag
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ay surebildigi gibi bir yildan fazla suren gebelikler de goérulebilir (Caglar,
1957; Bullington, 1996; Lourengo, 2000b).

Sekil 1.17. Akrep embriyolari (Parabuthus sp.) (Ythier, 2003).

Sekil 1.18. Akrep (Opistophthalmus laevipes) embriyosu (Visser, 2008a).
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1.4.3.3. Dogumlari

Yavrular, annelerinin vicudunda yaklagik 7—12 ay kalarak gelisir ve genellikle
ilkbahar/yaz aylarinda dunyaya gelirler. Ancak tropikal iklimlerde tire bagli
olarak vyil icerisinde tercih ettikleri aylarda dogururlar (Bullington, 1996;

Demirsoy ve ark., 2001; Ozkan ve Karaer, 2007).

Dogum pozisyonu; disi akrepler dogum baslangicindan birka¢ saat
once kendilerini dogum yapacaklari durus sekline hazirlanirlar. Bu durus
sekli, tlrlere gore degisiklik gostermekle birlikte genellikle son iki ¢ift bacaklar
uzerinde karin ve viucudun On kismini yerden olabildigince yukseltilerek
saglanir (Hjelle, 1974). ik iki cift bacaklar havada serbest olarak bulunur.
Pedipalpler vicuttan uzak ve bukuk vaziyettedir (Sekil 1.19). Dogum

suresince yurumeleri gerekse bile bu pozisyonu korurlar (Lourengo, 2000b).

Sekil 1.19. Akrepte dogum pozisyonu (Hjelle, 1974).

Dogum; dogum slresi yavru sayisina, buyuklugune ve tlrlere gore
degiskenlik gdstermekle birlikte saatlerce hatta glnlerce surebilmektedir.
Birinci cift bacaklarin birlesme noktasinda dogum sepeti (Birth basket)
icerisinde bulunan yavrular, genital operculumun agilmasiyla birer birer digari
cikarlar (Sekil 1. 20-21). Dogan yavrular bir zarla kaphdir (Burchell, 1971;
Wolfang, 1971; Benton, 1991; Lourencgo, 2000b).
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Sekil 1.20-21. Akrepte dogum (Uroplectes sp.) (Visser, 2008b).

Dogumdan hemen sonra ya vyavrular tarafindan ya da annelerin
yardimiyla bu zardan kurtulurlar (Sekil 1.21). Dogum pozisyonunu devam
ettiren disi akrep birinci ¢ift bacaklarini kullanarak yavrularin zardan
kurtulmasina yardim eder sonra yavrular hemen annelerin sirtina ¢ikarlar
(Sekil 1. 22), (Lourengo, 2000b; Ozkan ve Karaer, 2007).

Sekil 1.22. Dogan vyavrularin dogum kesesinden kurtularak annelerin sirtina ¢ikigi
(Lourencgo, 2000b).

Dogum sepetinden yavrular bas onde, kuyruk onde, sag yan gelis veya
sol yan gelis gibi pozisyonlarda dogabilmektedir. Ancak genellikle yavrular
bas 6nde, kuyruk 6nde ya da sag yan gelis pozisyonunda dogarlar. Ture

bagli olarak 3—4 yavrudan 110 yavruya kadar degiskenlik gosterebilmektedir.



35

Yavrular bir batinda dogduklari igin cinsiyet oranlari genellikle 1:1 olur. Ancak
bazi tirlerde cinsiyet orani 3:1 ya da 4:1 (disi : erkek) oraninda da
olabilmektedir (Burchell, 1971; Wolfang, 1971; Benton, 1991; Bullington,
1996; Yaman, 1996; Lourenco ve Cuellar, 1999; Lourenco, 2000b).

1.4.3.4. Yavrularin Geligimi

Dogan yavrular, annenin bacaklari yardimiyla sirta tirmanir. Neonatal veya
birinci instar akrep yavrulari dogduklari an akrepten ziyade, ¢ok toplu beyaz
cisimcikler gibi, ince kiskagli, bacakli ve bir kuyruklu buyuk sinek kurtguklari
gibi gorundr. Bu donem igerisinde annelerinden dusen yavrular tekrar
annelerinin sirtina ¢ikmadiklarinda su kaybi sonucu &lur. Yavrularin
gelisimleri pro-juvenil ve juvenil olarak iki doneme ayriimigtir. Anne sirtinda
bulunan yavrular ilk gdmlek degisimini burada yapar ve bu donem pro-juvenil
donemdir. Bu donemdeki yavrularda yeme ve sokma 0Ozelligi bulunmaz
(Benton, 1991; Bullington, 1996; Lourengo, 2000b). Birinci gdmlek degisimini
tamamlayan yavrular juvenil olarak kabul edilir. Yenilenen kabuklar ile
pembe renkli gorllen ikinci instar donemi yavrulari, ergin akreplerin minik
versiyonlari gibidir. Ancak birka¢c gun sonra renkleri giderek grimsi
kahverengine donusur ve annelerinin sirtinda kalmaya devam eder. (Benton,
1991; Bullington, 1996; Yaman, 1996; Lourengo, 2000b; Ozkan ve Karaer,
2007). Birkag hafta igerisinde yavrular bulunduklari gevreyi kesfetmek igin
annelerinden ayrilarak kisa geziler yapar. Bu gezi sonunda dénen yavru
akrepler annelerin pedipalpleri ile ¢cevreledigi alandan tekrar annelerin sirtina
cikar (Sekil 1. 23) (Bullington, 1996; Lourengo, 2000b; Ozkan ve Karaer,
2007).

Yapilan bu geziler zamanla uzar ve en sonunda yavru akrepler,

zamanlarinin gogunu annelerinden uzakta gegirir (Savary, 1996).
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Sekil 1.23. Ayrilan yavrularin anneleri tarafindan sirta alinigi (Lourengo, 2000b).

1.4.3.5. Yavrularin Oryantasyonu

Turlere gore annelerin sirtlarina rastgele, uzunlamasina ve gapraz olarak U¢

sekilde yerlesir (Savary, 1996).

a. Rastgele yerlesim gdsteren yavrular, annelerinin sirtinda bir
veya daha fazla kat olacak sekilde yigilir (Sekil 1. 24). Bu yiJin grupsuz ve
duzensiz sekillerdedir. Buthidae ailesine ait Centruroides exilicauda (Wood),
Centruroides gracilis (Laterielle), Centruroides insulanus (Thorell), Isometrus
maculatus (DeGeer), Parabuthus hunteri (Herbst) ve Euscorpiidae ailesi
icerisinde E. carpathicus (Linnaeus), E. flavicaudus (DeGeer), E. italicus
(Herbst) ve Megacornuus gertachi (Diaz), Ischuridae ailesi Hadogenes

cinsine ait turlerin yavrulari rastgele yerlesim gosterir (Savary, 1996).

b. Capraz yerlesim gésteren yavrular iki, U¢ veya daha fazla kat
olusturacak sekilde yerlesmigtir. Yavrular, annelerinin sirtinin uzun eksenine
duzgun acilarla yerlesgir. Yavrularin yuzleri orta kisma bakar, bu kisim derin
bir bogluk seklinde gérilir. Ornegin, Diplocentridae ailesine ait Diplocentrus

whitei (Gervais) turinun yavrulari gapraz yerlesim gosterir (Savary, 1996).
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c. Uzunlamasina yerlesim gdsteren yavrular, tek sira halinde
annenin vucudunun uzun eksenine paralel olacak sekilde dizilmistir.
Yavrular annelerinin sirti ile direk temas halinde ve yuzleri 6n tarafa
bakacak sekildedir. Ornegin, Vaejovidae ailesine ait tiirlerin yavrularinda

da bu tur bir yerlesim gorultr (Savary, 1996).

Sekil 1.24. Anne sirtina yerlesen yavrularin rasgele dagihmi (Ozkan ve ark., 2007a).

1.4.3.6. Gomlek Degigimi

Anne sirtindan inen yavrular, 6—7 ay kadar annelerinin arkasinda dolagirlar.
Akreplerin cogu 1-3 yilda eseysel erginlige ulagir; ergin olarak da 1-3 yil
daha yasarlar. Bdylece 6mur uzunluklari 2—6 yil arasinda degisir.

Bu slre icerisinde 6-9 kez gomlek degistirirler (Sekil 1. 25). Olasi akrep
Olumlerinin ¢gogu bu gomlek degistirme sirasinda meydana gelmektedir
(Demirsoy ve ark., 2001; Ozkan ve Karaer, 2007).
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Sekil 1.25. Gémlek degisimini tamamlamig akrep (B) gémlek (A), (Ozkan ve Karaer, 2007)

1.5. Akreplerin Taksonomisi

Yapilan en son galismalar ile (Soleglad ve Fet 2003a; Fet ve Soleglad, 2005;
Rein, 2008) gunumuizde kabul goéren temel siniflandirmayi asagidaki sekilde

oOzetlemek mumkundur;

Alem Animale
Anag Artropoda
Sinif Arachnoidea
Takim Scorpiones
Infraorder Orthosterni Pocock, 1911
Parvorder Pseudochactida Soleglad ve Fet, 2003
Superfamily Pseudochactoidea Gromov, 1998

Family
Pseudochactidae Gromov, 1998
Parvorder Buthida Soleglad ve Fet, 2003

Superfamily Buthoidea  C. L. Koch, 1837
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Family
Buthidae C. L. Koch, 1837
Family
Microcharmidae Lourengo, 1996

Parvorder Chaerilida Soleglad ve Fet, 2003
Superfamily Chaeriloidea Pocock, 1893

Family
Chaerilidae Pocock, 1893
Parvorder lurida Soleglad ve Fet, 2003

Superfamily Chactoidea Pocock, 1893

Family

Chactidae Pocock, 1893
Subfamily Chactinae Pocock, 1893
Subfamily Brotheinae Simon, 1879

Subfamily Uroctoninae

Family

Euscorpiidae Laurie, 1896
Subfamily Euscorpiinae  Laurie, 1896
Subfamily Megacorminae Kraepelin, 1905
Subfamily Scorpiopinae  Kraepelin, 1905

Family

Superstitioniidae Stahnke, 1940
Subfamily Superstitioniinae Stahnke, 1940
Subfamily Typlochactinae Mitchell, 1971
Family

Vaejovidae Thorell, 1876
Superfamily luroidea Thorell, 1876
Family

luridae Thorell, 1876
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Family

Caraboctonidae Kraepelin, 1905
Subfamily Caraboctoninae Kraepelin, 1905
Subfamily Hadrurinae Stahnke, 1974
Superfamily Scorpionoidea Latreille, 1802
Family

Bothriuridae Simon, 1880
Subfamily Bothriurinae ~ Simon, 1880
Subfamily Lisposominae Lawrence, 1928
Family

Scorpionidae Latreille,1802
Subfamily Diplocentrinae Karsch, 1880
Subfamily Scorpioninae Latreille, 1802
Subfamily Urodacinae Pocock, 1893

Family
Hemiscorpiidae Pocock, 1893
Subfamily Hemiscorpiinae Pocock, 1893

Subfamily Heteroscorpioninae  Kraepelin, 1905

Subfamily Hormurinae Laurie, 1896

1.6. Turkiye Akrepleri

Tarkiye'de buglne kadar Buthidae, Chacthidae, Euscorpiidae,
Scorpionidae ve luridae ailelerine ait 16 tur tespit edilmistir (Vachon, 1951;
Tulga, 1960; 1964; Fet ve Braunwalder, 2000; Karatas, 2003; Karatag, 2005;
Karatas ve Colak, 2005).

1. Aile: Buthidae (C. L. Koch, 1837)

Soy: Androctonus (Hemprich & Ehrenberg, 1829)
Tur:  Androctonus crassicauda (Olivier, 1807)
Soy: Leiurus (Hemprich & Ehrenberg, 1829)



Tar:

Soy:

Tar:
Tar:
Tar:
Tar:

Soy:

Tar:

Soy:
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Leiurus quinquestriatus (Ehrenberg, 1828 )

Mesobuthus (Vachon, 1950)

Mesobuthus caucasicus (Nordmann, 1840)

Mesobuthus eupeus (C.L. Koch, 1839)

Mesobuthus gibbosus (Brulle, 1832) anatolicus (Schenkel, 1947)
Mesobuthus nigrocinctus (Ehrenberg, 1828)

Compsobuthus (Vachon, 1949)

Compsobuthus matthiesseni (Birula, 1905)

Hottentotta (Birula, 1908)

Tuar: Hottentotta saulcyi (Simon, 1828)

2, Aile: Euscorpiidae (Laurie, 1896)

Soy: Euscorpius (Thorell, 1876)

Tar:  Euscorpius germanus (C.L. Koch, 1837)

Tar:  Euscorpius carpathicus (Linne, 1763)

Tar:  Euscorpius italicus (Herbest, 1800)

Tar:  Euscorpius tergestinus (C.L. Koch, 1837)

Tar:  Euscorpius mingrelicus (Kessler, 1874)

3. Aile: Scorpionidae (Latereille, 1802)

Soy: Scorpio (Linnaeus, 1758)

Tar:  Scorpio maurus fuscus (Ehrenberg,1829)

4. Aile: luridae (Pocock, 1893)

Soy: Calchas (Birula, 1899)(Paraiurus Francke, 1985)
Tar:  Calhas nordmanni (Birulla, 1899)

Soy: lurus (Thorell, 1876)

Tar:  lurus asiaticus (lurus dufoureius asiaticus) (Birulla, 1903)
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1.6.1. Tuirkiye Akrepleri Teshis Anahtari

Turkiye akrep faunasinda kaydi bilinen akreplerin bagli olduklari ailelerin tani
anahtari (Kovarik, 1999):

1. Pedipalp tibiasinin ventral ylzeyinde trichobotria bulunmaz; sternum

dcgen seklindedir; chela ince yassilagsmissa; Buthidae
= 1= U EPPOTR USRI 2

- Pedipalp tibiasinin ventral yuzeyinde bir ya da daha fazla sayida

trichobotria bulunursa........ ... 10
2. Sari veya sarimsi kahverenginde isSe..............ciiiiiiieii e, 3
-Vucut siyah ise......oooeiii 9

- Vicut siyahimsi yesil renkte, Median gOzlerin arasindaki frontal

cikintilardizise..............ccceeiiiiiiiiiiieveeeee e Hottentotta saulcyi

3. ik iKi mesosomal segment bes karinal
£ 1= PR Leiurus quinquestriatus
- Ik iki mesosomal segment bes karinali ise.....................ccccoeeeeen... 4

4. Pedipalpin hareketli parmaginda dis lateral granulleri Sekil 2. 2-4 deki gibi

- Pedipalpin hareketli parmaginda dis lateral grandlleri Sekil 1. 26 1

deki gibiise......covviiiii Compsobuthus matthiesseni

5. Pedipalpin hareketli parmaginda bir terminal; doért distal granul varsa (Sekil
1.26) dis lateral granulleri Sekil 1.26 2-4 deki gibi
MESODULRUS..........coeeeeeeeeeeee et e e e e 6
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6.Dorduncu metasomal segment 10 karinall
7= TSSOSO PPPRPP Mesobuthus gibbosus
- Dorduncu Metasomal segment sekiz karinaliise............ccccceeecoin 7

7. Pedipalpin hareketli parmaginda diyagonal Sekilli 12 grandl sirasi var ise;
Cheliserden metasomanin sonuna kadar olan uzunluk 40-55 mm

S Mesobuthus eupeus

- Pedipalpin hareketli parmaginda bir terminal; diyagonal Sekilli 13 ya
da 14 granul sirasi var ise; Erginlerin uzunlugu 60-80 mm

B e e s Mesobuthus caucasicus

8. Pedipalpin hareketli parmaginda bir terminal; t¢ distal granil varsa (Sekil

9. Birinci metasomal segmenttin dosal yluzeyi purizsuz ve posteriora dogru

kalinlagiyorise..............ccceveviiivveviceieeeeeeeennnn... Androctonus crassicauda

10. Pedipalp el kismi ¢ok genis, yuvarlak ve genisligi uzunlugu kadar

T Scorpio maurus fuscus

- El tamamiyla yuvarlak degdil; uzunlugu genisliginden fazla

11. Pedipalpde el kisminin ventral ylzeyindeki trichobothrialarin sayisi ve

dagihmi Sekil 1.26-7 gibiise..........c.cooiiiiiiii. Calchas nordmanni

- Pedipalpde el kisminin ventral yuzeyindeki trichobothrialarin sayisi ve

dagiimi Sekil 1. 26 gibi iS€ [UIUS ........eueeeeeeiiiieeeieeeeeceee e, 12

- Pedipalpde el kisminin ventral yuzeyindeki trichobothrialarin sayisi ve
dagihmi Sekil 1.26’daki gibi

IS€. ... EUSCOIPIUS. ... e aae e, 3
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- Pedipalpde el kisminin ventral yluzeyindeki trichobothrialarin sayisi ve
dagilimi Sekil 1.26'daki gibi ise..........ccoviiiiiiiie E. italicus

12. Ergin erkeklerin pedipalplerindeki parmaklar karsilikli deldiklerinde agiklik

KalIYOr ISE. ...t lurus asiaticus

13. Besinci metasomal segmentin ventral ylzeyi yuvarlak ve puriuzsiuz

- Besinci metasomal segmentin ventral ylzeyin merkezinde goéze

¢arpan buyuklikte kaba granuller bulunurise ..................... E. carpathicus

14. Pedipalbin sabit parmagindaki trichobothria dsb - est and est - et
arasindaki  uzakliklar  birbirine  esite yakin ise (Sekil 1.26-5)

.................................................................................................... E. germanus

Pedipalbin sabit parmagindaki trichobothria dsb - est and est - et
arasindaki uzakliklar iki kat ya da daha uzun ise (Sekil 1. 26-

B) ettt e e e e e e e e e e e e — e ———— E. mingrelicus
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Sekil 1. 26. Pedipalp ve hareketli parmagdin ventral yizi (Kovafik, 1999)

(1-4). Pedipalpin sabit parmagin dorso-external yizi (5-6). Chelanin ventral gérinima (7—
12). Compsobuthus matthiesseni (1); Mesobuthus gibbosus (2); Euscorpius germanus (5);
E. mingrelicus (6); Calchas nordmanni (7); lurus asiaticus (8); E. carpathicus (10); E.
italicus (12).

1.6.2. Buthidae (C. L. Koch, 1837) Ailesi

Buthidae ailesine ait gunumuize kadar 74 soy ve 529 tiur tespit edilmigtir
(Prendni ve Wheeler, 2005; Rein, 2008). Bunlardan doért soya ait alti tur
ulkemizde bulunmaktadir (Fet ve Braunwalder, 2000; Karatas ve Karatas,
2001; Ozkan ve Karaer, 2003; Karatas, 2005; Karatas ve Colak, 2005).
Dunya’da genis dagilim gosteren bir akrep ailesidir (Kurtallt, 2006). Medikal
yonden en oOnemli ailedir. Subtropikal ve tropikal bdlgelerde ve iliman
ortamlarda yasarlar. Turlerin ¢ogu sari, kahverenkli veya siyah renklidir.
Boylari 20-120 mm arasinda degismektedir (Ozkan ve Karaer, 2003;
Karatag, 2005; Karatas ve Colak, 2005; Rein, 2008). Oldukg¢a tehlikeli olan
bu akreplerin sternumlarinin boyu eninden fazla, lGg¢gen seklinde ve One
dogru oldukga daralmistir (Yaman, 1996). Kalin ve kuvvetli bir kuyruga ve

ince pedipalplere sahiptir. Pedipalplerin ventral yuzeyinde trichobotrium
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bulunmaz (Kovafik, 1999; Rein, 2008). Gozler her iki yanda ve 3-5 tanedir.
Bu ailede, toksisitesi yuksek turler bulunmakta ve zehiri insanlar igin oldurtcu
ozelliktedir (Ozkan ve Karaer, 2003).

1.6.2.1. Androctonus (Hemprich & Ehrenberg, 1829) Soyu

Turlerin ¢ogu sari, kahverenkli veya siyah renklidir (Rein, 2008). Boylar1 100—
120 mm arasinda degismektedir (Demirsoy ve ark., 2001). Medikal yénden
en onemli olan turleri Androctonus australis, Androctonus crassicauda,
Androctonus  amoreuxi, Androctonus  mauretanicus, A.mauetanicus
mauretanicus, Androctonus bicolor, Androctonus aeneas aeneas, A oeneas
oeneas’dir (Vachon, 1952a; 1952b; Balozet, 1971; Biicherl, 1971; Ozkan ve
Karaer, 2003).

1.6.2.1.1. Androctonus crassicauda (Olivier, 1807)

Yunanca andras (avdpag), “adam” anlaminda ve kteinein (kTeivelv) ise
“‘élduren” anlaminda olup Androctonus ismi “Adam o6lduren” olarak bilinir.
Latince de crassus “kalin ya da sisman” ve cauda ise “kuyruk” anlaminda
olup crassicauda (crassi-cauda) “kalin kuyruk” anlamindadir. Bu nedenle
Orta Dogu’da yaygin olarak “adam olduren kalin kuyruk” olarak bilinmektedir
(Wikipedia, 2008).

Androctonus crassicauda 80 ile 100 mm uzunlugundadir (Vachon,
1951; 1952a; Demirsoy ve ark., 2001; Ozkan ve ark., 2006c). Bu tir koyu
kahve ve siyah renkte, kiskaclari ¢ok tiknaz ve kuyrugu oldukg¢a kivriktir.
Pedipalplerin hareketli parmagin distalinde dort ve terminal kisminda bir
grandl bulunur. Pedipalplerin chela kismi yuvarlak ve dolgundur. Birinci
metasomal segmentin dorsal yluzeyi dizdur (Vachon, 1951; 1952a; Yagmur,
2005; Kartalla, 2006; Karatas ve Kurtulli, 2006; Ozkan ve ark., 2006c). Orta
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Asya ve Tirkiye’'de tibbi yénden en énemli tiirdiir (Radmanesh, 1990; ismail
ve ark., 1994; Crucitti, 1998; Demirsoy ve ark., 2001; Ozkan ve ark., 2006c).

Uglincli metasomal segmentin ylksekligi genigliginden fazladir. Kuyruk
posteriore dogru kalinlagir ve yuksekligi de artar (Vachon, 1952a; Demirsoy
ve ark., 2001; Yagmur, 2005; Kuartalla, 2006; Ozkan ve ark., 2006c).
Vezikulin genigligi V. kuyruk segmentinin genisliginden azdir. Karapaksta
medio-lateral karinalar ile postero-median karinalar tam olarak baglanmaz
(Yagmur, 2005; Kartullt, 2006).

1.6.2.1.1.1. Morfolojik Ozellikleri

a. Renk

Genelde siyah veya koyu kahverengidirler, fakat ¢ok az oranda koyu sari ve
krem renkli érneklere de rastlanmaktadir. Mesosomanin ventrali, ylUrime
bacaklari daha agik renklidir. Telsonun ug¢ kismi kirmizimsi ya da siyah
renktedir (Vachon, 1951; 1952a; Demirsoy ve ark., 2001; Yagmur, 2005;
Kartalld, 2006; Ozkan ve ark., 2006¢; Rein, 2008).

b. Prosoma

Karapaks genis, uzun ve anteriorde hemen hemen duzdur. Lateral goézler 3
tane olup, karapaksin anterio-lateralindedir. Median go0zler karapaksin
nispeten anterioruna yakin yerlesmigtir (Vachon, 1952a; Kartullu, 2006;
Ozkan ve ark., 2006c¢; Rein, 2008).
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c. Mesosoma

Yedinci tergit haricinde diger tergitler, 3 karinahdir. VII. tergit 5 karinali olup
interkarinal ve lateral kisimlari granilsiz olmasina karsin lateral kenarlari
daha belirgin ve diglidir. Medianda bulunan karina ise 4-5 kaba granulden
olusur (Yagmur, 2005; KurtallG, 2006).

d. Metasoma

Batin metasomal segmentleri genis, kalin ve dorsalden posteriora dogru
yuksekligi artar. Ill. ve V. kuyruk segmentleri en kalin olan segmentlerdir. V.
kuyruk segmentinden baslayarak telsona dogru giderek daralma gorulur.
Telson, kiiclik olup igne kismi yari oraninda siyahtir. ilk {i¢ segmentin
genigligi, bu segmentlerin uzunlugundan ve yuksekliginden fazladir.
Yuksekligi en fazla olan segment Ill. segmenttir (Vachon, 1952a; Kurtalla,
2006; Ozkan ve ark., 2006c).

e. Chela

Chela’da parmaklar manus kismindan daha uzundur. Hareketli parmakta 15,
sabit parmaktada 14 egik granul sirasi bulunur, (Yesilyurt, 2005; Yagmur,
2005; Kartullua, 2006).

f. Eseysel Dimorfizm

Disiler, erkeklere gore daha genis abdomene sahiptir. Metasoma erkeklerde
daha uzundur. En onemli 6zellik ise tarak organin erkeklerde daha uzun ve
genis olmasidir. Erkeklerde tarak dis sayisi 31-35; diside 24—-29 arasinda
degismektedir (Yagmur, 2005; Kurtulll, 2006; Ozkan ve ark., 2006c).
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1.6.2.1.1.2. Habitat

A. crassicauda, kserofilik (kuragi seven) bu nedenle yagis almaz ve oldukca
kurak bir iklime sahip bolgelerde yaygin bir akrep taradur. Yapilan
calismalarda, érnekler, bozkir vejetasyonlu arazide, tas altinda olmak birlikte
yaygin olarak, koy iclerinde ya da kdylere ¢ok yakin yerlerde, kerpic¢ evlerde,
harabelerden, evlerin ¢evresindeki bozkir arazide tas altlarindan toplanmigtir.
Bu tdrin insanlarin yasadigi yerlerde yasadigi ve evlerin icine sokuldugu
(antropotolerant oldugu) bu da insanlarin yasadigi yerlerde beslenme
kaynagi olarak bulunan cesitli hayvanlarla ilgili oldugu ve bu tirin 15 °C
sicakhiga kadar ve gece aktif oldugu bildirilmigtir (Crucitti, 2000, 2001; Crucitti
ve Vignoli, 2002; Yagmur, 2005).

1.6.1.1.1.3. Cografik Dagilimi

a. Diinyada Yayilisi

Androctonus crassicauda; Azerbaycan, Bahreyn, Birlesik Arap Emirlikleri,
Ermenistan, Irak, iran, israil, Kuveyt, Misir (Sina ¢oli), Suriye, Suudi

Arabistan, Tirkiye, Umman, Urdiin ve Yemen'de (Vachon, 1952a; 1952b;
Zuhair, 1988; Mullen ve Stockwell, 2002) yayiimistir (Sekil 1.27).

Sekil 1.27. A. crassicauda’nin dinyada ki yayiligi (Latoxan, 2008).
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b. Tiirkiye’de Yayiligi

Androctonus crassicauda, Turkiye’de varhgi ilk kez Tolunay ve Kosswing
tarafindan toplatilan akreplerde Vachon tarafindan yapiimistir (Vachon, 1951;
Tulga, 1960; 1964). A. crassicauda, Turkiye’de daha ¢ok Gulney Dogu
Anadolu ve Dogu Anadolu bdlgesinde (Sekil 1. 28) Elazig, Diyarbakir,

Sanlurfa, Mardin, Gaziantep, Adana, Hatay, illerinde bulundugu anlasiimistir
(Vachon, 1947a; 1951; Tolunay, 1959; Tulga, 1960; 1964; Merdivenci, 1981;
Crucitti, 1999; Demirsoy ve ark., 2001; Crucitti, 2003; Crucitti ve Cicuzza,
2001; Crucitti ve Vignoli, 2002; Ozkan ve Filazi, 2004; Karatas ve Colak,
2005; Kartullt, 2006; Karatag ve Kurtullt, 2006).

00E
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Sekil 1.28. Androctonus crassicauda’nin Turkiye’deki yayiligi (Orijinal).

1.7. Genotiplendirme

1.7.1. Tir Kavrami

Tur; yapisal 6zellikleriyle genetik karakterleri birbirine benzeyen ve yine ayni
genetik karakterde yeni kusaklar verebilen bireylerin timu seklinde biyolojik

genetik bir batin olarak tanimlanmaktadir. Diger bir taraftan “yapisal ve
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islevsel ozellikleri yonunden birbirine benzeyen ve ayni gevresel kosullara
benzer tepki gosteren dogal kosullarda serbest olarak birbirleriyle ciftlesip
verimli yavrular olugturabilen bireyler toplulugu” seklinde de tur tanimi
yapiimaktadir. Tar, dinamik bir varliktir yeni doller olusturarak varligini devam
ettirir. Yeni dollerin olusumu slrecinde, gen havuzu igeriginde degisimler
olur, farkli ya da ayni alanlarda olan degisimler, turleri kendi igerisinde bir alt
birimlesmeye goturar ve alt birimlesmenin tamamlanmasiyla yeni turler
olusur. Turler genellikle kendi igerisinde fenotipik ve genetipik olarak
farkhlasmis gruplara veya populasyonlara boélinmustir. Tdrd meydana
getiren populasyondaki bireyler birbirinin aynisi degil benzeri olurlar. Yani,
anatomik, fizyolojik 6zellikleri, protein yapisi ve davraniglari bakimindan
belirli degisimler (varyasyonlar) gosterirler. Degisim faktoru turlerin temel
Ozelliklerinden birini olusturur. Ancak, ayni ture ait bireyler arasindaki
degisimler, farkh turlere ait bireyler arasindaki degisimlere goére ¢ok daha
azdir. Bagka bir ifadeyle iki farkli tir arasinda gen akigi tamamen kesilmis,
yani eseysel yalitim (izolasyon) saglanmis durumdadir. Bunun yaninda
istisnai bir durum olarak ikiz turler ve hatta bazen birbirine oldukga uzak
akraba olan turler arasinda karsilikli dollenme ve yavru meydana getirme
gorulebilir. Fakat gen ve kromozom dagilimindaki dengesizliklerden dolayi bu
yavrular hayvanlarda verimli olmazlar (Kihn, 1964; Hadorn ve Wehner, 1974,
Demirsoy, 1998; Kocatas, 2003; Erglden, 2007).

1.7.1.1. Tir Olusumu

Yeni turlerin olusumunda yalitim (izolasyon mekanizmasi) en buylk etkiye
sahiptir. Cunku gen akigi devam eden populasyonlarda tur dizeyinde
farkhlasma olusamaz. Bir populasyon belirli bir stre birbirinden cografik
olarak yaltilmis alt populasyonlara bélinlrse, bir zaman sonra kendi
aralarinda giftlesme yeteneklerini yitirerek, yeni tir 6zelligi kazanmaya basglar.
Bu sure igerisinde olusacak cifttesme davranislarindaki farklilasmalar,

yalitimi gok daha etkili duruma getirmektedir. Kalitsal yapi agisindan birlesme
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ve dol meydana getirme yeteneklerini koruyan birgok populasyon, sadece
ciflesme davraniglarinda meydana gelen farkllasmadan dolayi yeni tir

ozelligi kazanmisgtir (Demirsoy, 1998; Erguden, 2007).

Bir tur, ekolojik gereksinimlerine karsilik buldugu surece yayilis alanini
genisletir. Genisleyen vyayilis alani yeni bariyerlerin ortaya c¢ikmasiyla
bolunebilir. Bunun sonucunda bariyerler populasyonu alt gen havuzlarina
boler. Her bir gen havuzu, sure¢ igerisinde farklilagsmalar gecirerek yeni ve

bagimsiz gen havuzlari ve de yeni turler olusur (Erguden, 2007).

Tar toplulugunu olusturan bireyler birgok ortak 6zellige sahip olup; diger
turlerden bir veya daha fazla 6zellik bakimindan farklilik gosterirler. Bu tirln
bireyleri ortak bir atadan turemiglerdir. Aralarinda genetik akrabalik bulunan
bu bireyler birbirleriyle ciftlesince kendilerine benzeyen ve dogurgan olan

yavrular meydana getirirler (Erguden, 2007).

Bir tarin yasadigi alanda bulunmasinin iki nedeni vardir. Bunlar
evrimsel ve ekolojik nedenlerdir. Ekolojik olarak tlr yasadigi habitatin
kosullarinda yasamini surdlrecek ve Ureyebilecek uyumlara sahiptir.
Evrimsel olarak ise; turiin atasi orada yasamis ve tlr orada olugsmustur. Ya
da tur once baska yerde olusmus yani atas| orada yasamamig sonra oraya
tasinmigtir (Demirsoy, 1998). Bir turin yasadigi alanda mi evrimlestigi yoksa
sonradan mi oraya yaylldigi, akraba turlerinin yayiligi ile tahmin edilebilir. Bu
agidan tarlerin yayilisi dnemlidir. Yayilislar turlesme sekilleri hakkinda,

tirlesme sekilleri de yayiliglari hakkinda fikir verir (Ergiiden, 2007).

Tarler, simpatrik ve allopatrik olarak iki yolla olusabilir. Simpatrik tar,
ayni ekonigi paylastiklari halde, aralarinda ciftlesip Ureyebilme engeli olan
canhlardir. Alopatrik tar ise, ayni tir mensuplar olduklari halde, farkli cografi
alanlarda yasayan canlilardir. Dogal engellerin ve zaman faktérinin

etkisiyle, bir toplulugun iki kolu cografi olarak ne kadar birbirinden uzakta ise
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ve ekolojik kosullar acisindan birbirinden ne kadar farkli ortamlarda
yaslyorlarsa, bunlarin iki farkli alt tir olarak gelisme olasiliklari o kadar
fazladir. S6z konusu gruplar arasindaki cografi engeller ¢esitli nedenler ile
ortadan kalktiginda, bu iki topluluk kargilasma olanagi bulur, fakat simpatrik
turler haline geldikleri i¢in, artik aralarinda giftlesip ireme olanagi kalmamistir
(Ergtden, 2007).

Morfolojik olarak birbirine benzeyen fakat g¢ogalma bakimindan
birbirlerinden ayrilan turlere sibling (ikiz), iki veya daha fazla alt turlere
politipik, alt tlrleri olmayan turlere monotipik, dinya da genis alanlara
yayllmis turlere kozmopolit ve belirli kitalara yayilmis turlere ise kitasal
(kontinental) turler denilmektedir (Kuru, 1999; Erguden, 2007).

1.7.1.2. Alt Tur Kavrami

Bir tlre ait bireyler bulunduklari ¢evrede ayni gen havuzuna sahip bir
populasyon olusturur. Boylece her bir tur birgok bdlgesel populasyonlardan
olusur. Bunlardan bazilari birbirlerinden oldukg¢a farkhdir. Bu bireylerin
olusturduklari tar alti gruplara alt tur (subspecies) denilmektedir. Bir tarin
icerisinde genellikle cografik yalitim, dolayisiyla cografik irklara bagimli
olarak alt tirler olusabilir. Bunlar tarin diger populasyonlarindan taksonomik
olarak farkhdir. Alt tlrler, kendi iclerinde kismi yalitimdan dolayi, gen bilesimi
bakimindan birbirlerine daha ¢ok benzeyen gruplardan meydana gelmistir.
Boyle bir politipik tartn altturleri ilke olarak gen bilesimleri bakimindan farkl
olmakla beraber, bir araya getirildiklerinde ciftlesebilirler ve verimli ddller

meydana getirebilirler (Demirsoy, 1998; Bilgin, 1999).
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1.7.2. Tiir Tespitinde Kullanilan Morfolojik Tekniklerin Onemi

Akreplerde bulunan morfolojik karakterler gesitli siniflara ayrilmig gruplar
arasindaki iliski ve farkhliklarin belirlenmesinde kullaniimaktadir. Farkli
tirlerin tanimlanmasi ve arasindaki iliski ve farkliliklarin belirlenmesinde,
akreplerin teshisinde ayirt edici morfolojik 6zelliklerinden biri olan meristik
karakterler de yaygin olarak kullaniimaktadir (Vachon, 1952a; 1952b; Fet ve
Soleglad, 2002; Soleglad ve Fet, 2003b).

Turler icinde meydana gelen fenotipik degisim, sadece genetik kontrol
altinda olmayip, ayni zamanda c¢evresel etmenlerin de etkisi altindadir.
Bununla birlikte gorulen fenotipik esneklik, onlarin davranig ve fizyolojilerinde
meydana gelen modifikasyonlar sayesinde c¢evresel degisimlere adapte
olmalarini saglamaktadir. Bu modifikasyonlar, ¢evresel degisimin etkilerini
azaltarak, morfoloji, Ureme ve yasam surelerinde degisimlere de yol
acmaktadir (Bilgin, 1999; Erguden, 2007).

Genetik tekniklerin kullanimindan once, morfolojik farkhihgin tamamiyla
genetik farkllasmadan kaynaklandi§i sanilmakta ve stoklarin tespiti,
genellikle morfolojik 6zellikler kullanarak yapilmaktaydi (Marr, 1957). Fakat,
fenotipik tekniklerin kullanimi, bir tire ait populasyon tespitinde fenotipik
degisimin direk olarak genetik kontrolin etkisi altinda olmayisi ve gevresel
faktorlerin  degisiminden etkilenmesinden dolayr sinirh  hale gelmistir
(Ergtden, 2007).

1.7.3. Genetik Tekniklerin Tur Tespitinde Kullanimi

Genetik tekniklerin sistematikte c¢esitli amagclarla kullanimi mumkanddr
(Turan, 2000; Bardakgi ve Karatag, 2005). Belirgin ya da guvenilir morfolojik
farkhliklar olmayan turlerin ayirt edilmesi, ¢ok uzun zaman 6nce farklilasmis

olan turlerin siniflandiriimasinda kullanilabilecek morfolojik homoloijileri
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saptamak gu¢ oldugundan, molekuler teknikler bu durumda yararli

karakterler olarak kullanilabilir (Ergtden, 2007).

Morfolojik 6zelliklerine gore pek ¢ok turin teshisi i¢in oldukga deneyim
sahibi olmak gerekir. Ozellikle teshisi zor olan tiirlere 6zgii teknikler
gelistiriimesi, teshislerinin daha kesin olarak yapilmasina olanak sadlar.
Belki de yakin gelecekte turlerin teshisinde kullanilabilecek genetik
belirteclerle tur teshis anahtarlarinin gelistiriimesi mumkun olacaktir (Fet ve
Soleglad, 2002; Soleglad ve Fet, 2003a; 2003b).

Genetik verilerin diger en énemli 6zelliklerden birisi de, molekuler saat
kullanarak turlerin ayrilma zamanlarinin tahmin edilmesine olanak vermesidir.
Belli bir tirin ya da taksonun genomu (mitokondri ya da ¢ekirdek genomu)
veya genomunun belli bolgeleri icin mutasyon oranlarina ait bilgiler varsa,
kargilastirilan taksonlar arasindaki nukleotid farkhliklarini  (divergens)
hesaplayarak ne kadar zaman 6nce farkhlastiklarini tahmin etmek mumkuin
dur. Bu yolla olusturulan filogenetik agaglarin dal uzunluklarini hesaplamak
ve turler arasindaki evrimsel iligkilerini zamansal olarak da tahmin etmeye
olanak saglar. Son olarak, populasyon genetikgileri molekuler teknikler
kullanarak tlrlesme ve turlesmeye neden olan evrimsel gugler ve igleyigi

hakkinda onemli bilgiler saglamaktadirlar (Ergtden, 2007).

1.7.4. Molekiiler Sistematikte Kullanilan Genetik Teknikler

Populasyon genetigi c¢alismalarinda tiurlerin ve populasyonlar arasi
farkhliklarin tespitinde fenotipik tekniklerin yaninda molekuler genetik
teknikler de kullaniimaktadir. Tek basina kullanilan fenotipik teknikler
genotipik dayanagi olmadigindan ve c¢evresel etkilere goére degisiklik
gosterdiginden yaniltici olabilmektedir. Bu nedenle molekuler genetik
tekniklere ihtiya¢ duyulmaktadir (Turan, 2002; Erguden, 2007). Bu amagla
bircok genetik teknik gelistiriimigtir.



56

Populasyon genetigi c¢alismalarinda gunumuzde yaygin olarak
kullanilan teknikler; Protein elektroforez, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR),
Sinirlama Pargalarinin Uzunluk Polimorfizmi (RFLP), DNA Dizileme Metodu,
DNA Parmak izi Metodu, Mikrosatellite ve Polimorfik DNA'nin Rastgele
Cogaltiimasi (RAPD) teknikleridir (Ergtden, 2007).

DNA zincirleme metodunda DNA zincirinde istenilen bdlgenin
nukleotid diziliminin ortaya c¢ikarilmasi ile zincir Uzerinde meydana gelen
degdisimler tespit edilebilmektedir (Erglden, 2007).

1.7.4.1. Deoksiribo Niikleik Asit (DNA)

DNA’ni yapi taglari nukleotidlerdir.

o dATP : Deoxyadenosine triphosphate
o dGTP : Deoxyguanosine triphosphate
o dTTP : Deoxythymidine triphosphate
J dCTP : Deoxycytidine triphosphate, olmak Uzere

dort farkh ntkleotid vardir.

Bu nukleotidler dNTP’lar (deoxynucleoside triphosphate) olarak
isimlendirilmistir. Bir nukleotid, bir nitrojen baz, bir seker molekulu ve bir
trifosfat olmak Uzere U¢ ana kisimdan olugsur. Nukleoitidlerde yalnizca
nitrojen baz kismi farklilik gosterir. DNA, bir nukleotidden (seker molekulu 5.
C atomu pozisyonunda) fosfat grubu ile 3. C atomundaki seker molekullu
arasinda birlesirler. Yeni nukleotid eklenmesi zincirin 3. yan kisminda olur
(Vanfleteren, 2004; Altinisik 2008).

Hucre igindeki DNA'nin gogu cekirdekte bulunur. Bu DNA kromozomal
DNA olarak isimlendirilir. Besin molekdillerinin oksidativ degrasyonununda rol

oynayan mitokondriler ayrica mitokondriyal DNA igerir. Okaryotik hiicrelerde
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fotosentez olayinda rol oynayan kloroplastlarda kloroplast DNA sahiptir.
Organizmalarda genetik materyallerin buyuklikleri Cizelge 1.1 de goruldugu

gibi farkhlik gostermektedir (Vanfleteren, 2004).

DNA, canli hicrelerde genetik bilginin saklandigi tek kromozal
komponenttir. DNA’'da sakl genetik bilgi, replikasyon suretiyle kalitilabilmekte
ve transkripsiyon olayi ile RNA'ya aktarildiktan sonra translasyon olayi ile
protein haline gcevrilmektedir. DNA baz kompozisyonu turden ture degismekte
ancak ayni turlerin farkli dokularindan izole edilen DNA o6rnekleri ayni baz
kompozisyonuna sahiptir. Turler ne olursa olsun bitiin DNA’larda adenin (A)
kalintilarinin sayisi, Timin (T) kalintilarinin sayisina esittir (A=T). Diger
taraftan benzer olay Guanin (G) ile Sitozin (C) kalintilari i¢cinde gecerlidir
(G=C). Insan ve hayvan DNA’larinda A ve T coktur (Vanfleteren, 2004;
Altinisik 2008).

Cizelge 1.1. Genetik materyallerin buyukIigu.

DNA Tipi Organizma Baz Ciftinin Biiyukltigii

Memeliler 6 x 10°

Kromozomal DNA Bitkiler 2x10°-2x 10"
Mantar 2x10"-2x10°
Hayvanlar 16 x 10° - 19 x 10°
Yiiksek bitkiler 150 x 10° - 250 x 10*

Mitokondriyal DNA Mantar 17 x 10°- 78 x 10°
Green alga 16 x 10°
Protozoa 22 x 10° - 40 x 10°

En yiiksek bitkiler 120 x 10° - 200 x 10°
Kloroplast DNA Green alga 180 x 10°

Bir organizmadaki her protein molekilin aminoasit dizisi her RNA
molekulinin nudkleotid dizisi, organizmanin DNA molekdlleri tarafindan
belirlenir; protein veya RNA vyapisi igin gerekli bilgi, DNA’daki nukleotid
dizisinin kargihgi olarak bulunur. Protein veya RNA gibi bir fonksiyonel

biyolojik Urinun sentezi igin gereken bilgiyi saklayan bir DNA segmenti veya
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bir kromozom bolimi gen olarak adlandirilir. Ug tip gen bulunur; Protein
kodlayan genler: Transkrip RNA igerisinde proteinleri sentezlenyen gen. RNA
Ozel genleri: Yanhzca transkrip RNA igerisindedir. Sonuncusuda duzenleyici
genlerdir (Vanfleteren, 2004; Altinigik 2008).

ik iki gen tipleri yapisal genlerdir. Protein sentezleyen ribozomal RNA
(rRNA) kodlari genlerin farkli kisimlaridir. Okaryotik hicrelerde 50-5000
tanimlanmis gen kopyalari vardir. Guniumuzde de bu gen bodlgeleri uygun
primerler baz dizilimleri tasarlanarak DNA amplifikasyonunda kullaniimaktadir
(Vanfleteren, 2004; Altinisik 2008).

Prokaryot ve Okaryot hucrelerde bulunan ribozomlar, yapi ve iglev
bakimindan birbirine buyuk benzerlik gostermektedir. Esas farklilik,
ribozomlari olusturan alt birimlere ait rRNA ve protein cesitlerindedir. Her
ribozom, Svedberg Unitesi (S) olarak belli sedimantasyon katsayilarina sahip
olan ¢esitli rRNA’lar kombine olarak ribozomlari olustururlar (Altinigik 2008;
TUBITAK, 2008). Bdylece farkli ¢dkme sabitlerine sahip rRNA
molekullerinden ve farkh sayida cesitli proteinlerden olusuyor. 16S ¢okelme
sabitine sahip olan rRNA, prokaryot ribozomunun 30S’lik kliguk alt biriminde
yer aliyor (Altinisik 2008; TUBITAK, 2008).

Tum canhlarda 16S rRNA dizisi, yuksek derecede korunmusluk
gOstermektedir. Bu nedenle de canlilar arasindaki akrabalik iligkilerinin
cahsilmasi igin kusursuz bir molekll olarak yillara meydan okuyan bu
evrensel molekulin tasidigi oligonukleotid damgalari adi verilen nukleotid
dizileri, filogenetik gruplar arasinda gosterdigi benzerliklere gore, evrimsel

yakinligin yorumlanmasinda kullaniimaktadir (TUBITAK, 2008).
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1.7.4.1.1. Mitokondrial DNA (mtDNA)

Populasyon genetigi, filogenetik ¢calismalar, tur ici ve turler arasindaki genetik
benzerlik/farkhliklarin ortaya konulmasi amaciyla yapilan arastirmalarda
MtDNA molekulinin iki dnemli 6zelliginden yararlaniimaktadir. Bu 6zellikler,
mtDNA molekulinde yeni kombinasyonlarin olusmamasi ve mtDNA
molekulinin anaya ait kalitim modeline sahip olmasidir (Avise 2004). Bu
nedenle, mtDNA molekulunun birinci 6nemli 6zelligi; mitokondriyel genetik
materyal daire seklinde ve ikili sarmal tek bir DNA molekilinden olustugu
igin, cekirdek DNA molekulinde homolog kromozomlar arasinda gergeklesen
parca degisimi (crossingover) meydana gelmemektedir. Buna bagl olarak da

dollerde yeni kombinasyonlar (recombination) olusmamaktadir.

Mutasyon olma sikhgr dusik oldugu icin, mtDNA molekulinde
meydana gelen genetik varyasyonun kaynagi nukleotid eksilmesi (deletion),
nukleotid ilave edilmesi (insertion), nukleotid donugumleri (substitution),
belirli gen bolgelerinde DNA parcgalarinin farkli uzunluklarda olmasi ile
mtDNA  moleklilinde meydana gelen degisimler eklemeli olarak
generasyonlar boyunca korunmakta ve dolden doéle aktariimaktadir (Togan
ve ark., 2005; Ozdil, 2007).

Evrim c¢alismalarinda genomun en ¢ok c¢aligilan kisimlarindan biri
MtDNA’dir (Sekil 1.29) (Wilson, ve ark., 1985). mtDNA nispeten yuksek
evrimlesme hizindan dolayi, yakin akraba turler ve bir tirin populasyonlarini

karsilastirmada son derece yararli olmustur (Harrison, 1989).

125 RNA . cYTE
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Sekil 1.29. mtDNA'da bulunan gen bdlgeleri (Logan, 2005).
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Mitokondri genomu, filogenetik calismalar icin yararli olan pek c¢ok
Ozelliklere sahiptir (Avise, 1994). En 6nemli 6zelligi klonal kahtimidir. Diger
bir 6zellikte, mtDNA pek ¢ok ¢ekirdek geninden daha hizli evrimlesmistir. Bu
Ozelliginden dolayi, yakin akraba tur ve populasyonlarin filogenetik iligkilerini
calismak icin uygundur. MtDNA’'nin anasal olarak kalitimlaniyor olmasi,
filogenetik analizler icin avantaj olarak kabul edilir. Boylece, calisilan
populasyon ya da taksondaki haplotipler ve sikliklari ve de buradan
hesaplanan nukleotid farkliliklar (divergence) kargilastirilabilir. Mitokondri
DNA sadece anasal olarak kalitlandigindan, haplotiplerin de nukleotid
cesitliligi  (diversity) ve farkhli§i (divergens) karsilastirilarak, haplotiplerin
filogenetik iligkileri ilgili populasyonun filogenetigi ve filocografyasi hakkinda

onemli bilgiler verir (Bardakgi ve Karatas, 2005).

1.7.4.1.2. mtDNA Gen Bolgesinin Segimi

Farkli mtDNA genleri, farkli oranlarda evrimlestikleri i¢in, genellikle yapilan
calismaya ve ture uygun mtDNA geni secilmektedir. Filogenetik ¢calismalarda,
mitokondrial ve nukleer ribozomal gen bolgeleri 6zel bir konuma sahiptir.
Mitokondrial gen bdlgesi bir hlcrede yogun bir diuzeyde bulunur, fakat
yumurta aracihgl ile degismeden alt kusaga intikal ettiklerinden dolayi,
genellikle bu kopyalarin hepsi bir populasyonda ayni 6zellige sahiptir. Gruplar
arasindaki kucuk farkliliklar DNA'nin kuguk bolgelerinde meydana gelen
delesyon ve dublikasyonlar aracihgi ile guindeme gelir (Turan, 2000; Logan,
2005; Togan ve ark., 2005; Kence, 2006; Olgun, 2007).

Akreplerde filogenetik iliskiyi ortaya koymak amaci ile degisik gen
bolgelerinden yararlanilabilmektedir (Prendini ve ark., 2003c). Bunlar; g
mitokondrial (mt) ribozomal DNA (rDNA) bdlgelerine yonelik 16S rDNA ve
12S rDNA gen sekanslari, nukleer rDNA bolgelerinden 28s rDNA ve

cytochrome ¢ oxidase subunit I(COI)’dir (Prendini ve ark., 2003c).
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Molekduler filogenetik analizde gen bdlgelerinin sec¢imi kritik bir asama
olmasina ragmen birgok arastirici tarafindan uygun ya da kendi
calismalarindaki DNA amplifikasyonuna elverigli primerler secilmektedir.
Gunumuzde de genel kabul gormis olan gen bdlgelerini yansitan birgok
primer kullaniimaktadir. Bunlar; nukleer large-subunit ribozomal DNA geninin,
degisik bir fragmenti (D3 bdlgesi) secilmektedir. Bu gen boélgesi, filogenetik
calismalarda, aile ve soy duzeyinde 6nemli ve yeterli bilgi saglamaktadir. Bu
fragment Nunn ve ark., (1996) tarafindan tasarlanmis ve primer olarak
yuksek ve dusuk seviyeli degisik artropod filogeni c¢alismalarinda

kullaniimaktadir.

COl igin gen fragmenti, Drosophila yakuba mt genin 1539 ve 2172
pozisyonlari aranindaki gen bolgesi (Clary ve Wolstenholme, 1985) ve DNA
amplifikasyonunda kullanilan iki ¢ift primer Harrison ve ark., (1987) ve Folmer
ve ark.,, (1994) tarafindan tasarlanmistir. Bu primerler Coleoptera,
Lepidoptera, Orthoptera ve diger insekt gruplari arasindaki iligkiyi
tanimlamasinin (Harrison ve ark., 1987; Harrison, 1989; Simon ve ark., 1994;
Wahlberg ve Zimmermann, 2000; Zimmermann ve ark., 2000) yani sira
oriumceklerde (Arnedo ve ark., 2002) ve ayrica ginumuzde de artropod

filogenetik caligmalarinda (Giribet ve ark., 2001) kullaniimigtir.

Nukleer small-subunit rRNA (12S rDNA) ve nukleer large-subunit rRNA
(16S rDNA) homolog mitokondriyal genlerin karsilastirmali fragmentleri de
secilmistir. Bu fragmentler, D. yakuba’nin mitokondriyal gen bdlgelerinde
siraslyla, 12887 ve 13398 arasindaki pozisyon ile 14233 ve 14588 pozisyona
karsilik gelmektedir (Clary ve Wolstenholme, 1985). Gunumuzde filogenetik
calismalarda en c¢ok kullanilan 16S rDNA primerini, Simon ve ark., (1994)
tasarlamis olup tiarler arasi ve tur icindeki farkhhd belirlemede
kullanilmaktadir (Fet ve ark., 1999; Prendini ve ark., 2003c). Ayni fragmentin
yaklagik 100 baz cifti (b¢) daha kisa olarak akrep siniflari; Buthus occitanus
(Gantenbein ve ark., 1999), Centruroides exilicauda (Gantenbein ve ark.,
2001), Euscopius (Gantenbein ve ark., 1999, Huber ve ark., 2001),
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Mesobuthus gibbosus (Gantenbein ve ark., 2000; Gantenbein ve Largader,
2002) arasindaki, tur icerisinde ve tiurler arasi varyasyon calismalarinda

kullaniimistir.

Kocher ve ark., (1989) tarafindan tasarlanmisg olan 12S fragmenti,
primer olarak ve gunuimuizde artropodlar ve insektler arasindaki iligkilerin
belirlenmesine yoénelik calismalarda kullanilmaktadir (Prendini ve ark.,
2003c).

1.7.5. Genomik DNA izolasyonu

DNA, cekirdekten, mitokondrilerde ve kloroplastlardan izole edilir.
izolasyonda genel prensip olarak, membran DNA ¢evresindeki tim
bariyerlerin kaldirilmasi gerekmektedir. Bu amagla, proteinase K kullanilarak
cekirdek ve hucre membranlari ¢déziUnduralir. Bu asamada, sivi fazli DNA
etanol ile proteinler c¢okturulerek, ¢dken proteinler ve yaglar fenol faz
asamasi ile uzaklastirilir. izole edilen DNA konsantrasyonu ve kalitesi, jel
uzerinde kontrol edilir (Prendini ve ark., 2003c; Vanfleteren, 2004; Altinisik
2008).

1.8. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction - PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yonteminin gelistiriimesi, molekuler
biyoloji alaninda ¢ok 6nemli bir donim noktasi olarak kabul edilmektedir
(Saiki ve ark., 1985; Saiki ve ark., 1988). Bu teknigin gelistiriimesinden sonra
bircok organizmada DNA varyasyonu tespit etmek amaciyla yapilan
calismalarda buyuk bir artis olmustur. PCR dogal DNA replikasyon igleminin
temel bilesenleri kullanilarak DNA’nin tlpler icinde c¢ogaltimasi ya da
kopyalanmasidir. Hucrede pek ¢ok proteinin ve enzimin rol aldigi karmagik

islemler sonucunda butin bir genom replike olmaktadir. Cok basit olarak
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DNA ikili sarmali agilmakta, ebeveyn molekulin her bir ekseni kalip (sablon)
olarak  kullanilarak yeni iki tamamlayici (komplementer) eksen
sentezlenmektedir. Yeni eksenlerin sentezlenmesi, Watson ve Crick (1953)
kurallarina gore A-T ve G-C arasinda olacak sekilde baz ciftlerinin olugsmasi
yetenegine baglidir. Ayrica DNA replikasyonunun baslayabilmesi icin kalip
DNA ile tamamlayici olan RNA primerlerinin de sentezlenmesi
gerekmektedir. DNA polimeraz enzimi, kisa oligonukleotidlerin (primer) 3' OH
ucuna yeni nukleotidleri ekleyerek yeni olusan DNA eksenini
uzatabilmektedir. DNA’nin tlpler i¢inde c¢ogaltiimasi igin; 6-30 nukleotid
uzunlugunda primerlere, optimum pH seviyesine ve tuz konsantrasyonunu
optimum yapan tampon ¢ozeltiye, DNA polimeraz enziminin ihtiya¢ duydugu
magnezyuma ve yeni sentezlenecek olan zincire eklenecek 4 tip nukleotide
(dNTP) ihtiya¢ duyulmaktadir (Mcpherson ve Mgller 2001; Vanfleteren, 2004;
Altinisik 2008). PCR yontemi genel olarak G¢ basamaklik bir dongunin
defalarca tekrarlanmasina dayanan bir teknik olup U¢ asamadan

olusmaktadir.

Bu asamalar;

a) DNA eksenlerinin birbirinden ayrilmasi (denaturation),
b) Primerlerin komplementer DNA bolgesiyle baglanmasi (annealing),

¢) Yeni eksenlerin sentezinin yapilmasi (extension) asamalaridir.

On Denatiirasyon: Cift zincirli DNA’nin tek zincir haline getirildigi
basamaktir. Buna gore ilk adimda, ¢ogaltilacak olan DNA, denatlre edilerek
tek zincirli hale getirilir. Oligonukleotid primer, isiya dayanikli bir DNA
polimeraz ve 4 adet dNTP’den olusan reaksiyon karisimi iginde bulunan
DNA, 90-95°C’'de 5 dakika sureyle isitilarak denatire edilir (Vanfleteren,
2004; Altinisik 2008).

PCR reaksiyonunda u¢ temel basamak mevcuttur. Bunlar sirasiyla:

denaturasyon, baglanma (annealing) ve uzama (extension) agsamalaridir.
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Denatiirasyon: Cift zincirli DNA’nin tek zincir haline getirildigi basamaktir
Buna gore ilk adimda, ¢ogaltilacak olan DNA, denature edilerek tek zincirli
hale getirilir. Oligonukleotid primer, i1siya dayanikli bir DNA polimeraz ve 4
adet dNTP’den olusan reaksiyon karisimi i¢cinde bulunan DNA, 90-95°C’de 1
dakika sureyle isitilarak denature edilir (Vanfleteren, 2004; Altinisik 2008)
(Sekil 1. 30).

e N

— /

Sekil 1.30. Denatirasyon (Enigma, 2008).

Baglanma (annealing): Primerlerin baglandigi basamaktir. Sicaklik 50 ila
70°C arasinda bir degere dusurulir ve primerlerin tek zincir haline getirilmis
DNA'ya baglanmasi saglanir. Bu primerler, 15-30 nukleotid uzunlugunda
yapay oligonukleotidlerdir. Cogaltilacak olan DNA bdlgesinin uglarindaki
tamamlayici dizilere 6zgul olarak baglanarak kalip DNA'nin sentezi igin
baslangi¢ noktasi gorevi yaparlar (Vanfleteren, 2004; Altinisik 2008) (Sekil 1.
31).



65

LN ,f.l I...: - T lerraleriadl L ’ & J

Sekil 1.31. Baglanma (Enigma, 2008).

Uzama (Extension): DNA polimeraz enzimi tarafindan zincir uzamasinin
gerceklestirildigi basamaktir (Sekil 1. 32). DNA sentezi 70 ila 75°C arasinda
gerceklesir. Polimeraz enzimi, nukleotidleri 5° ucundan 3" ucuna dogru
ekleyerek, primerlerin uzamasini saglar ve hedef DNA’nin iki zincirli
kopyasini olusturur (Vanfleteren, 2004; Altinigik 2008).

_.-. 5 _I | | ) A

Sekil 1.32. Polimeraz enzim baglanmasi ve zincir uzamasi (Enigma, 2008).
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1.8.1. Taq Polimeraz

PCR reaksiyonlarinda onceden polimeraz enzimi olarak E. colinin DNA
polimeraz enziminin Klenow Fragmenti kullanilmaktaydi (Arnheim ve Erlich
1992; Olgun, 2007). Klenow Fragmenti sicaklida dayanikli olmadigindan
dolayl, her PCR déngusinde denatlrasyon asamasindan sonra yeniden
enzim ekleme zorunlulugu duyulmaktaydi. Bu durumun Ustesinden
gelebilmek icin sicak su kaynaklarinda yasayan Thermus aquaticus
bakterisinden DNA polimeraz enzimi izole edilmigtir. T. aquaticus’dan sicaga
dayanikli DNA polimeraz enziminin izolasyonu, primer baglanmasi ve
uzatilmasinin yuksek sicakliklarda uygulanmasina izin vermistir. BOylece
hedef olmayan sekanslarda, yanlis baglanmalar azalmistir. Bu enzimin
bulunmasinin diger bir avantaji da sicakhgi kontrol edilebilen otomatik PCR

makinelerinin kullanilabilmesine olanak saglamasidir (Vanfleteren, 2004).

PCR, bir zincir reaksiyonudur, ¢unku yeni DNA zincirlerinin sayisi her
dongude iki katina ¢ikar ve yeni zincirler bir sonraki dongude kalip gorevi
gOrir. Bir dongu 4-5 dakika surer ve pek ¢ok kez tekrar edilir. 20—30 dongu
sonunda, DNA miktarinda yaklasik 1.000.000 kez artis olur. islem, s
dongusu (thermocycler) denilen makinelerde, dongu sayisi ve sicakliklari
onceden belirlenen programlarla otomatik olarak gergeklestirilir (Sekil 1. 33)
(Vanfleteren, 2004; Olgun, 2007; Altinisik 2008).
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Sekil 1.33. PCR reaksiyonu (Olgun, 2007)

1.8.2. PCR Avantaijlari

Polimeraz Zincir Reaksiyonu U¢ sekilde karakterize edilebilir: segicilik,
duyarlilik ve hiz. PCR ile yapilan klonlama iglemi, konak hucre ile yapilan
klonlama igleminden daha avantajlidir. PCR reaksiyonu hizlidir ve konak ile
yapilan klonlama islemi haftalar alirken, PCR ile yapilan klonlama islemi
birka¢ saat icinde tamamlanabilmektedir. PCR primerleri, bilgisayar program
destekli aletlerde olusturulabildigi gibi, ticari olarak sentezlettiriimesi de
ekonomiktir (Vanfleteren, 2004; Olgun, 2007).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu ¢ok hassastir ve ¢ok kligcik miktarlardaki
DNA ornegi veya ham, islenmemis hucre lizatlari da mukemmel kaliplar
olarak is gérmektedir. Bu avantajlari ile PCR ydnteminin ¢ok genis kullanim
alanlari mevcut olmakla beraber gesiti PCR yodntemleri de bulunur. Bu
yontemler, kullanilan markere gore adlandiriimaktadir (Olgun, 2007,
Erguden, 2007).
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1.9. Sekanslama Prensibi

Sekanslamanin prensibi, bir genin nukleotid dizisini belirlemektir. Bu nedenle,
dizinin belirlenmesinde PCR Urlinu sekanslamada kullaniimaktadir. PCR’da
oldugu gibi U¢ temel asamada, 30—40 dongu olacak sekilde reaksiyon
gercgeklestirilir. Denaturasyon sirasinda, butun enzimatik reaksiyonlarin
durmasi ile 94°C-98 °C’de DNA sarmalinin agiimasi saglanir. Sekanslama
reaksiyonunda, PCR’da elde edilen standart DNA kopyas! ve primerler
kullanilarak 37°C—65°C araliginda gercgeklestirilen 'annealing' ve 72°C’de
gerceklestirilen extension asamalarindan olusmaktadir (Vanfleteren, 2004;
Altinisik 2008).

1.10. DNA Dizi Analizi Yontemi

Bireyler arasindaki genetik farkliliklarin tespit edilmesinde kullanilan etkin
yontemlerin basinda DNA dizi analizi ydntemi gelmektedir. Otomatik DNA dizi
analiz cihazlarinin geligtiriimesi ve elde edilebilirliklerinin kolaylagmasi
sonucunda molekller biyoloji ¢alismalarinda DNA dizi analizinden
yararlanilmasi gittikge yayginlasmaktadir. DNA dizi analizinin genetik temeli
1970’li yillarda ortaya konan iki farkli ydonteme dayanmaktadir (Vanfleteren,
2004; Altinisik 2008).

Maxam ve Gilbert (1977) tarafindan ortaya konan ve bazi nukleotidlere
(A, T, C ya da G) 6zgu kimyasal kesim reaksiyonu temelinde gelistirilen
yontemdir. Maxam—Gilbert yontemi olarak ifade edilen bu teknikte dizi analizi
yapilacak hedef DNA bdlgesinin u¢ kisimlari radyoaktif madde ile
etiketlenmekte ve bazlara 6zgun noktalardan kesim yapabilen gesitli kimyasal
maddeler ile DNA molekulu 4 ayri reaksiyon alt grubunda incelenmektedir.
Ornegin birinci alt grup, dimetil siilfat ve piperidin ile muamele edilerek
sadece G nukleotid pozisyonundan kesim yapilmaktadir. Bu islemin sonunda

G nuUkleotidi ile son bulan farkhh uzunluklarda DNA parcaciklari elde
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edilmektedir. Daha sonra poliakrilamid jel elektroforezi ile parcaciklar
ayrilmakta ve otoradyografi ile géruntilenmektedir. Diger U¢ nukleotide 6zgu
benzer reaksiyonlar da yapilarak elde edilen parcaciklar jel elektroforezi ile
ayrilmaktadir. En son olarak otoradyografi sonucu goruntulenen bantlardan
yararlanilarak DNA dizisi elde edilmektedir (Sekil 1.34).

Diger taraftan, 1970’li yillarda Sanger ve ark., (1977) tarafindan ortaya
konan ve Sanger yontemi olarak bilinen diger bir DNA dizi analizi yontemi,
gunumuzde kullaniimakta olan otomatik DNA dizi analizi tekniklerinin éncusu
olarak kabul edilmektedir. Bu ydntem laboratuvar ortaminda (in-vitro)
gercgeklestiriien DNA replikasyonu igleminin kontrolli bir gekilde yarida
kesilmesi temeline dayanmaktadir. ikili sarmal DNA tek eksenli hale
getiriimekte ve hedef DNA bdlgesinin bir bolumu ile komplementer olan kisa
bir DNA pargacidi, bu bolge ile hibrit olusturmaktadir. Bu primer/hedef DNA
(template) karisimi DNA polimeraz enzimi tarafindan katalize edilen ve
primere yeni nukleotidlerin ilave edilmesi temelinde 4 ayri reaksiyon alt
grubunda incelenmektedir. Her bir reaksiyonda 4 tip deoksinukleotidlere (dA,
dC, dG ve dT) ilave olarak deoksinukleotidlerde var olan 3' OH grubunu
tasimayan dideoksintkleotidler (ddN) de bulunmaktadir. Yeni sentezlenen
DNA molekulu, ya primerin u¢ kismi etiketlenerek ya da sentez sirasinda
etiketli deoksinukleotid ilave ederek radyoaktif etiketli hale getiriimektedir.
Yeni DNA eksen sentezinin yapilmasi nikleotidlerin serbest 3' OH grubuna
eklenmesi ile devam etmekte ve uzayan eksene ddNTP eklendigi zaman

eksen uzamasi devam edememektedir (Altinigik 2008).

Polimeraz reaksiyonu, ddNTP’lerin nadir ve rasgele ilave edildigi
durumlarda vyudrutiulmekte ve ayrica farkli bazlarda sonlandirilan farkli
uzunluklarda DNA molekllleri seti elde edilmektedir. Maxam-Gilbert
yonteminde oldugu gibi, her bir reaksiyon grubuna ait parcacik seti,
poliakrilamid jel elektroforezi ile ayrilmakta ve otoradyografi ile
goéruntilenerek dogrudan jelden okunmaktadir. PCR yontemi bulunmadan

once, genler biyolojik vektorlere klonlanip, dizi analizi i¢in uygun hale
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getiriimekteydi. Ancak PCR ile bu zor ve zaman alici islemler yapilmadan dizi

analizi reaksiyonunda primerler ile gogaltim yapilmakta ve jel elektroforezi ile

dogrudan sonuca gidilebilmektedir (Avise 2004).

PCR ve DNA dizi analizi islemleri otomatik sistemlerde kisa slrede

yapilmaktadir. Otomatik DNA dizi analizi yapan cihazlarda elde edilen veri

cesitli yazihmlardan yararlanilarak Sekil 1.34’de goruldigu gibi bir bilgisayar

ciktisi seklinde elde edilmektedir.
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N
* Radyoaktif ile ug etiketleme |+ Primerin baglaumast
—_— 5 GATCAGGCTTAACCA 3
+ 4 ayu kesin reakstyony ) iy
+ dayn reaksivona ettketh dNTP, DNA
Kesim polimeraz ve ddNT lermn cklenmes:
ddCTP ddTTP ddATP  ddGTP
) nlsijnia
[&]fed] (][] [=][x][®
CATCA E .c_a .G,_Al' — “w W
GATCAG GATC  GAT  GATCAGG Cwe—w —w Yw
+ Eleldroforez ile paractidann ayrimu + Elektroforez tle paractklarm aynim
G A+G T+C C & I & @
| | |
Vo4 b
— | A — T
= | —|c
— ey o — .
= X - :
— A —_— T
- : - i
_— T === | A
= =|e — 18
— | - g
—_— e & — &
E= i —_ :
— o s g
— = = :
— A — T
T T T s —_
Maxam - Gilbert Yontemi Sanger Yoniemi

Sekil 1.34. DNA dizi analiz yontemleri (Avise 2004).

1.11. Genetik Analiz

Sekanslama ile nukleotid dizi eslesmesi sonucu

organizmalar arasindaki

olasi genetik yakinligin bulunmasi saglanmaktadir. Boylece turler arasindaki

evrim iligkisini belirlemekle birlikte iki organizmanin ortak atalarindan olan

uzakhginin belirlenmesinde de kullaniimaktadir (Vanfleteren, 2004; Altinisik

2008).
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1.11.1. Analiz Yontemleri

Sekanslar arasinda filogenetik iliskinin kontroll iki yontemle yapilir;

a. Fenetik Metot

Uzaklik metotlari temelinde ve sekansdaki benzerlik ile soy agacinin
hesaplanmasidir. Bu hesaplama ile sonuglanan agac dendogram olarak

adlandirihr. Dendogram evrimsel iliskiyi yansitmaz (Vanfleteren, 2004).

b. Cladistic Metot

Parsimony ya da Likelihood metotlari temelinde evrimin olasi farkli yollari ile
soy agacinin hesaplanmasidir. Bu soy agacina cladogram denilir. Cladistic
metot, eslesen her bir pozisyonun kullaniimasiyla yapilan soy agaci evrim
bilgisidir (Vanfleteren, 2004).

1.11.1.1. Filogenetik Analiz

Organizmalarin evrimsel tarihi filogeni olarak adlandirlir. Filogeni s6zcugu
Yunanca “phylon” (kabile) ve “genesis” (koken) kelimelerinden tlretilmistir.
Filogenetik analiz teknigi Alman entomolog Hennig tarafindan 1960’ yillarda
yapilmistir. Filogenetik analiz teknigi ile turlerin, evrimsel olarak birbirlerine

ne kadar yakin olduklari ortaya konulmaktadir (Vanfleteren, 2004).
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1.11.1.1.1.Molekiiler Filogenetik Analiz

a. Nikleik Asit Dizi Analizleri

Organizmalar arasindaki evrimsel farkliliklar, organizmanin genomunda
ortaya cikan mutasyon ile iligkilidir. Genel kural olarak, iki DNA dizisi
arasindaki farkhlik ne kadar ¢ok ise, bunlarin ortak atalarindan farklilasma
zamanlari da o kadar eskiye dayanir. Bu kural, belirli bir gendeki mutasyon
hizinin zaman iginde sabit oldugu, diger bir ifade ile mutasyon hizlarini
duzenleyen bir molekuler saatin bulundugu varsayimina dayanir. Nukleik asit
dizilerine dayali filogenetik analizin ana basamaklari ana hatlariyla asagida

ele alinmaktadir (Vanfleteren, 2004).

b. Homoloji ve Hizalama (Aligment)

Filogenetik analizler, farkh turlerden elde edilen dizilerin karsilastiriimasi
esasina dayanir. incelenecek diziler benzer (homolog) olmalidir. Molekiiler
biyolojik yontemlerle belirlenen homolog diziler alt alta ayni hizada dizilir
(alignment). Bu asamadan sonra, filogenetik agacin olusturuimasinda
kullanilacak yaklasimin belirlenmesi ve adac cizimidir. Son olarak belirlenen
filogenetik aga¢ Uzerinden degerlendirme ve yorum yapilir (Vanfleteren,
2004).

c. Benzerlik (Homoloji)

Evrimsel olarak ayni atadan koken alan dizilerin birbirleri ile homolog
olduklari kabul edilir. Kargilagtirilan iki dizinin ortak atadan koken alip
almadiginin bilinmedigi durumlarda, homolog diziler arasindaki benzerligin
rastlantisal olmadiginin istatistiksel olarak gosterilmesi ile belirlenir. Homoloji

baslica iki yolla olusur. Bir tirtn iki tre farkhlasmasi veya ayni genom icginde



73

gen duplikasyonu ile meydana gelir. iki tiire farklilasma da olusan genlere
ortolog, gen duplikasyonu ile olusan genlere de paralog adi verilmektedir
(Vanfleteren, 2004).

d. Hizalama

iki nlkleotid dizisinin karsilastirilabilmesi icin dizilerin hizalanmasi

gerekmektedir.

A dizisi : TGAACTCCACCAAAAA GGAAGACTG
B dizisi : TAGGCTCACGCACCAA CATCATACT

Bu iki dizi bu sekilde hizalanirsa, dizilerdeki yildizla gosterilen sekiz
nukleotidin eslestigi (match) gorulmektedir. Ancak farkl bir hizalama ile

eslesen nukleotid sayisi on bes olarak belirlenmektedir.

A dizisi : TGAACTC - - - CACCAA AAAGG AAGACTG
B dizisi : TAGGCTCACGCACCAA CAT - - CA TACT

Bu dizilerde (-) ile gosterilen bosluklarin (gap) bir dizideki insersiyonlari
mi yoksa diger dizideki delesyonlari mi gosterdigine karar verilemez. Bu
nedenle, bdyle durumlarda, nétral bir terim olan indel (insersiyon-delesyon)
kullanihr.  Birbirleri ile homolog olmayan iki dizinin bogluklar birakilarak
hizalanmasi riski vardir. Bu risk, o6zellikle ¢ok sayida dizi birbirleri ile
kargilastirildiginda daha da artar. Bunun dnune gegmek icin, birakilan her bir
bosluk igin belirli bir agirlikta ceza puani (gap penalty) ongorulmektedir. Bu
tur hesaplamalar ve hizalama igin bilgisayar programlari gelistirilmistir.
Bunlardan en c¢ok Clustal W, TreeAlign ve BLAST 2 sequence programlari
kullaniimaktadir (Vanfleteren, 2004).
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e. Metrik Skorlama Sistemi

Hizalanan iki dizi arasindaki homoloji, nukleotid ciftleri arasindaki benzerlik
ya da genetik uzakligin (distance) Olgulmesi ile belirlenmektedir.
Karsilastirilan iki dizide benzer olan her nukleotid ¢ifti igin “1”, farkli olan igin
“0” degeri verilir. Uzaklik skoru belirlenirken ise farkli olan her bir nikleotid
cifti icin “1”, farkli olanlar igin “0” degeri verilir. Bir dizi algoritma bu degerleri
kullanarak genetik uzakligi temsil eden bir saylya gevirir. Bu yolla elde edilen
sayl, iki dizi arasindaki evrimsel uzakh@in bir 6lglsti olarak kabul
edilmektedir. Kullanilan farkl skorlama sistemleri icerisinde en yaygin metrik

skorlama sistemi kullaniimaktadir (Vanfleteren, 2004).

f. Veri Tabani Sistemi

Filogenetik analizlerin temelinde homolog dizilerin karsilagtiriimasi yer alir.
Karsilastirma igin 6nceden bilinen veriler kullanilir. Bu veriler, dinya
uzerindeki c¢esitli veri tabani sistemlerinde toplanmakta ve arastiricilarin
kullanimina sunulmaktadir. GenBank verilerine ulasma ve basit
kargilastirmalar yapmaya imkan veren Entrez programina,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ adresinden ulasilabilinir.

Genetik uzakhdin belirlenmesinde, iki dizide yer alan nikleotid
arasindaki genetik uzakhgi o6lgmek icin, karsilastirilan iki dizide farkli olan
nukleotid pozisyonlarinin sayisi ile farkhliklarin sayisi, farkli pozisyonlarin
saylisinin toplam nukleotid sayisina orani ile oran farklilik (p-distance), Jukes-
Cantor, Tajima-Nei, Kimura 2-paranmetre ve Sinonim/nonsinonim

degisimlerinin belirlenmesi yontemleri kullaniimaktadir (Vanfleteren, 2004).
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1.11.1.1.2. Filogenetik Aga¢

Filogenetik iligkilerin ortaya konulmasinda iki temel yaklagim bulunmaktadir.
Bunlardan geleneksel yaklagimda, organizmalarin morfolojik, anatomik,
biyokimyasal ve gelismesel Ozellikleri karsilastirlmasi ile ortaya
konulmaktadir. Molekuler yaklasimda ise farkli turlerin nikleik asit dizilerinin
karsilagtirimasi ile filogenetik iligkiler belilenmektedir. Bu yaklasimlarin
kullanimi ile filogenetik analizlerde elde edilen veriler bir dizi algortim ve
istatistigi islemler kullanilarak filogenetik agac¢ olarak bilinen cizelgelere
donusturilmektedir. Filogenetik adacin dallarindan her biri monofletik bir
grubu belirler ve bu gruplardan her birinin evrim sdrecinin bir agamasinda
digerlerinden fenotipik ya da genotipik dizeyde farkhlastigi duasunulir
(Vanfleteren, 2004).

1.11.1.1.2.1. Filogenetik Aga¢ Olusturma

Homolog diziler hizalandiktan sonra bunlar arasindaki iligkilerin arastirildigi
bircok yaklagim bulunmaktadir. Agagclarin olusturuimasinda dogrudan
dizilerin ya da genetik uzaklhigin kullaniimasi ile olusturulmaktadir. Ayrica
filogenetik agacin olusturulmasinda optimalite (en uygunluk) Olcutlerinin ya
da algoritmalarin kullaniimasidir. “Parsimony” (ekonomi) ve “maximum
likelihood” (maksimum olabilirlik) yontemleri optimalite Olgutleri arasinda en
sik kullanilanidir (Vanfleteren, 2004).

Parsimony, incelenen diziler veya genetik uzakliklar ile uyumlu bir agaci
elde etmek icin gerekli en az mutasyonlarin belilenmesine dayali bir
yéntemdir. ilk olarak morfolojik karakterler igin gelistirilen bu ydéntemde, dort
nukleotidin herhangi bir ¢ifti arasinda evrimsel degisim oldugu var sayilir. Bu
nedenle, yalnizca degisim hizi ylksek olan bdlgeler degerlendirmeye alinir
ve bunlarla eldeki veriler ile en uyumlu agag¢ topolojisi elde edilir. Parsimony

yontemi ile agaclarin olusturulmasinda kesin veya “heuristic” yaklagimlarin
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kullaniimasi ile en uygun agac¢ belirlenir. Bu nedenle “branch and bound”

algoritmi gelistirilmistir (Vanfleteren, 2004).

Maximum likelihood, bir evrim modeli baglaminda, incelenen nukleotid
dizilerinin elde edilme olasihdini maksimalize eden evrim hizi ve soy

agacinin belirlenmesini saglar (Vanfleteren, 2004).

Algoritmik yontemlerden en sik kullanilani  “Neighbor Joining”
yontemidir. Minimal evrim yoOntemine dayanan bu yontemde birbirlerine

genetik uzakhgi en az olan turler birlestirilerek bir filogenetik agag olusturulur.

Filogenetik analizler igcin birgok bilgisayar programi gelistirilmigtir.
Bunlardan en sik kullanilanlari, Phylogenetic Analysis Using Parsimony
(PAUP), Phylogeny Inference Package (PHYLIP) paketidir. Son yillarda da
kullanim kolayligi yonunden yaygin olarak Molecular Evolutionary Genetics
Analysis (MEGA) programi kullanilmaktadir. Bu programlarla, hizalama,
parsimony, maximum likelihood, neighbor-joining gibi birgok yontemin
kullaniimasi ile soy agaclarinin olusturulmasina imkan vermektedir
(Vanfleteren, 2004).

Dunyada ve Turkiye’de farkh iklimsel cografik ve biyoekolojik ortam
kosullarina (Guneydogu Anadolu Projesi [GAP] etkisi?), gére uyum kazanmig
alt tur ve varyetelerinin de olabilecegi gercegi géz 6ninde bulundurularak,
Sanliurfa ilinin cografik konumu nedeniyle, bu il c¢alisma sahasi olarak
belirlenmistir. Calisma kapsaminda bu ilde, GAP’in etkisinin fazla oldugu bir
alanda toplanan akrepler ilk olarak renk varyetelerine gore gruplandirilacak,
her bir grubu temsil edecek akreplerden DNA ekstraksiyonu yapilarak ve

genotiplendirileceklerdir.
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Turkiye A. crassicauda akrep turu perspektifini 6nemli boyutlarda temsil
edebilecedi dusunulen S$Sanhurfa ilindeki bu tarin morfolojik tani
anahtarlarinin olusturulmasi, genetik analizlerinin yapilmasi, Turkiye akrep
faunasinda bulunan turlerle filogenetik iligkisini belirleyecek soy agaclarinin
cikarilmasi, calismada kullanilacak gruplarin birbirleriyle ve ayni soyda
bulunan diger turlerle olan benzerlik ve farkliliklarinin belirlenerek filogenetik

konumunun belirlenmesi konu olarak tespit edilmigtir.

Bu arastirmada, Turkiye'nin Sanhurfa ili Kisas beldesine ait
A.crassicauda’nin mitokondriyel DNA molekllli bakimindan genetik yapisinin
tanimlanmasi, olasi yeni altturlerin belirlenmesi ve bireyler arasindaki
morfolojik ve genetik farkliliklarin tespit edilmesi ve filogenetik konumunun

belirlenmesi amaglanmistir.
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2. GEREG ve YONTEM

Arastirma, Ankara Universitesi Veteriner Fakuiltesi Parazitoloji Anabilim Dali,

Protozooloji ve Entomoloji Laboratuvari’nda yuarutulmastur.

2.1. Gereg
2.1.1. Galigma Sahasi

Bu arastirmada, Turkiye’de Androctonus crassicauda tiranin dagihm
gosterdigi illerin (Gaziantep, Mardin ve Adiyaman) merkezinde bulunmasi
dzelligi ve Orta Dogu Ulkelerine (Suriye) gecis kapisi durumunda bulunan
Sanhurfa ili calisma sahasi olarak belirlenmigtir. Sanliurfa ili  sinirlari

icerisinde Merkeze bagl Kisas beldesinde 6rnek toplanmistir.

2.1.1.1. Galisma Sahasinin Cografik Konumu

Sanliurfa, 30-36 kuzey enlem ve 37—40 dogu boylamlari arasinda yer alir.
Deniz seviyesinden 518 m yuksekliktedir. Sanhurfa'nin yizoélgimu 18.584
km?dir. Bu yiizélciimilyle Tirkiye ylizélcimiinin yaklasik % 3'linii olusturur.
Sanliurfa bu yUzoélguma ile Tadrkiye' nin yedinci buylk sehridir. Doguyu
batiya baglayan bir¢cok tarihi, ticari ve askeri yollarin tzerinde yer almig
olmasi nedeniyle, gegcmiste ve glinimuzde énemli bir ilimiz olan Sanlurfa,
Gulneydogu Anadolu Bdlgesinin Orta Firat béluminde yer alir. Sanhurfa ili,
guneyde Suriye topraklari, batida Gaziantep, kuzeybatida Adiyaman,
kuzeydoguda Diyarbakir, doguda Mardin illeriyle komsudur. Sanliurfa ilinin
baylk bolumdnd, hafif dalgall yayla duzlikleri kaplar. Kuzeydogusunda
yukselen Karacadag, sonmus bir yanardag kutlesi olup zirvesi 1.957 metre ile
ilin en ylksek noktasidir. Karacadag’dan guneye ve guneybatiya dogru il

topraklari algalir ve Suriye sinirlari yakininda yukselti 450 m nin altina duser.
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Bu kesimde Harran Ovasi gibi duzltklere rastlanir. Sanliurfa ilinin akarsulari,

batundyle Firat nehiri havzasinda toplanir.

2.1.1.2. Galisma Sahasinin iklimi

Sanlurfa kontinental (kara) iklim ozelligi gosterir. Yazlari cok kurak ve sicak,
kiglari bol yagisli, nispeten iliman gegmektedir. Sanliurfa matematik konum
itibariyle Ekvatora daha yakindir.  Sanliurfa'nin ortalama yukseltisi ise 518
m dir. Deniz etkisinden uzak bir bolgede bulunmaktadir. Bu nedenle
kontinental iklim oOzelligi agir basmaktadir. Bu oOzellik sicaklik ve yagis
bakimindan kendisini gostermektedir. Atmosfer yeteri derecede nemli
olmadigindan ve karalar daha c¢abuk Isinip daha g¢abuk sogudugundan
Sanlurfa'da gunlik ve yilhk sicaklik farklari siddetlidir. Sanliurfa ilinde
kaydedilen en vyilksek sicaklik 46.8 °C (Temmuz) olarak olgiilmiistir.
Sanlurfa'da en soguk -12.4 °C (Subat) &lclimistir. Sanlurfa'da yillik
ortalama yagis 462 mm olarak hesaplanmigstir. Yillik ortalama sicaklik 18.6
°C, buharlasma 2048 mm, riizgar hizi 2.8 m/sn'dir (Meteoroloji Bélge
Mudarlagu, 2008).

2.1.1.3. Guneydogu Anadolu Projesi’sinin (GAP) Calisma Sahasindaki
Ekosisteme Olan Etkisi

Sanliurfa, dinyanin ve Turkiye'nin en dnemli bolgesel kalkinma projesi olan
GAP'In merkezi durumundadir. GAP’In ekolojik etkileri Uzerine sistemli
olarak yapilmig detayh bilimsel veriler bulunmamakla beraber, mevcut bazi
calismalarda konu irdelenmistir. Bdcek turleri bakimindan oldukga zengin
olan GAP bdlgesinde 06zellikle Odonata, Orthoptera tlrleri dnemli bir yer
tutmaktadir. Bolgenin barajlardan dolayi gittikce nemli bir yapi kazanmasi

bdcek faunasi Uzerine etki yaptigi ¢esitli calismalarla ifade edilmisitir. GAP
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projesine bagl olarak bitki deseninde ve gevre sartlarinda olmasi beklenen
degismeler sonucu bolgedeki bitkilerde tespit edilen zararli boceklerle
onlarin predatorlerinde de artiglar olacaktir. Hatta daha 6nce bu bdlgede
yayllis gostermeyen ancak bitki deseninde olmasi beklenen degdisimlerle
birlikte bdlge faunasina yeni bdcek tlurlerinin gelmesi de olasidir. Diger
taraftan GAP ile yilda iki defa yapilan ekimlerle 6zellikle pamuk ekiminin
yayginlasmasi ile taban suyu seviyesi zamanla artmistir (Unli, 2008). Séyle
kKi; suyu seven pamuk ekimiyle bol su verilmesine bagli olarak topragin
altinda bulunan "taban suyu" ylkselmesiyle Sanliurfa’'ya bagl Kisas Beldesi

iIkdgretim Okulu’nu su basmistir (Kadioglu, 2008).

2.1.2. Morfolojik Olgiimlerde Kullanilan Arag ve Geregler

Aragtirmada kullanilan akreplerin morfolojik ozelliklerin
belirlenmesinde stereo-mikroskop (Stemi 2000-C ZEISS / KL 1500 LCD),
géruntilenmesinde dijital fotograf makinesi (Canon G5), morfolojik
Olcumlerinin  kaydedilmesinde, 0.01 mm hassasiyetli dijital kumpas
(Shenzhen LEO Electronics Co., Ltd-China) kullaniimigtir.

2.1.3. Genetik Calismada Kullanilan Arag¢ — Gerecler ve Kimyasallar

2.1.3.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu amaci ile kullanilan malzeme ve kimyasallar Cizelge 2.1°de

verilmigtir.
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Cizelge 2.1. DNA izolasyonunda kullanilan ara¢ ve geregcler.

DNA izolasyonunda Kullanilan Arag ve Geregler

Adi Modeli

pH Metre Mettler Toledo -340

Sivi Azot Tanki 34XT-Taylor Wharton
Hassas Terazi Sartorius- L2200 S
Porselen Havan Rosenthalg-Bavaria 182
Aliminyum Folyo Catering Foil 500x75 mm
Ependorf Tip (1.5 — 2.0 ml) QIAGEN GmbH

Su Banyosu Niive (30-110 °C)
Sogutmali Santrifijj Sigma-202MK

Otomatik Pipet (10ul — 20 pl - 200ul — 1000 pl) Eppendorf-Reference
Pipet Ucu ((10ul — 20 pl - 200ul — 1000 i) Cornig Incorperated
Calkalayici-Votrex Permenant-Fete

Isiticih Magnetik Karistiric IKAMAG® RCT
Membran Filtre Milipore-45 pl

Kapakh Cam Sise (100 ml) BORO 33

Erlen Mayer (200 ml) Teknik Cam

Mezir (100 ml) Teknik Cam

Sogutucu-Dondurucu Kombinasyonlari (+ 4/-20 oC) | LABCOLD

DNA izolasyonunda Kullanilan Kimyasallar

Adi Uretici-Cas No:

Tris Base aMRESCO- 77-86-1
HCI (Hidroklorik asit ) Merck- K25410314
EDTA (Etilendiamin tetraasetikasit) aMRESCO0-6381-92-6.
NaOH (Sodyum hidroksit) Merck- 048 787662
COONH4-CH3 (Amonyum Asetat) Merck-631-61-8

SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) aMRESCO-151-21.3
Rnase A Promega- A797A
Phenol/ Kloroform/Isoamyle aMRESCO- 2266B024
Proteinase K (20 mg/ml) QIAGEN GmbH
Ethanol absolut Merck- K14422083
Elution Buffer QIAGEN GmbH

2.1.3.2. PCR Amplifikasyonunda Kullanilan Malzeme ve Kimyasallar

Bacaktan izole edilen spesifik DNA amplifikasyonu ve sekanslamasi amaci
ile gerceklestirlen PCR ydnteminde kullanilan malzeme ve kimyasallar

Cizelge 2.2’de verilmistir.
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Cizelge 2.2. PCR ydnteminde kullanilan malzeme ve kimyasallar.

PCR Amplifikasyonunda Kullanilan Ara¢ ve Geregler

Adi _ Modeli
Thermocycler Biometra® TGradient
PCR reaksiyon tiipl QIAGEN GmbH
Ependorf Tip (1.5 —2.0 ml) QIAGEN GmbH
Sogutmali Santrifij Sigma-202MK

Otomatik Pipet (10ul — 20 pyl - 200ul — 1000 pl)

Eppendorf-Reference

Pipet Ucu ((10ul — 20 pl - 200ul — 1000 pl)

Cornig Incorperated

Calkalayici-Votreks

Permenant-Fete

Sogutucu-Dondurucu kombinasyonlari (+ 4/-20 °C)

LABCOLD

QIAquick PCR purifikasyon kiti

QIAGENTM GmbH

PCR Reaksiyon Reagentleri

Adi

Uretici

PCR-Buffer

10 x Promega, USA

MgCl, (Magnesiumchlorid)

25 mM, Promega, USA

Deoxyribonukeotidtriphosphate

dATP, dCTP, dGTP, dTTP, herbiri 100 mM.

Taq DNA Polymerase

5 U/ul, Promega, USA

Primer F

Alpha DNA (74930 pmol)

Primer R

Alpha DNA (74045 pmol)

PCR Sekansinda Kullanilan Reagentler

AmpliTag® DNA Polymerase

FS (Perkin-Elmer) dye-labelled terminators

(ABI PrismTM BigDyeTM v.1.1 Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit

Big Dye

Big Dye Extender Buffer

Primer F Alpha DNA (74930 pmol)

Primer R Alpha DNA (74045 pmol)

2.1.3.3. PCR Uriiniiniin Jel Elektroforezde Spesifik Bantlarin

Gorintiilenmesinde Kullanilan Malzemeler

Ekstrakte edilen DNA’nin ve spesifik PCR amplifikasyonu sonunda elde

edilen DNA’'nin jel elektroforezi ile spesifik bantlarin gortuntilenmesinde

kullanilan malzeme ve kimyasallar Cizelge 2. 3’de verilmigtir.
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Cizelge 2.3. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan arag ve gerecler.

Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Arag ve Geregler

Adi Modeli
Hassas Terazi Sartorius- L2200 S
Elektroforez Cihazi Bio-Rad
Glg¢ Kaynagi Biometra- Pack P25
Transilluminator UVP- M-20
Dijital kamera ve Olciim Diizenegi-PC Canon TV 200M
UV Koruyucu Baslik UVC - 803

Otomatik Pipet (10ul — 20 pl - 200ul — 1000 pl)

Eppendorf-Reference

Pipet Ucu ((10ul — 20 pl - 200ul — 1000 pl)

Cornig Incorperated

Calkalayici-Votreks

Permenant-Fete

Sogutucu-Dondurucu kombinasyonlari (+ 4/-20 oC) | LABCOLD

Parafilm American National can
Meziir (50 - 100 ml) Teknik Cam

Erlen Mayer (200 ml) Teknik Cam

Ag_;aroz Jel Elektroforezinde

Kullanilan Kimyasallar

Kimyasal

Konsantrasyon - Uretici

Ethidiumbromid

10 mg/ml, Sigma

Aqarose

Prona-E.U

Tris-Borat-EDTA (TBE)

5 X Promega, USA

Loading Buffer

4,4 ml TE-Puffer, 2 ml Glycerol, 0,6 ml %1’lik
-w/v- Bromphenol mavisi

DNA Marker (0,5 mg DNA/mI, peqGOLD 100 bp DNA-
Leiter, Peqglab, Erlangen)

Bidistile Su

2.2. Yontem

2.2.1. Orneklerin Toplanmasi

Ornekler, hem gece hem de giindizleri gerceklestirilen arazi calismalariyla

elde edilmistir. Gece yapilan arazi ¢alismalarinda, U.V. lamba ve el feneri
yardimiyla kdylerdeki evlerin duvarlarinda, tas ve kayalarin Gzerinde, gundiz

calismalarinda tas ve kaya altlarinda 6rnekler canli olarak ates masasiyla

yakalanmigtir. Canli akrep o&rnekleri

edilerek Ankara Universitesi Veteriner

Protozooloji ve Entomoloji laboratuvarina getirilmistir. DNA ekstraksiyonunda

kullanilacak 6rnek Prendini ve ark., (2002) tarafindan agiklanan kosullarda

muhafaza edilmistir.

plastik kutular icerisinde muhafaza

Fakultesi, Parazitoloji Anabilim Dall,




84

2.2.2. Akreplerin Beslenmesi

Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dali,
Protozooloji ve Entomoloji laboratuvarinda 24 + 4 °C’ de % 50-60 nem
kosullarina sahip laboratuvarda, lokalitelerine gére ayri plastik kutular
icerisinde tutulan canl akrep ornekleri gunlik su verilerek, hamambdceqi
(Blattodea,; Blatella germanica) ¢ekirge (Orthoptera) veya karasinek (Musca

domestica) ile beslenmiglerdir.

2.2.3. Morfolojik Karakterler

2.2.3.1. Akreplerin Gruplandiriimasi

Fenotip Ozelliklerin belirlenmesinde genel Olgut olarak, toplanan ornekler
ciplak goz ile renk varyetesine uygun olarak gruplandiriimistir. Olugturulan
gruplardaki  drneklerin  vicut bdlimlerindeki (prosoma, mesosoma,
metasoma) renk farklilklari degerlendiriimigtir. Stereo-mikroskop altinda
orneklerin vacut bolumlerinin  incelenmesi, Kovafik (1999) tarafindan

tanimlanan teshis anahtarina gore yapiimistir.

2.2.3.2. Morfometrik Olgiimler

Morfolojik 6zelliklerinin tanimlanmasinda, vicut dlgimleri Vachon (1952c;
1952d) tarafindan belirtilen dlgUtlere uygun morfolojik karakterler Gzerinden

yapilmistir.
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2.2.4. Morfometrik Olgiimler istatistigi Degerlendirilmesi

Tam viucut olgumleri milimetrik olarak belirlenmistir. Morfometrik olgim
degerleri ortalama ve standart sapma ile birlikte degerlendirilmistir. Olgiim
verileri SPSS 11 paket programi yardimiyla nonparametrik Kruskal Wallis
Testi ile gruplar arasi farkliliklar analiz edilmistir. istatistiki analiz sonunda
P<0.05 olarak belirlenen parametreler istatistiksel olarak 6nemli kabul

edilmistir.

2.3. Genetik inceleme

Stereo-mikroskop altinda incelenen ornekler, ¢iplak goz ile belirlenen renk
varyetesine gore olusturulan her bir gruptan molekuler genetik analizi igin

ornekler kullaniimistir.

2.3.1. Uygulanan Genetik Teknikler

2.3.1.1. Mitokondrial DNA’nin izolasyonu

Batlin akrep bacagi dokusundan mtDNA'nin elde edilmesinde Sambrook ve
ark., (1989) tarafindan verilen standart yontem uygulanmistir. Standart
protokole gore; steril porselen havanda sivi nitrojen icinde doku ezilmis ve
her bir érnek steril 1,5 ml eppendorf tlpl igerisine alinarak Uzerine yaklasik
10 hacim ekstraksiyon bufferi (10mM Tris-Cl[pH 8.0]; 0.1M EDTA [pH 8.0];
20 g/ml Rnase A; % 10 SDS) ilave ediimigtir. Ornek materyaller
karistirildiktan sonra 37 °C'de 60 dakika (dk) su banyosunda inkubasyona
birakilmistir. inkubasyon sonrasi protease K (100 pg/ml) ilave edilmistir.
Ornekler dlzenli araliklarla girdap olusturulacak sekilde déndurilerek 50
°C’de 180 dk su banyosunda tutulmustur. inkubasyon sonunda oda

sicakhgina getirilen materyallere esit hacimde fenol/kloroform/isoamil
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(24:23:1-v:v) ilave edilerek 6rnek 10 dk boyunca alt Ust edilerek yavasca
karistinimistir. Oda sicakliginda 5,000 x g, 15 dk santriflij edilerek 6rnek iki
faza ayrilmistir. Genis agizli pipet ile sUpernatant (sivi faz) yeni bir tupe
alinmigtir. Alinan sivi faz en az iki defa esit hacimde fenol/kloroform/isoamil
ilave edilerek ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyon érnegi Uzerine 0,2 hacim 10M
Amonyum asetat ve 2 hacim % 100 alkol ilave ederek, girdap olusacak
sekilde dondurulerek karistinimistir. Oda sicakliginda 5,000x g, 15 dk
santrifuj edilerek genomik DNA c¢okturalmuagtur. DNA iki defa % 70 alkol ile
yikanmistir. Eppendorf tlpleri, oda sicakliginda peletlerde en son alkol
kalintisi uguncaya kadar acgik tutulmustur. Peletlere 40 ul “Elution Buffer”
(¢cozme solusyonu) ilave edilmistir. Daha 6nce 50 °C’ ye ayarlanan su
banyosunda 2 dakika bekletilerek DNA peleti ¢ézundurtlmustar. DNA

eppendorf tipleri +4 °C’de muhafaza edilmistir.

2.3.1.2. DNA Miktarinin Belirlenmesi

izole edilen DNA &rnekleri 260 nm dalga boyunda spektrofotometre ile
Olcimu yapilmistir. PCR uygulamalari igin DNA oOrnekleri ¢alisma boyunca

-20°C’de saklanmistir.

2.3.1.3. Agaroz Jelin Hazirlanisi ve Jel Elektroforezi ile Orneklerin
Goruntiilenmesi

DNA ekstraksiyonu sonrasi igin % 1’lik agaroz jel hazirlanmigtir. Bunun igin
0,50 g agarose, 50 ml 1x TBE (Tris, borat, EDTA Buffer) ile karistirilip
mikrodalga firinda kdpUrip saydamlasana kadar bekletilmistir. Saydamlasan
jel Uzerine 2,5 ul Ethidium Bromide (10mg/ml) eklenerek 60 °C’ ye kadar
sogutulan elektroforezis kuveti icerisine dokulerek sogumaya birakilmistir. Jel
soguduktan sonra, igerisinde seyreltimis 1x TBE Buffer bulunan

elektroforezis tankina koyulmus ve 10 yl DNA ornekleri 2 yl 6X ’lik loading
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buffer'la (ylukleme c¢oézeltisi) karistirilarak sirasiyla jeldeki kiglk haznelere
yerlestirilmigtir. Elektrik akiminin gergeklesmesi icin, gu¢ kaynagi 30 dk sure

ile 25 mA ve 50 V’a ayarlanmigtir.

Elektroforez tamamlandiktan sonra gu¢ kaynagi kapatilarak jel
elektroforez tankindan uzaklastiriimis ve UV transilluminatér cihazinda, UV
koruyucu maske ile akreplerden izole edilen mMtDNA o&rneklerinin

dogrulanmasi amaciyla goruntulenmigtir.

2.3.1.4. PCR Amplifikasyonu ve Optimizasyonu

Tuarler arasindaki genetik farklihgin derecesini belirlemek amaciyla mtDNA
16S rDNA genleri kullaniimistir. DNA ekstraksiyonundan sonra, universal
primerler kullanarak PCR metodu ile mtDNA 16S rDNA genleri ¢cogaltilmistir
(Simon ve ark., 1994). Akreplere ait belirli bir gen bolgesinin spesifik olarak
uretiimesi amaci ile Simon ve ark. (1994) tarafindan tarif edilen mitokondriyal
(mt) 16S rRNA gen fragmenti amflikasyonunda kullanilan PCR primerleri;
“Universal” primer 16Sbr ya da LR-J-12887 (Simon ve ark., 1994) akrebe
Ozel versiyonu forward primeridir. Reverse primer Fet tarafindan akrebe 6zel,
sekans dizayina sahiptir. Bu primerler, CGA TTT GAA CTC AGA TCA
(forward, 18-mer) ve GTG CAA AGG TAG CAT AAT CA (reverse, 20-mer)
siralamasina sahiptir (Gantenbein ve ark., 1999). Bu siralamada Drosophila
yakuba mitokondriyal genomunda 12867-12887 ve 13218-13310
pozisyonunu karsilamaktadir (Clary ve Wolstenholme, 1985; Gantenbein ve
ark., 1999). Bunun icin asagida dizinleri verilen universal primerlerden

yararlaniimigtir.

Primerler Alpha DNA (Montreal) firmasindan saglanmistir.

Forward Primer 5-CGATTT GAA CTC AGA TCA-3’ (74930 pmol)
Reverse Primer 5-GTG CAA AGG TAG CAT AAT CA-3° (74045 pmol)
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Liyofilize primerler distile su (RNase free) ile ¢dzindurilerek 100
pmol/ul  yodunlukta hazirlanmis ve az bir kismi da 1:10 oraninda
sulandirilarak 10 pmol/ul (10 uM) yogunluga gekilmis ve —20 °C’de muhafaza

edilmislerdir.

Desoxyribonukeotidtriphosphate’lar (ANTPs) ise, islemler &ncesinde
direktiflere uygun olarak esit miktarda karistirlmis, her bir nikleotid
yogunlugu 10 mM olacak sekilde dNTP-mix hazirlanmis ve yine -20 °C’de

saklanmistir.

PCR amplifikasyon islemi 50ul hacimlerinde reaksiyon
gerceklestiriimistir. PCR amplifikasyon isleminde her bir érnek icin PCR-
Buffer (1x), MgCl, (1,5-3mM), dNTPs-mix (200 uM), forward primer (0,3uM),
reverse primer (0,3uM), Tag-Polymerase (1,25 U), 2 yl DNA ve RNase free
distile su kullanilarak, reaksiyon toplam 50 pl'lik hacimde gergeklestiriimistir.
Hazirlama isleminden sonra tupler vortekslendikten sonra kisa zamanl

santrifuje edilmis ve Thermocycler’e yerlestiriimigtir.

Literatlr verilerine goére (Gantenbein ve ark., 1999; 2000) spesifik
DNA’nin amplifikasyonu amaci ile Thermocyclerda Cizelge 2.4’de verilen

program kullaniimigtir.

Cizelge 2.4. PCR programi.

On denaturasyon 94-95 °C 5 dk 1 tekrar
Denaturasyon 94-95 °C 25 sn

Annealing 48-50 °C 20 sn 35-40 tekrar
Extension 72°C 90 sn
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2.3.1.5. Agaroz Jel Elektroforez ve Spesifik Bantlarin Goruntilenmesi

PCR urdna etidyum bromidli, 1-2 %’lik agaroz jelde (1 X TBE) icerisinde

yurutulerek amplifikasyonun dogrulanmasi amaciyla fotograflanmistir.

2.3.1.5.1. Agaroz Jel’in Hazirlanmasi

PCR Urandnun jel elektroforezde yurutulmesi amaci ile %1-2’lik agaroz jel
hazirlanmistir. Bu amac icin 1 g agarose tartiimis, 100 ml 1xTBE buffer
icerisine karistirilmig ve mikrodalga firinda isitilarak jel haline getirilmigtir.
Daha sonra jel Uzerine 5ul ethidium bromid solusyonu ilavesi ile pipete
edilmig; kimyasalin jele karigmasini takiben jel tankina, uygun taraklar
yerlestiriimis ve hava kabarcigi olmayacak bigimde sivi jel tankina dokulerek
donmasi beklenmigtir. Donan jelden taraklar alinmig, igerisinde TBE
solisyonu bulunan Elektroforez tankina yerlestirildikten sonra tank igerisine
yeteri kadar TBE konarak jelin tamamen sivi igerisine goémulmesi
saglanmistir. Jelde bulunan birinci gézenede 5 upl marker (500 ng DNA),
sonrakilere ise sirasiyla, loading buffer ile karigtirlan PCR Grund konmustur
(2 pl loading buffer + 8 pl PCR Urinu). Elektroforez gi¢ kaynagr 90 V’a
ayarlanmig ve yurume islemi bantlar jelin sonuna 2 cm kadar yaklastiklarinda

sonlandiriimigtir.

2.3.1.5.2. Spesifik Bantlarin Gorintilenmesi

Hazirlama islemi tamamlanan jelde bulunan bantlar transilluminatorde UV

egliginde gorunur hale getiriimis ve dijital goruntileme dizenegi ile

fotograflari ¢ekilmigtir.
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2.3.1.6. PCR Uriiniin Piirifikasyonu

Elde edilen PCR urinun agaroz jelde teyit edilmesinden sonra PCR Urinu
QIAquick PCR pdurifikasyon kiti (QIAGENTM) ile Uretici talimatlarina uygun

olarak purifiye edilmistir.

2.3.1.7. Piirifiye PCR Uriiniin Sekans Siklusu

Her bir sekans siklus reaksiyonu i¢in 200-400ng DNA ornegi kullanilimistir.
Parifiye PCR urinin sekans siklusunda, BigDye sekans siklus Kiti v.3.1'den
8 uL, 3,2 uyM primer, and 10 ng purifiye PCR drunua ile 20 pl'lik hacimde
thermocyclerde  gerceklestirilmigtir. Sekanslama siklus programi,
thermocycler'da, denaturasyon (96 °C’de 10 sn), annealing (50 °C’de 5 sn),
extension (60 °C’de 4 dk) (bu li¢ asama 25 tekrar), ve 4 °C slregen kapanis
Isisi seklinde ayarlanmistir. Sekans Purifikasyonu ethanol ¢oktirme (NaOAc-
EDTA-EtOH) yéntemi ile yapiimistir (RefGen, ODTU- Ankara).

2.3.2. Nukleotid Dizi Egleme ve Filogenetik Analiz

Nikleotid dizi analizi Gen Arastirmalari ve Biyoteknoloji, (RefGen, ODTU-
Ankara) Merkezinde otomatik ABI 3100 Genetik Analizator ile yapiimistir.
Batin DNA sekans analiz sonuglari CLUSTALW (Kumar ve ark., 2004;
Tamura ve ark., 2007), BLAST 2 Sequence (Tatiana ve Thomas, 1999) ve
g0z ile eslestirilmistir. DNA sekans verileri MEGA 4.1 (Kumar ve ark., 2004;
Tamura ve ark., 2007) programi kullanilarak filogenetik analizler yapiimistir.
Analizler grup ici calisilan Ornekler arasinda iligkiyi ve soy agacinin
tanimlanmasi, ayrica Turkiye faunasindaki diger tirlerle ve Androctonus

soyuna bagh turlerle olan iligki belirlenmigtir.
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3. BULGULAR

3.1. Ornekler

Stereo-mikroskop altinda ve c¢iplak g6z ile incelenen o&rnekler renk
variyetesine gore; (Kizihmsi sari (A[n:8]); kizil kahverengi (B[n:7]) ve siyah

(C[n:8]) olmak Uzere Ug gruba ayrilmistir (Sekil 3.1, 3.2).

Sekil 3.1. Renk varyetelerine gore olusturulan gruplar: Siyah ve kizilimsi sari renkli akrepler.
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Sekil 3.2. Calisma 6rneklerinin ventralden gérinimii (Ust: (B) Kizil kahverengi, (A) Kizilimsi
sari ve (C) Siyah).

3.2. Habitat

Calisma sahasinda toplanan ornekler, daha ¢ok kdy iclerinde ya da kdylere
¢ok yakin yerlerde, kerpi¢ (Harran evi), evlerde (Sekil 3.3) harabelerde,
evlere ait ahir ve kilerdeki yiginlar altinda toplanmistir. Daha ¢ok insanlarin
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yasadigi toprak ve saman karisimi ile sivanmig evlerin ic ve dis
cephelerindeki catlak ve yariklarda yagsamaktadir. Gunduzleri aktif olmayip
geceleri bu yarik ve catlaklardan disari giktiklari gézlenmistir (Sekil 3.4).

Ayrica aktif olduklari donemde evlerin ¢evresinde ve arazideki tag altlarinda

bulunmustur.

Sekil 3.3. arran




Sekil 3.4. Orneklerin toplandi§i alanlara (Habitatlari) ait gérintdler (Orijinal).
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3.3. Morfolojik Bulgular

Arastirmada elde edilen morfometrik Olgumlerinin ortanca (X) ve standart
sapma degerleri (S.D) kullanilan o6rneklerin cinsiyetlerinden bagimsiz
yuratilmastir. Gruplarda bulunan o6rneklerin  ortalama toplam vicut
uzunluklari sirasiyla; 92.74 mm (A grubu); 87.57 mm (B grubu) ve 87.04 mm
(C grubu) olarak olgulmustur.

3.3.1. Dis Yapiya Ait Morfolojik Ozellikleri

a. Prosoma

A grubundaki 6rneklerin ortanca prosoma uzunlugu, 13.70 mm iken B ve C
grubundaki 6rneklerin ortanca degerleri birbirine yakin bulunmustur. Prosoma
ortanca uzunlugunun nonparametrik istatistiksel analizde, Kruskal Wallis testi

ile gruplar arasindaki bu farklilik anlaml bulunmustur (p<0.05).

b. Karapaks

Karapaks genis, uzun ve anteriorde hemen hemen duz olmakla birlikte
anterior ve posterior sinirlari belirgin sirali granullerle lateral sinirlar ise

nizami ve yogun kuguk sirali granullerle gevrilmistir.

Karapaksin anterio-lateralinde Ug cift lateral gozlerle birlikte nispeten
karapaksin anterioruna yakin olan lateral gbézlerden daha buyuk bir cift
median goz tespit edilmigtir. Calismadaki o6rneklerin karapaksindaki
karinasyon incelendiginde, frontal karinalarin belirgin oldugu, medianda,
median godzlerin arasindan karapaksin anterioruna ve lateralde bulunan
gozlere dogru birbirinden hilal sekli gizerek uzaklastigr gortlmustur. Ayrica

frontal karinanin median g6ziun bulundugu kisimda timsek olusturdugu ve
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rengin siyahlastigi goérulmustir. Ancak frontal karinalar higbir 6rnekte
karapaksin anterior kenarina ulagsmadigl gibi median gézin arkasinda da
hemen sonlanmaktadir. Bdylece ortasinda bir oluk olusturdugu izlenmistir.
Medio-lateral karinalar ile postero-median karinalar birbirlerine baglanmazlar.
Mid-median ve postero-median karinalar birbirinin devami geklinde ve
“kliclik ve bliylik bir kelebegi” cagristirmaktadir. Diger taraftan frontal, mid-
median ve postero-median karinalara butin olarak bakildiginda izafi olarak

“‘erlene konmus bir kelebek” gorunttsu belirmektedir (Sekil 3.5).

il

Sekil 3.5. Kizil kahverengi ve siyah 6rneklere ait karapaks (A: Frontal karina, B: Mid-median
karina, C: Postero-median karina D:Lateral gdzler, E:Chelicer, F: Kelebek gérinimi, G:
Frontal karinalar arasi oluk H: Erlen gérinimu).
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c. Pedipalpler

Pedipalpler iyi gelismis ve sert kitikallidur. Chelada el, parmaklardan kisa;
parmaklar dorsalden bakildiginda u¢ kisimda hafifce ige kivriktir. Elin
karinalari daha az belirgin; yuzeyi duz ve parlaktir. Chelanin morfometrik
Olcim sonugclarinda, batin gruplarda chelanin yuksekligi eninden fazladir. A
grubundaki orneklerin ortanca chela yuksekligi nonparametrik istatistiksel
analizde, Kruskal Wallis testi ile gruplar arasindaki bu farkhlik anlamli
bulunmustur (p<0.05).

Femur silindirik olup, 5 karinalidir. Batln karinalari iyi gelismis dtzenli
dislidir. Femurun dorsal ve internalindeki interkarinal sahalari ince granullu,
diger yuzeyleri duzdir. Patella, 8 karinali; sadece eksternal median karinasi
az gelismis, neredeyse duz; diger karinalari iyi gelismis ve duzenli diglidir.
internal median karina proksimalde kalin bir discikle baslar ve dentikilleri
distale dogru kagulur (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. Kizil kahverengi 6rnegin sag pedipalpi (a: Hareketli parmak, b: Sabit parmak, c:
manus, d: Patella, f: Femur, e: Trochanter).
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Sekil 3.7. Harekeli parmak (a: Bir terminal grandl, b: Ug distal garnil) ve sirali grandillerin
gorinima.

Tam gruplarda, sag ve sol hareketli parmakta 14, A ve C gruplarinda
her iki sabit parmakta ortalama 13, B grubunda ortalama 14 egik granul sirasi
(Cizelge 3.1) tespit edilmigtir (Sekil 3.7). Sabit parmakta bulunan egik granul
sirasi, nonparametrik istatistiksel analizde, Kruskal Wallis testi ile gruplar

arasindaki bu farklihk anlamli bulunmustur (p<0.05).



Cizelge 3.1. Cephalothorax ve mesosomaya ait morfometrik dlgimler.
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GRUP (n:3) A (n:8) B (n:7) C (n:8)
Parametreler X (mm) +S.D X (mm) +S.D X (mm) +S.D
TU 92.74 4.72 87.57 4.88 87.04 6.38
CEPHALOTHORAX
Pr-U 13.70* 1.13 12.64 1.09 12.86 1.72
PPU 36.93 2.58 25.10 2.20 35.57 3.67
Chu 17.26 1.07 15.34 4.40 16.48 1.21
ChG 3.94 0.34 3.78 0.26 3.79 0.30
Chy 4.79* 0.28 4.48 0.19 4.18 0.43
HP-U 11.82 0.61 11.69 0.85 11.16 0.82
HPDSOL 14.62 0.51 14.85 0.37 14.50 0.75
HPDSAG 14.75 0.46 14.57 0.53 14.50 0.75
SP-U 17.19 1.04 17.70 3.89 16.30 1.39
SPDSOL 13.75 0.88 14.28* 0.48 13.37 0.51
SPDSAG 13.75 0.46 14.28* 0.48 13.37 0.51
PTi-U 9.60 0.62 9.23 0.44 9.02 0.48
PTi-G 4.00 0.24 3.90 0.27 3.70 0.35
PTi-Y 3.40 0.27 3.35 0.15 3.21 0.27
PF-U 8.78 0.40 8.10 0.88 8.18 0.44
PF-G 2.83 0.19 2.49 0.28 2.59 0.24
PF-Y 2.44 0.26 2.30 0.18 2.26 0.21
PTR-U 3.77 0.53 3.90 0.42 3.61 0.29
PTR-G 3.62 0.36 3.19 0.24 3.28 0.36
PTR-Y 3.39 0.28 3.41 0.33 3.42 0.41
KP-U 10.67 0.69 10.20 0.68 10.00 0. 84
KPP-U 6.38 0.50 6.7 0.49 6.46 0.47
KPDU 11.57 0.71 11.13 0.81 10.87 1.29
ST-U 2.10 0.27 2.21 0.27 1.96 0.30
STP-G 0.81 0.11 0.97* 0.12 0.71 0.11
STD-G 2.19 0.30 2.05 0.24 1.80 0.37
Cx ll-U 4.19 0.18 4.28 0.39 4.00 0.32
Cx lll-U 6.84 0.55 6.59 0.67 6.71 0.45
Cx IV-U 12.15 0.86 11.41 1.05 11.90 0.85
PEC-U 9.4 0.61 8.99 0.60 8.80 0.59
PECDA-U 8.57 0.96 8.32 0.68 8.07 01.09
3 35 (n:1) 34-35 (n:2) 33 (n:1)
PECDS Q 25 (n:7) 25 (n:5) 25 (n:7
MESOSOMA (PREABDOMEN)
MS-U 26.75 4.38 35.31 2.60 24.72 2.48
MS-G 13.70 4.72 12.64 1.09 12.86 1.72

*: p<0.05 n: Ornek sayisi; X: Ortanca deger; S.D: Standart sapma
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d. Mesosoma

Yedinci tergit haricinde diger tergitler, orta kisimda bir median ve iki lateral
olmak Uzere toplam ug¢ karinalidir. Birinci ve ikinci tergitdeki median ve lateral
karinalar fazla belirgin olmayan 2-3 granul seklindedir (Sekil 3.8). Median ve
lateral karinalara dorsalden bakildiginda “agik kitap” gorintlsu seklindedir.
tim tergitlerin anterior ve lateral sinirlari kUguk, nizami ve yogun sirali
granuller (kale suru gibi) belirlerken posterior siniri daha iri sirali granuller
belirlenmistir. Ancak birinci tergitin lateralinde sirali granul bulunmamaktadir.
Anteriordan bakildiginda tergitlerin proksimal kisimi purizsiz, parlak “yaka”
ya da “hemsire kepi’ gorunimuinit andirmaktadir. Ayrica tergitlerin genigligi
posteriora dogru orantisal olarak artigi gorulmustar. Diger tergitlerden farkl
olarak VII. tergit bes karinali ve tergitin interkarinal ve lateral kisimlari
granllsiz olmasina kargin lateral kenarlari daha belirgin ve diglidir. Medianda
bulunan karina ise 4-5 kaba granulden olusur. VII. tergit haricinde diger
tergitler, 3 karinalidir. VII. tergit 5 karinahdir (Sekil 3.8). Mesosomaya ait

morfometrik dlcumler Cizelge 3.1’de verilmistir.

Sekil 3.8. Siyah ve kizil kahverengi grubunda bulunan A.crassicauda’nin tergitlerin genel
goérinimu

(o: Karapaks distali, 1: 1. tergit, 2: II. tergit, 3: Ill. tergit, 4: IV. tergit, 5: V. tergit, 6: VI. tergit,
7: VII. tergit, a: Median karina, b: Lateral karina ¢: Yaka ya da kep olusumu, d: e: Kaba sirali
graniiller, f: ince sirali graniiller,
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e. Bacaklar

Gruplar arasinda bacak rengi bakimindan A ve B grubu &rneklerinin
bacaklarin daha c¢ok sternitin rengine yakin olmakla birlikte sari, kirli sari
renginde, C grubundakilerin ise koyu kahve ve siyah renkleri arasinda
degistigi gortlmastir. Tum orneklerde 1. ve 2. ¢ift bacaklarin tibial femur
ekleminde (articulatio genu) nokta, 3. ve 4. cift bacaklarda plak tarzi

kirmizimsi koyu renkli bir alan goériimustar (Sekil 3.9).

Sekil 3.9. Sirasiyla 1. 2. 3. 4. ¢ift bacaklarda Articulatio genu.

Ayrica yine gruplarda bulunan tim 6éneklerin 1. ve 2. ¢ift bacaklarda bir
cift basitarsal mahmuz oldugu, 3. ve 4. cift bacaklarda basitarsal mahmuzla
birlikte tibial mahmuz da tespit edilmistir (Sekil 3.10). Tim bacaklarda
telotarsus ve basitarsusda yogun kalin killarin (stea) oldugu goéruimustar.
Yurime bacakalarin coxa uzunluk olgimleri Cizelge 3.1’de goruldugu gibi

tim gruplarda en uzun coxanin 4. ¢ift bacaga ait oldugu bulunmustur.
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Sekil 3.10. Birinci cift ylrime bacagin genel gérinimu (Alt sekil), basitarsal ve tibial
mahmuz ile basitarsus ve telotarsusda bulunan stea (Ust sekil).

f. Eseysel Dimorfizm

Erkekte en bariz Ozellik, tarak organi daha uzun, genis ve dis sayisinda
farklilk vardir. Bazi érneklerde tarak organin uzunlugu, IV. coxa’nin boyuna
erismektedir (Sekil 3.11). Bu arastirmada erkeklerin tarak organinda 33-35
dis sayisi, digilerde de ortalam 25 dis sayisi tespit edilmigtir. Morfometrik

Olcumler Cizelge 3.1’de verilmistir.
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Sekil 3.11. Erkekte IV. coxa’nin boyuna erigen tarak organi.

g. Metasoma

Metasomanin morfometrik 6lcim bulgulari Cizelge 3.2'de verilmigtir.
Metasomanin tUm segmentleri genis, kalin ve dorsalden posteriora dogru
yuksekliginin arttigi tespit edilmistir. Calismada kullanilan tim érneklerde, IlI.
ve V. segmentlerin en kalin olan metasomal segmentler oldugu gorulmustur.
Ancak gruplar arasi karsilastirmada C grubunun IV. segmentinin ortanca
yuksekligi nonparametrik istatistiksel analizde, Kruskal Wallis testi ile gruplar
arasindaki bu farkhlik anlamli bulunurken (p<0.05) grup igindeki &lgim
degerleri ile de parallelik gorulmustur. Yani tum gruplarda V. Metasomal
segmentlerin  genisligi  yuUksekliginden fazla oldugu  goérulmustur.
Metasomanin V. segmentinden bagslayan dijer segmentlere oranla telsona

dogru bir daralmanin oldugu belirlenmistir.

Batin metasomal segmentlerin  uzunluklari bu segmentlerin
genisliklerinden ve yulksekliklerinden fazla oldugu bulunmustur. Butin

gruplarda, metasomal segmentin ortasinda yer alan |ll. segment yuksekligi
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en fazla olan segment oldugu gorulmastir (Sekil 3.12). Segmentlerin dorsal
ylzeyi puruzsuz, parlak ve anteriordan posteriora dogru yukseklikle paralel

bir derinlik kazandig1 gorulmustur.

3 S

S s

MES | NS I Mt

Sekil 3.12. Metasomal segment (a: Dorsal karinalar, b: Lateral karinalar, c: Segmentlerin
dorsal ylizeyi).

ilk metasomal segmentte 10 tam karina olmasina karsin Il. — IV.
segmentlerde 8 karinanin oldugu gozlenmistir. Tum segmentlerde dorso-
median karinalarin iyi gelistigi ve ¢ok belirgin oldugu kaydedilmistir. Bu
belirginligin de diger segmentlere oranla ozellikle Ill. ve IV. segmentlerin

distal ucundaki son dentrikullerde oldugu izlenmistir.

Lateral inframedian karinalar Il. ve Ill. segmentlerde sadece distal ugta
2-3 belirgin granule segmentin 1/3 kadar uzanmaktadir (Sekil 3.13). Diger
taraftan, IV. ve V. segmentlerde lateral karinalar bulunmamaktadir. Bu
nedenle, V. metasomal segment bes karinalidir. |I. ve IV. ventro-median
karinalar iyi gelismis ancak V. segmentte proksimalden distale dogru
kUgulerek seyreden 5-7 belirgin granul bulunmaktadir.
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Sekil 3.13. Il. ve lll. metasomal segment (a: Dorsal karinalar, b: Lateral karinalar, c: Lateral
inframedian karina, d: Ventro-lateral karina).

Telson diger segmentlere gore kiuguk olup kese ile ignenin birlestigi
kisimda koyu kahverengi-kizil renginde ve igne tamamen siyahtir. ignenin
uzunlugu vezukilden kisa ancak genigliginden de fazladir. Telson da
vezikulln ventralinde V. segmentin devami gibi goruinen bir ventro-median ve
iki ventro-lateral granul sirasi izlenmigtir. Bu granul siralari arasi da bir serit
gibi gorulmektedir (Sekil 3.14). Telsonda ignenin morfometrik dlgllerinde A
ve C grublarinda ignenin uzunlugu yakin bulunurken B grubu érneklerin igne
ortanca uzunlugu farkh bulunmustur. Gruplar arasindaki bu farklilik
nonparametrik istatistiksel analizde, Kruskal Wallis testi ile de anlaml

bulunmustur (p<0.05).
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Sekil 3.14. V. metasomal segment ile telsonun dorsalden ve lateralden gérinimui (a:
Ventro-lateral granll sirasi, b: Ventro-median granul sirasi, c: Granuller arasi serit, d: AnUs,
e: Ventro-lateral karinalar, f: Ventro-median karina).

Cizelge 3.2. Metasomal morfometrik dlgtimler.

GRUP (n:3) A (n:8) B (n:7) C (n:8)
Parametreler | X(mm) | %S.D X(mm) | £S.D X(mm) | £S.D
METASOMA (POSTABDOMEN)

MTT-U 52.70 3.61 51.03 3.37 50.35 2.52
MT I-U 7.95 0.48 7.56 0.43 7.10 1.25
MT I-G 7.28 0.53 6.9 0.32 7.20 0.79
MT I-Y 6.55 0.36 6.07 0.35 6.10 0.45
MT II-U 8.48 0.49 8.23 0.49 8.14 0.45
MT II-G 7.74 0.42 7.40 0.27 7.40 0.53
MT II-Y 7.06 0.42 6.60 0.68 6.29 1.29
MT llI-U 8.76 0.56 8.50 0.39 8.49 0.54
MT llI-G 8.17 0.45 7.86 0.41 7.59 0.65
MT llI-Y 7.78 0.41 7.34 0.45 7.37 0.65
MT IV-U 9.60 0.56 9.38 0.58 9.22 0.50
MT IV-G 8.00 0.49 7.68 0.48 7.48 0.48
MT IV-Y 7.78 0.53 7.11 0.48 6.95* 0.64
MT V-U 9.92 0.60 9.53 0.51 9.41 0.63
MT V-G 7.73 0.37 7.00 0.28 6.95 0.40
MT V-Y 5.54 0.33 5.07 0.35 5.12 0.47
TLS-U 10.64 0.75 10.09 0.57 10.01 0.97
i-U 3.63 0.32 5.46* 0.43 3.53 0.42
K-U 6.22 0.45 5.86 0.33 5.51 0.54
K-G 4.34 0.41 4.03 0.32 4.03 0.45
K-Y 3.57* 0.25 3.2 0.17 3.29 0.26

*: p<0.05 n: Ornek sayisi; X: Ortanca deger; S.D: Standart sapma
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Arastirmada elde edilen morfometrik sonuglarin nonparametrik
istatistiksel analizinde, Kruskal Wallis testi ile gruplar arasi anlaml (p<0.05)

bulunan parametreler ve istatistiki sonuglar Cizelge 3.3'de verilmistir.

Cizelge 3.3. Nonparametrik istatistiksel analizde, Kruskal Wallis testi ile gruplar arasi anlamli
bulunan fakliliklar.

Parametreler Ki-Kare P Anlamlilik Degeri
Pr-U 14.918 0.001 P<0.05
CH-Y 10.540 0.005 P<0.05
SPDSOL 6.064 0.048 P<0.05
SPDSAG 8.511 0.014 P<0.05
STP-G 10.698 0.005 P<0.05
MT V-Y 7.161 0.028 P<0.05
i-u 14.551 0.001 P<0.05
K-Y 6.354 0.042 P<0.05

3.3.2. i¢ Yapiya Ait Morfolojik Ozellikleri

3.3.2.1. Sindirim ve Bosgaltim Sistemi Bulgulari

Orneklerde, tergitlerin kalip izini tasiyan ve kalbin her iki yaninda
preabdomen boyunca uzanan blyuk sindirim bezi bulunmaktadir (Sekil 3.15).
Ayrica, pedipalpler ile birinci ve ikinci yurume bacaklarinin dip pargalari
arasinda, atriyumun iginde ve bir Ust dudagin altinda ¢ok kiguk agzi vardir.
Emici farenksden sonra kisa yemek borusu ile median hatta dar ve uzun bir
orta bagirsaktan sonra metasomal segment igerisinde uzanarak V.
Metasomal segmentin hemen 6nunde anal agiklik olarak sonlanmaktadir
(Sekil 3.14). Bosaltim organlarindan biri olan bir ¢ift coxa bezleri
cephalothoraxta diyaframin hemen éniinde yer almistir. Uglincl ¢ift bacagin
vlucuda baglandigi yer olan, Ill. coxanin altinda yuvarlak ve yuzeyi puruzsuz
coxal bezler ile kuguk oval ve halka seklinde lenfatik bezler goralmustar
(Sekil 3.16).
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Sekil 3.16. Sinir sistemi a: Pedipalpler, b: Apodeme, c: Farenks, d: e: Beyin f: Optik
Sinirler, g: Kas, h: Coxal bez, i: Diafram, k: Bagirsak, L:Sinir sistemi, m: Oviduk.
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3.3.2.2. Solunum Sistemi Bulgulari

Preabdomen’in Gguncu, dorduncu, besinci ve altinci sternitlerine tamamen

gbmulmds ve vilcudun ventral yuzinde eliptikal sekilde purizsuz kitap
trakeler tespit edilmistir (Sekil 3.17).

Sekil 3.17. Preabdomenin ventral ylzinde bulunan kitap trakeler

3.3.2.3. Dolagim Sistemi Bulgulan

Dorsal yuzeyi acgilan akrep 6rneginde ilk gérinen sirt tarafta batin
preabdomen boyunca uzanan kalp gorulmustar. Kalbin bilateral ventrodorsal
ligamentlerle desteklendigi gorulmagtir. Vucuttan ayrilan kalpte lateral
kisimda alti ¢ift ostiyumlu ve dorsal de ¢ift olarak segmental arterler gikmigtir
(Sekil 3.18-19).
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Sekil 3.18. Kalp ve eslik eden yapilar (A: Anterior aort; B: Kalp, C: Posterior aort; e: Ostium,
d: Segmentel arterler).

Sekil 3.19. Kalp, ostium ve segmentel arterler.
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3.3.2.4. Genital Organlar

Genital sistem organlari, preabdomende sindirim bezleri arasina gomulmasg
olarak bulunur. Ovaryumun biri ortada ikisi de yanlarda olmak Uzere
uzunlamasina Ug¢ ana boru (oviduk) seklinde posteriora dogru uzanmaktadir
(Sekil 3.20-1). Bu U¢ ana hat, bes enine borucukla sekiz adet gbzenek
olusturarak birbirbirlerine baglanmiglardir (Sekil 3.20-2). Akrebin ventro-
dorsal i¢ yuzeyi sekiz ligament ile baglanmistir. Ligamentlerin her biri de bu
gbzeneklerden ge¢cmektedir. Oviduk duvarinda tomurcuk benzeri kugik
kireler seklinde ¢ok sayida olgun yumurta foliktlleri goraimustir (Sekil 3.20-
3). Yanlarda uzanan oviduklar, proksimalde sperm hazinesi meydana
getirmek Uzere genigledikten sonra birleserek, genital operkllin altinda

bulunan bir tek delikle disari agilmaktadir. Erkek bireylerde de genital plak

ortadan iki yana acilirken (Sekil 3.21) Disilerde tek pargca halinde yukari
kalkmaktadir.
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Sekil 3.20. Genital sistem (Siyah grup). 1-2-3: a: Sperm hazinesi, b: Oviduk,
c: Ovum, d: Diafram, e: Pleural membran, f: Sinir sistemi.

Sekil 3.21. Erkekte genitak plak ve spermatophorenin digari ¢iktigr aciklik.
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3.3.2.5. Sinir Sistemi Bulgulari

Karapaksin altinda bulunan beyinden ¢ikan bir ¢ift optik sinir median gézlere
baglanmistir (Sekil 3.22). Sinir sistemi, sindirim sistemine paralel olarak
posteriora dogru uzanir. Sinirlerle beyine bagl olan gangliyondan sindirim
borusuna giden ve visseral sinir sistemini olusturan sinir dallarina ayrilmistir.

3.3.2.6. Gozler

Median gdzler bir ¢ift optik sinir ile dogrudan beyine baglanmistir. Median

gOzler siyah renkte ve ¢ok sayida ocellerin grup halinde birlesmesi sonucu
olusmustur (Sekil 3.22).

Sekil 3.22. Optik sinirler (a) ve median gozler (b).
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3.4. Molekiiler Genetik Analizi DNA Ornek Konsantrasyonlari

Molekuler genetik analizi icin her grubu temsilen tU¢ Ornek (genetik analiz
ornek kodlari; A1: 3, A2: 4, A3: 5, B1: 7, B2: 8, B3: 9, C1: 12, C2: 16, C3: 17)

kullaniimistir.

3.4.1. DNA Ornek Konsantrasyonlari

Spektrofotometre oOlgimi sonucu DNA miktari sonuglar Cizelge 3.4’de
gbsterilmistir. izole edilen DNA miktarlari 9 pg/ml ile 0.5 pg/ml arasinda
degismigtir. PCR uygulamalari icin DNA 6rnekleri 100ng/ul'ye seyreltiimis ve

¢alisma boyunca -20°C’de saklanmistir.

Cizelge 3.4. Calismada kullanilan A-B ve C gruplarina ait DNA &rneklerinin
spektrofotometrik 6lglim sonuglari ve son konsantrasyonlari.

Grup Ornek No DNA Miktari (ug/ml) Son Konsantrasyon

1 4.9
3.0
4.9

A

7.0

3.7 100ng/pl
0.5

1.25
1.05
9.0

[oy)
WIN|=]W|IN]=]w]|dN

3.4.2. Jel Goruntiileri

M A1 A2 A3 B1 B2 Bl 1 c2

Sekil 3.23. Orneklerden izole edilen DNA'larin jel gorintisi. Marker (M [100’er bazlik DNA
merdiveni]).
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Literatur verilerine gore (Gantenbein ve ark., 1999; 2000) PCR amplifikasyon

programi sonunda spesifik DNA amplifikasyonu saglanmamistir. Bu nedenle

Cizelge 3.5’de goruldugu gibi farkli MgCl, konsantrasyonlarinda ve baglanma

sicakhginda PCR kosullari dizenlenmisgtir.

Cizelge 3.5. PCR Optimizasyonu.

PCR Optimizasyonu
PCR Program
25 mM Sicaklik Y4 Pongu
™ éngii Icakli aman | gayg)
MgCl; Déngi cc) @ |
3ul On Denaturasyon 94 5 1
(1.5 mM) Denaturasyon 94 1
PCR
SiKLUS 4l 45.0 | 45.3 | 46.1 | 47.4
DONGUSU (2.0 mM) Annealling 48.8 | 50.3 | 51.7 | 53.1 .
5l 54.6 | 55.9 | 56.7 | 57.0 45
(2.5 mM) Extensiyon 72 1.5
6 ul .
(3.0 mM) Son Extensiyon 72 10 1

Optimizasyon islemi tamamlandiktan PCR Urunleri kisa sureli santrifuje

edilmis ve jel elektroforez de yurGtiimustar.

3.5.1. PCR Amplifikasyonu Programi

PCR optimizasyonu sonunda PCR Urdnlerin jel elektroforez goéruntisine

gore uygun PCR amplifikasyon kosullari belirlenmistir (Cizelge 3.6).

Cizelge 3.6. PCR reaksiyon programi.

Asama Sicaklik (°C) Zaman (dk) Dongii Sayisi
On Denaturasyon 94 5 1
Denaturasyon 94 1
Annealling 48 1 45
Extensiyon 72 1.5
Son Extensiyon 72 10 1
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Optimize edilen kosullar ile belirlenen reaksiyon programinda her bir
ornek igin belirtilen reaksiyon karisimi (PCR-Buffer, MgCl,, dNTPs-mix,
primer F, primer R, Tag-Polymerase, Template DNA ve RNase free distile
su) ile toplam 25 pl'lik PCR amplifikasyon iglemi gerceklestiriimistir (Cizelge
3.7).

Cizelge 3.7. PCR reaksiyon karisimi.

PCR Reaksiyon Karigsimi
Final Hacim (ul) Reagen Miktar (ul) Son Konsantrasyon
10 X PCR Buffer 2.50 1X
25 mM MgCl. 4.00 2.0 mM
10 mM dNTP 0.50 0.2 yM
25 Primer F 0.75 0.3 pmol
Primer R 0.75 0.3 pmol
Taq Polymerase (5U/(ul) 0.125 1.25U
Template DNA 0.75 -
Steril Su 15.625 -

Amplifikasyon islemi tamamlandiktan sonra thermocycler’den alinan tupler
kisa slreli santrifije edilmis ve jel elektroforez asamasina kadar +4 °C'de

muhafaza altina alinmiglardir.

3.5.2. PCR Uriin Goriintiilenmesi

l—
—

M A1 A2 A3 B1 B2 B3 €1 C2 C3

Sekil 3.24. Calismada kullanilan &érneklerin primer F ve Primer R ile elde edilen PCR
amplifikasyon drUnlerinin agaroz jeldeki go6runtisi. Marker (M [100’er bazlik DNA
merdiveni]).
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3.6. Dizi Eglestirme (Aligment)

Nukleotid dizilerinin  karsilagtirilabilmesi  icin  dizilerin  hizalanmasi
gerekmektedir. Orneklerin, forward (F) ve reverse (R) primerler ile elde edilen
PCR sekans drundn nikleotid dizi analiz kromotogramlari FinchTV 1.4
(http://www.finchtv.com) programi ile nukleotid dizi verileri goértntilenmistir.
Nukleotid dizilimlerinin eslestiriimesi BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) 2 sekans (Tatiana ve Thomas, 1999) programi

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi) ile yapilmistir.

Diziler hizalandiktan sonra, dizilerdeki eslesmeyen nukleotidin primer
forward ve primer reverse 'deki nukleotide ait kromotogram pik goruntulerinin
g6z ile kontrol edilerek, nukleotid dizilimleri duzenlenmistir. Duzenleme
sonunda yapilan eglesme ile birbirleriyle homolog olan iki dizinin eslestigi

dizilim bolgesi sekans verisi olarak alinmistir.

Sekans verisi, BLAST 2 sekans programi ile érnek dizilimleri ve
Sanlurfa ilinde A. crassicauda (Gen Bank Acc. AJ277598) ait GenBank verisi
ile karsilastirilarak, nikleotid dizilimlerindeki eslesme ve dizideki genetik

varyasyonlar ortaya konulmustur.

3.6.1. A Grubu Ornekleri Dizi Eslestirme

A grubu oOrneklerine ait primer F ve R ile ¢ogaltilan PCR sekans UrUnleri
FinchTV 1.4 (http://www.finchtv.com) programi ile goruntulenerek belirlenen
nukleotid dizisi ve uzunlugu Cizelge 3.8'de verilmistir. Bu arastirmada

nukleotid dizi analizinde A3 6rnegi calisma disi tutulmustur.
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Cizelge 3.8. A grubu drneklerin primer F ve R ile ¢cogaltilan PCR sekans urinu.

ORNEKLER

PRIMER

NUKLEOTID DiZziSi

UZUNLUK (BG)

A1

TGAAAACGACCTTCTTTTTGAACTCTGGAGGATTTTTT
TTTAGTTGATTCAATGAGTTTTACTTTTTAGTAAAAAGG
CTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTATAAAAC
TTTATATTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTAC
ACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAA
ATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATA
GAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTT
AGAAAGTTCTAATTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGAT
GTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAA
AAGGAGGTCTGTTCGACCTTTAAAATTTTCCATGATCT
GAGTTCAAATCGA

396

TAAACCTTTATTTTGAAACTGGAATGATTGAGTAAACC
AGGAGGATTTTTTTTTAGTTGAAGAAATGAATTTTACTT
TTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAA
GACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTTGTTTTTGATTAAA
GGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGG
CTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTA
GAAATTTTAAAATAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAAC
AGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGAG
TTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGC
GCAAAAGCTTAAAAAGGAGGTCTGTTCGACCTTTAAAA
TTTTCCATGATCTGAGTTCAAATCGA

410

A2

TTGGAGACTGGATCGAATGAGTAACCAGGAGGATTTT
TTTTTAGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAA
GGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTATAAA
ACTTTATATTTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATAT
TACACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAA
AAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAA
ATAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCA
CTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGAGTTTATGACCTC
GATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTT
AAAAAGGAGGTCTGTTCGACCTTTAAAATTTTCCATGA
TCTGAGTTCAAATCGA

398

CACGGGGCCAACCGATTTTTATAGCTTTTGCGCAACA
AAAGGTATTTTAATTCAACATCGAGGTCATAAACTCAC
TTGTCAATTAGAACTTTCTAAGTGAATTAAGCTGTTATC
CCTAAAGTAACTTATTTCTATTTTAAAATTTCTAGGTAT
TAAAACAAGTTCGTTTATTTTTTCAAAGAAAGCCTAATT
TCTTCACCGCCCCAGTGTAATATTTTTCCCTTTAATCA
AAAACAAAAAAAATATAAAGTTTTATAGGGTCTTCTTGT
CTAAAAGATGTATTTTAGCCTTTTTACTAAAAAGTAAAA
TTCATTTCTTCAACTAAAAAAAAATCCTCCTGGTTTACT
CTTTCATTCCAGTCTCAAATTAAAAGACTAATGATTATG
CTACCTTTGCACA

399

A3

ATGAAGTAGCTCCTTGGAGCATTTTTTTTTAATTTGATC
ACTGAATTTTACTTTTTAGTAAAGGGCTAAATTCCTTCT
TTAAAACAAAAAACCCTATAAAACTTTAAATTTTTTTGT
TTTTGATTAAGGGGAAAAATATAACCCTGGGGGGGGG
AAAAAATAAGGCTTCCTTTGAAAAAATAACCAACCTGG
TTTTAATACCTAAAAATTTTAAAAAAAAAATAATTTACTT
TAGGATAAACGCTTTATTTCACTTAAAAGGTTCTAATTG
ACAAGTGAGTTAAGGACCCCAAGGTTAATTTAAAATAC
CTTTGGTTGCCCAAAAGCTTAAAAAGGAGGCCGGTTC
AACCTTAAAAATTTCCTGGATTCTGA

372

CCCTCTCCTTAGCCTTTGGCGCATCAAAGGTATTTTAA
TTCACCATCGAGGTCATAAACTCACTTGTCAATTAGAA
CTTTCTAAGTGAATTAAGCTGTTATCCCTAAAGTAACTT
ATTTCTATTTTAAAATTTCTAGGTATTAAAACAAGTTCG
TTTATTTTTTCAAAGAAAGCCTAATTTCTTCACCGCCCC
AGTGTAATATTTTTCCCTTTAATCAAAAACAAAAAAATA
TAAAGTTTTATAGGGTCTTCTTGTCTAAAAGATGTATTT
TAGCCTTTTTACTAAAAAGTAAAATTCATTTCTTCAACT
AAAAAAAAAATCCTCCGGGTTAACTCTTTCATTCCAGC
CTCAAATTAAAAAACTAAGGATAATGCTACCTTTGCAC
AAA

389
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3.6.1.1. A1 Ornegi

A1 6rnegin, F ve R (Reverse Complement [RC]) primerleri ile elde edilen
nakleotid dizilimlerinin online Mega BLAST 2 sekans programi kullanilarak
yapilan eslestirme sonucunda 347 nukleotidin, 345'i birbiri ile eslesmistir (%
99). Bu eslesmede, primer F’in 121. pozisyonunda bir bosluk (% 0) ile 56.
pozisyonunda bulunan “G” nukleotidine karsilik, primer R (RC)'nin 342.
pozisyonunda ki “A” nikleotidinin karsilik geldigi goralmustar (Cizelge 3. 9).

Cizelge 3.9. A1 PCR sekans drinlerinin eglestiriimesi (Query: Primer F- Sbjct: Primer
R(RC)).

Score = 580 bits (314), Expect = le-162 ldentities = 345/347 (99%),
Gaps = 1/347 (0%) Strand=Plus/Minus

Query 51 AATGAITTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTAT 110

LR LR e e e e e e e e e e e el
Shjct 347 AATGABTTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTAT 288

Query 111 AAAACTTTATARTTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAA 169

FEEELEREE e e e e e e e el
Shjct 287 AAAACTTTATARTTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAA 228

Query 170 GAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAA 229

LR NN NN RN RNy
Shjct 227 GAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAA 168

Query 230 TAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAG 289

ELEEERER LR e e e e e e e e el
Sbjct 167 TAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAG 108

Query 290 TGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGG 349

NN NN RN RN RNy
Sbjct 107 TGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGG 48

Query 350 AGGTCTGTTCGACCTTTAAAATTTTCCATGATCTGAGTTCAAATCGA 396

FELRLREER R e e e e e el
Sbjct 47  AGGTCTGTTCGACCTTTAAAATTTTCCATGATCTGAGTTCAAATCGA 1

Primer F ve R ile cogaltlan PCR sekans urlUnlerinin nukleotid
dizilimlerine ait her iki kromotogram goruntileri olasi sinyal hatalarina karsi
goOz ile kontrol edilmisitir. Nukleotid dizilimleri kromotogram verilerine uygun
olarak primer F’in 121. pozisyonunda (Sekil 3.25-28) boglukta “T” primer F’in
56. pozisyonunda bulunan “A” nukleotidleri gorulmustiur (Sekil 3.26-28).
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Sekil 3.25. Primer F — R, PCR sekans urinin 121. pozisyonundaki nukleotid dizilerinin
kromotogram goérintisa.
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Sekil 3.26. Primer F — R, PCR sekans urlGnin 56. pozisyonundaki niikleotid dizilerinin
kromotogram gorintisa.
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Sekil 3.27. A1 drnegdin primer F, PCR sekans Urtininde “T” pozisyonu.
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Sekil 3.28. A1 6rnegdin primer R, PCR sekans iruninde “T” pozisyonu

Duzenleme sonunda tekrar Mega BLAST 2 sekans programi ile yapilan
eslestirmede primer F' in 51- 397 pozisyonunda bulunan nuikleotid dizisi,
primer R(RC) ‘in 1-347 pozisyonunda bulunan nikleotid dizisi ile % 100
esleserek uygun nikleotid dizilimi belirlenmigtir (Cizelge 3. 10).
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Cizelge 3.10. A1 6rnegi primer F ile R (RC) PCR sekans Urlnin dizenleme sonunda
eslestiriimesi.

Query 51  AATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTAT 110

LR e e e e e e e e e e e e e e el
Shjct 347 AATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTAT 288

Query 111 AAAACTTTATATTTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAA 170

FELELEREE e e e e e e e e e e e e el
Shjct 287 AAAACTTTATATTTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAA 228

Query 171 GAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAA 230

LR RN NN RN RN RNy
Shjct 227 GAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAA 168

Query 231 TAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAG 290

LR R e e e e e e e e e e e el
Sbjct 167 TAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAG 108

Query 291 TGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGG 350

. LR e e e e e e e e e e e el
Sbjct 107 TGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGG 48

Query 351 AGGTCTGTTCGACCTTTAAAATTTTCCATGATCTGAGTTCAAATCGA 397

. FELEREL R e e e e e it
Sbhjct 47  AGGTCTGTTCGACCTTTAAAATTTTCCATGATCTGAGTTCAAATCGA 1

A1 6rnegi, 347 bg (51-397) olan nikleotid dizisi,

5.
AATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGA
AGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATA

TTACACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGA
ACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAGAAATAAGTTACTTTAGGGA
TAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGAGTTTATGAC
CTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGGAG
GTCTGTTCGACCTTTAAAATTTTCCATGATCTGAGTTCAAATCGA - 3

olarak belirlenmigtir.

3.6.1.2. A2 Ornegi

A2 6rnegin F ve R primerleri (RC) ile elde edilen nukleotid dizilimlerinin online
Mega BLAST 2 sekans programi kullanilarak yapilan eslestirme sonucunda,
dordu bosluk (gap) olmak Uzere 349 nukleotidin 344’ birbiri ile eslestigi
gorulmastur (Cizelge 3.11).
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Cizelge 3.11. A2 PCR sekans Urunlerinin eslestiriimesi.

Score = 529 bits (286), Expect = 4e-147Ildentities = 344/349 (98%),
Gaps = 4/349 (1%)Strand=Plus/Plus

Query 4 GAGACTGGRATEGAAIGAGTAACCAGGAGGATTTTTTTTTAGTTGAAGAAATGAATTTT 61

PRRREREL F D T PR e el
Shjct 37  GAGACTGGEATHGAABGAGTIAACCAGGAGGATTTTTTTTTAGTTGAAGAAATGAATTTT 95

Query 62  ACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTATAAAACTTTAT 121

TR e e e e e e e e e e e el
Sbjct 96  ACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTATAAAACTTTAT 155

Query 122 ATTTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGGC 181

IEEERERE e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 156 ATTTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGGC 215

Query 182 TTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAGAAATAAG 241

IR e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 216 TTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAGAAATAAG 275

Query 242 TTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGAGTTTATG 301

IR e e e e e e e e e e e e
Sbjct 276 TTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGAGTTTATG 335

Query 302 ACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTETAAAAA 349

FELEREREE e e 1l
Sbjct 336 ACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAA 384

Bu eslesmede, primer F'in 12., 24. ve 344. pozisyonlarda bosluk
olmasina karsilik primer R (RC) de bu pozisyonlarda “A” nukleotlerinin
oldugu goérulmastir. Ayrica primer F’'in 19. pozisyonunda “T” nukleotidine
karsilik, bu pozisyona denk gelen primer R (RC) de “A” nukleotidi ile
eslesmigtir. Diger taraftan doruncu boslugun primer F'nin 15. pozisyonunda
olan “C” nukleotidine karsilik, primer R (RC) 48. pozisyonunda bosluk geldigi
gorulmustir (Cizelge 3. 11). Eslesmeyen nukleotid(ler) her iki kromotogram

goruntusu goz ile kontrol edilmistir.

A2  oreginin  primer R (RC) dizisindeki “TGGHEAT]
GAABGAGTHAAC” niikleotid piklerine ait kromotogram gériintiisiinde 45.,
48., 52., ve 57. pozisyonlarda bulunan nukleotid pikleri (Sekil 3.29) ile bu
pozisyonlara karsilik gelen primer F’ dizisindeki “TGGIATEGAARGAGTH
AAC" nukleotid piklerine (Sekil 3.30) ait kromotogram goruntuleri
kargilastiriimistir.
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piklerine ait kromotogram goéruntusu.
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Sekil 3.30. A2 orneginin primer F'de dizisindeki “TGGJATBGAAGAGTJAAC niikleotid
piklerine ait kromotogram géruntusu.

Farklihgin  oldugu bolgedeki nukleotid dizilim kromotogram
goruntusundeki nukleotidlere ait sinyal verilerine gore uygun nukleotid ile

dizenlenmigtir (Sekil 3.31- 32).
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Horizontal Scale -

Duzenleme sonunda eslestirme tekrarlanan eglestirme ile uygun

nakleotid dizilimi (347/347) belirlenmistir (Cizelge 3. 12).



126

Cizelge 3.12. A2 drnegi PCR sekans Urlnin dizenleme sonundaki eslestirme verisi.

Score = 556 bits (301), Expect = 2e-155 ldentities = 347/347 (100%),
Gaps = 0/347 (0%) Strand=Plus/Plus

Query 4 GAGACTGGAATGAAAGAGTAAACCAGGAGGATTTTTTTTTAGTTGAAGAAATGAATTTTA 63

R e e e e e e e e e e e e e e
Shjct 37  GAGACTGGAATGAAAGAGTAAACCAGGAGGATTTTTTTTTAGTTGAAGAAATGAATTTTA 96

Query 64  CTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTATAAAACTTTATA 123

RN NN RN R NN RNy
Sbjct 97  CTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTATAAAACTTTATA 156

Query 124 TTTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGGCT 183

PELREERER e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 157 TTTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGGCT 216

Query 184 TTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAGAAATAAGT 243

EELEEEEEE e e e e e e e e el
Sbjct 217 TTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAGAAATAAGT 276

Query 244 TACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGAGTTTATGA 303

PO e e e e e e e e el
Shjct 277 TACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGAGTTTATGA 336

Query 304 CCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAA 350

R NN NN RN RNy
Sbhjct 337 CCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAA 383

A2 drneginin nukleotid dizilimi, 347 bg (4-350)

5’-
GAGACTGGAATGAAAGAGTAAACCAGGAGGATTTTTTTTTAGTTGAAGA
AATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGA
AGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATA

TTACACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGA
ACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAGAAATAAGTTACTTTAGGGA
TAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGAGTTTATGAC
CTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAA-3’
(347bc)

olarak belirlenmistir.

3.6.1.3 Grup ici Eslestirme

A1 ile A2 o6rneklerine (347 bg) ait elde edilen sekans verileri Mega BLAST 2
sekans programi kullanilarak ortak nukleotid dizilimi belirlenmigtir (Cizelge
3.13).
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Cizelge 3.13. A1 (Query) ile A2 (Sbjct) 6rneklerinin sekans verilerinin esletiriimesi.

A1 ile A2 ORNEKLERI SEKAS VERILERININ ESLESTIRILMESI

Score = 499 bits (270), Expect = 3e-138 ldentities = 298/298 (100%),
Gaps = 0/298 (0%) Strand=Plus/Plus

Query 1 AATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTAT 60

FEELEERE R e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 50  AATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTAT 109

Query 61  AAAACTTTATATTTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAA 120

FEEEREREE e e e e e e e e e e e e
Sbjct 110 AAAACTTTATATTTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAA 169

Query 121 GAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAA 180

LR RN NN RN RN RNy
Sbjct 170 GAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAA 229

Query 181 TAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAG 240

ELEEE R e e e e e e e e e e e
Sbjct 230 TAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAG 289

Query 241 TGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAA 298

RN NN NN RN RNy
Shjct 290 TGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAA 347

Eslestirme sonunda 298 b¢ % 100 uyum gosteren;

5'-
AATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGA
AGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATA

TTACACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGA
ACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAGAAATAAGTTACTTTAGGGA
TAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGAGTTTATGAC
CTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAA-3’

nukleotid dizilimi A grubunun ortak sekans verisi olarak degerlendirilmigtir.

3.6.2. B Grubu Ornekleri Dizi Eslestirme

B grubu orneklerine ait primer F ve R ile ¢ogaltilan PCR sekans urinleri
FinchTV 1.4 (http://www.finchtv.com) programi ile goruntulenerek nukleotid

dizisi ve uzunlugu Cizelge 3.14’de verilmigtir.
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Cizelge 3.14. B grubu drneklerin primer F ve R ile ¢ogdaltilan PCR sekans Urund.

ORNEKLER

PRIMER

NUKLEOTID DiziSi

UZUNLUK (BG)

B1

CCGTAAAGATGAAATCTGGAGGATTTTTTTTTAGTTGAAGA
AATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAGGCTAAAATACATCTTTT
AGACAAGAAGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTGTTTTTG
ATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAAATT
AGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCT
AGAAATTTTAAAATAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAG
CTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGAGTTTAT
GACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAA
GCTTAAAAAGGAGGTCTGTTCGACCTTTAAAATTTTCCATG
ATCTGAGTTCAAATC

384

TTTAAAGGTCGAAAGACCTCCTTTTTAGCTTTTGCGCACAA
AGGTATTTTAATTCAACATCGAGGTCATAAACTCACTTGTC
AATTAGAACTTTCTAAGTGAATTAAGCTGTTATCCCTAAAG
TAACTTATTTCTATTTTAAAATTTCTAGGTATTAAAACAAGT
TCGTTTATTTTTTCAAAGAAAGCCTAATTTCTTCACCGCCC
CAGTGTAATATTTTTCCCTTTAATCAAAAACAAAAAAATATA
AAGTTTTATAGGGTCTTCTTGTCTAAAAGATGTATTTTAGC
CTTTTTACTAAAAAGTAAAATTCATTTCTTCAACTAAAAAAA
AATCCTCCTGGTTTACTCTTTCATTCCAGTCTCAAATTAAA
AGACTAATGATTATGCTACCTTTGCACA

400

B2

GTATTTATAATTGAGACTGGAATGAATAGTAACCAGGAGG
ATTTTTTTTTAGTTGAAGACATGAATTTTACTTTTTAGTAAA
AAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTATAAAA
CTTTATATTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACA
CTGGGGCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAA
ACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAGAAATA
AGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTC
TAATTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAA
TACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGGAGGTCTGTTC
GACCTTTAAAATTTTCCATGATCTGAGTTCAAATCGA

405

TATGGAAGGTCAGAAAAGACCTCCTTTTTAGCTTTTGCGC
AACAAAGGTATTTTAATTCACCATCGAGGTCATAAACTCAC
TTGTCAATTAGAACTTTCTAAGTGAATTAAGCTGTTATCCC
TAAAGTAACTTATTTCTATTTTAAAATTTCTAGGTATTAAAA
CAAGTTCGTTTATTTTTTCAAAGAAAGCCTAATTTCTTCAC
CGCCCCAGTGTAATATTTTTCCCTTTAATCAAAAACAAAAA
AATATAAAGTTTTATAGGGTCTTCTTGTCTAAAAGATGTAT
TTTAGCCTTTTTACTAAAAAGTAAAATTCATTTCTTCAACTA
AAAAAAAATCCTCCTGGTTTACTCTTTCATTCCAGTCTCAA
ATTAAAAGACTAATGATTATGCTTACCTTTGCACAA

406

B3

TGGGAATGAGTAATCCTGGAGGATTTTTTTTTAGTTGAAG
AACCTGAATTTTACTATTTTAGTAAAAGGCTAAAATACATC
TTTTAGACAAGAAGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTGTT
TTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGA
AATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAAT
ACCTAGAAATTTTAAAATAGAAATAAGTTACTTTAGGGATA
ACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGAGT
TTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCA
AAAGCTTAAAAAGGAGGTCTGTTCGACCTTTTAAAATTTTC
CATGATCTGAGTTCAAATCAGA

390

CAGAAACCTTCCCTTTTTATGCTTTTGCGCACAAAAGGTAT
TTTAATTCCACATCGAGGTCATAAACTCACTTGTCAATTAG
AACTTTCTAAGTGAATTAAGCTGTTATCCCTAAAGTAACTT
ATTTCTATTTTAAAATTTCTAGGTATTAAAACAAGTTCGTTT
ATTTTTTCAAAGAAAGCCTAATTTCTTCACCGCCCCAGTGT
AATATTTTTCCCTTTAATCAAAAACAAAAAAATATAAAGTTT
TATAGGGTCTTCTTGTCTAAAAGATGTATTTTAGCCTTTTT
ACTAAAAAGTAAAATTCATTTCTTCAACTAAAAAAAAATCCT
CCTGGTTTACTCTTTCATTCCAGTCTCAAATTAAAAGACTA
ATGATTATGCTACCTTTGCAC

393
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3.6.2.1. B1 Ornegi

B1 ornegin forward ve reverse primerleri (RC) ile elde edilen nukleotid
dizilimlerinin online Mega BLAST 2 sekans programi kullanilarak yapilan
eslestirmesinde, Cizelge 3.15°de goruldigu gibi primer F’in 33-91 bg
pozisyonunda bir bosluk olmasina karsilik primer R (RC) de 272-331 bg
diziliminde iki, 332- 359 bg¢ dizilimde de iki olmak Uzere toplam 5 bogsluk (%1)
ile 328 nukleotidin 323’i eslesmistir (% 98).

Cizelge 3.15. B1 PCR sekans Urunlerinin eslestiriimesi.

Score = 525 bits (284), Expect = 5e-146 ldentities = 323/328 (98%),
Gaps = 5/328 (1%) Strand=Plus/Plus

Query 33 AGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTIAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGA 91

TR e e e e e P e e e e el
Shjct 77  AGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTHAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGA 136

Query 92  AGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGG 151

FEELREEE e e e e e e e e e e e e e
Shjct 137 AGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGG 196

Query 152 GCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAA 211

LR e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 197 GCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAA 256

Query 212 TTTTAAAATAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAA 271

LR e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 257 TTTTAAAATAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAA 316

Query 272 TTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTHIGTIIGCGCAAAAGCT 331

PR e e e e e il
Shjct 317 TTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTRGTEGCGCAAAAGCT 374

Query 332 [JAAAAAGGAGGTCTBTTCGACCTTTAAA 359

. FEEEELERREn L Pl
Sbjct 375 [BAAAAAGGAGGTCTTTCGACCTTTAAA 400

Eslesmeyen nukleotid(ler) primer F ve R Urunlerinin kromotogram
goruntulerindeki nukleotid sinyalleri goz ile kontrol edilerek nikleotid dizi(leri)

hatalari her iki kromotogram verisinin karsilastiriimasi ile dizenlenmistir.

B1 6rnegi, primer F ile ¢ogaltilan PCR sekans drinin kromotogram
goruntusunde 62.-66. pozisyonda bulunan “A” sinyallerinin ardigik ve yaygan
olmasi nedeniyle 4 adet “A” nukleotidi olarak (Cizelge 3.15) okunmasina
karsilik primer R (RC) PCR sekans Urandn kromotogram goéruntlsin de

degerlendirildiginde, 106.-110. pozisyonda bulunan “A” sinyalin ¢ok net ve 5




130

adet “A” nikleotidinin oldugu gorulmastir (Sekil 3.33). Bu nedenle primer
F'de 62. pozisyonda bulunan “C”

dizenlenmigtir (Sekil 3.34).
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Sekil 3.33. Primer F PCR sekans Urtnin kromotogram gérintisin de 62.66. pozisyonda
bulunan “A” nukleotidlerine ait sinyaller.
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Sekil 3.34. Primer R(RC) PCR sekans Uriinin kromotogram goruntustin de 106.-110.
pozisyonda bulunan “A” nikleotidleri.
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Ayrica, B1 6rnegi, primer F ile ¢ogaltilan PCR sekans Urlinin kromotogram
gorintiisiinde “CTTTHGTEIGCGC” niikleotid dizisinde 362. pozisyondaki
sinyal piklerinin suregen olmasi ve 365. pozisyondaki “T” nukleotidlerine ait
sinyal pikinin genis olmasi nedeniyle eksik okunmustur (Sekil 3.35) ancak
primer F ile ¢ogaltilan PCR sekans Urlinin kromotogram goéruntlsunde Ki
“CTTTHIGTIIGCGC’ niikleotid dizisinde 318. ve 321. pozisyonlarda bulunan
“T” nukleotidlerine ait sinyal piklerinin ¢ok net oldugu gorulmastur (Sekil
3.36).
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Sekil 3.35. B1 ornegi primer R, PCR sekans urtnin 362.-365. pozisyonlardaki “T”
nukleotidlerine ait sinyal piklerinin kromotogram goruntusu.
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Sekil 3.36. B1 Ornegi primer F, PCR sekans urlinlin 318.-321. pozisyonlardaki “T”
nikleotidlerine ait sinyal piklerinin kromotogram goériintisu.
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(328/328) belirlenmigtir (Cizelge 3. 16).

Cizelge 3.16. B1 06rnedi PCR sekans uUrunlerinin  kromotogramdaki nukleotid sinyal

hatalarinin dizenlenmesi sonunda yapilan eslestirme.

Score =

558 bits (302),

Gaps = 0/328 (0%) Strand=Plus/Plus

Expect = 5e-156 ldentities = 328/328 (100%),

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

33

77

93

137

153

197

213

257

273

317

333

377

AGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGA

LR e e e e e e e e e e e e e el
AGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGA

AGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGG

FEELREEE e e e e e e e e e e e el
AGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGG

GCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAA

LR e e e e e e e e e e e e el
GCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAA

TTTTAAAATAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAA

LR e e e e e e e e e e el
TTTTAAAATAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAA

TTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCT

IR et e e e e e e e e el
TTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCT

TAAAAAGGAGGTCTGTTCGACCTTTAAA 360

TEEEEELRE Rt
TAAAAAGGAGGTCTGTTCGACCTTTAAA 404

92

136

152

196

212

256

272

316

332

376

B1 drnegine ait nukleotid dizilimi, 328 bg¢ (primer F; 33-360);

5.

AGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTT
TAGACAAGAAGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTGTTTTTGATTAAAGG
GAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAA
TAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAGAAATAAGTTACT
TTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGAGT
TTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAA

AAAGGAGGTCTGTTCGACCTTTAAA-3’

olarak belirlenmigtir.
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3.6.2.2. B2 Ornegi

B2 6rnegin primer F ve R ile ¢ogaltilarak elde edilen nukleotid dizilimlerinin
eglestirmesinde, Cizelge 3.17’de goruldugu gibi Primer F’in  4.-63.
pozisyonunda bulunan baz farkhhgi ile % 99’ lik bir oran ile 373 nikleotidin

372’si eglesmistir.

Cizelge 3.17. Primer F ve R ile B2 6rneginin ¢ogaltilan Grtnlerinin eslestiriimesi.

B2 PCR SEKANS URUNLERININ ESLESTIRILMESI

Score = 603 bits (326), Expect = 3e-169 ldentities = 372/373 (99%),
Gaps = 0/373 (0%) Strand=Plus/Plus

Query 4 TTTTAATTTGAGACTGGAATGAAAGAGTAAACCAGGAGGATTTTTTTTTAGTTGAAGACA 63

LR e e e e e e e e e e e e e e e e e e ety 1
Shjct 30  TTTTAATTTGAGACTGGAATGAAAGAGTAAACCAGGAGGATTTTTTTTTAGTTGAAGAAA 89

Query 64  TGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTATAA 123

LR e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Shjct 90  TGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTATAA 149

Query 124 AACTTTATATTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAA 183

FRLLEREER e e et e e e e e e e e e e e el
Shjct 150 AACTTTATATTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAA 209

Query 184 ATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAG 243

RNy RRRA RNy
Shjct 210 ATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAG 269

Query 244 AAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGA 303

FELEERE R e e e e e e e e e el
Shjct 270 AAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGA 329

Query 304 GTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGGAGG 363

RN RN RN NN RNy
Shjct 330 GTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGGAGG 389

Query 364 TCTGTTCGACCTT 376

LT
Sbjct 390 TCTGTTCGACCTT 402

B2 drnegi, primer F ile ¢ogaltilan PCR sekans drinidn kromotogram
goruntisunde 62. pozisyonda bulunan “C” sinyali olarak okunan nukleotidin,
onunde ve arkasindaki nukleotidlerin sinyalleriyle birlikte degerlendirilmis
(Sekil 3.37) “A” nukleotidine ait sinyalin de diger nukleotidlerle ayni boyda
oldugu gorilmustar. Diger taraftan primer R(RC) PCR sekans urinidn
kromotogram goruntusuyle de degerlendirildiginde, 88. pozisyonda bulunan
“A” sinyalin ¢ok net oldugu goérulmustiur (Sekil 3.38). Bu nedenle Primer F'de

62. pozisyonda bulunan “C” nukleotidi “A” nulkleotidi olarak dizenlenmistir.
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Sekil 3.37. B2 o6rneginin primer F ile ¢ogaltlan PCR sekans urinin “TTGAAGACA”
pozisyonunda bulunan “C” niikleotidinin (62. pozisyon) kromotogramdaki gortintisui.

Bu eslesmede, Cizelge 3.17’ de gdsterildigi pozisyonda bulunan primer F'de
“C” nlkleotidine karsilik primer R (RC)'de “A” nukleotidinin kargilik geldigi

gOrulmustar.
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Sekil 3.38. B2 o6rneginin primer R ile ¢ogaltlan PCR sekans Urinin “TTGAAGAAA”
pozisyonunda bulunan “A” (88) niikleotidinin kromotogramdaki goérinttsa.
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Cizelge 3.18. Primer F ve R ile B2 6rneginin ¢ogaltilan dizenlenmig Urinlerinin eslestiriimesi

B2 PCR SEKANS URUNLERININ DUZELTME SONU ESLESTIRILMESI

Score = 608 bits (329), Expect = 6e-171 ldentities = 373/373 (100%),
Gaps = 0/373 (0%) Strand=Plus/Plus

Query 4 TTTTAATTTGAGACTGGAATGAAAGAGTAAACCAGGAGGATTTTTTTTTAGTTGAAGAAA 63

LR e e e e e e e e e e e e e el
Shjct 30  TTTTAATTTGAGACTGGAATGAAAGAGTAAACCAGGAGGATTTTTTTTTAGTTGAAGAAA 89

Query 64  TGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTATAA 123

LRELER R e e e e e e e e e e e e e e e e e
Shjct 90  TGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTATAA 149

Query 124 AACTTTATATTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAA 183

FRELEREER e et e e e e e e e e e e e el
Shjct 150 AACTTTATATTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAA 209

Query 184 ATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAG 243

TR e e e e e e e e e e e e e e e
Shjct 210 ATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAG 269

Query 244 AAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGA 303

TR e e e e e e e e e e e e e e e e el
Shjct 270 AAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGA 329

Query 304 GTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGGAGG 363

RN RNy
Sbjct 330 GTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGGAGG 389

Query 364 TCTGTTCGACCTT 376

LT
Sbjct 390 TCTGTTCGACCTT 402

B 2 6rnegine ait niikleotid dizilimi, 373 bg (Primer F; 4-376- Primer R; 30-

402);

5’_
TTTTAATTTGAGACTGGAATGAAAGAGTAAACCAGGAGGATTTTTTTTTA
GTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTT
AGACAAGAAGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGG

AAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAAT
AAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAGAAATAAGTTACTT
TAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGAGTT
TATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAA
AAGGAGGTCTGTTCGACCTT-3’ 373 bg

olarak belirlenmistir.
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3.6.2.3. B3 Ornegi

B3 ornegine ait nikleotid dizilimi, 312 bg (33-341)

5'-
AGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTT
TAGACAAGAAGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTGTTTTTGATTAAAGG

GAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAA
TAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAGAAATAAGTTACT
TTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGAGT
TTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAA
AAAGGAGGT-3’

olarak belirlenmistir.

3.6.2.4. Grup igi Eslestirme

B1 (328 bg) ile B2 (373 bg) drneklerine ait elde edilen sekans verileri Mega
BLAST 2 sekans programi ile eglestirilerek ortak ntkleotid dizilimi

belirlenmistir (Cizelge 3.19).

Cizelge 3.19. B1 ve B2 PCR sekans urinlerinin eglestiriimesi.

B1 VE B2 PCR SEKANS URUNLERININ ESLESTIRILMESI

Score = 551 bits (298), Expect = 7e-154 ldentities = 324/324 (100%),
Gaps = 0/324 (0%) Strand=Plus/Plus

Query 1 AGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGA 60

TR e e e e e e e e e e e e e el
Shjct 50  AGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGA 109

Query 61  AGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGG 120

TRELLE R e e e e e e e e e e e e e e e
Shjct 110 AGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGG 169

Query 121 GCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAA 180

LR e e e e e e e e e e e e e e e el
Shjct 170 GCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAA 229

Query 181 TTTTAAAATAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAA 240

LR e e e e e e e e e e e e e e et
Shjct 230 TTTTAAAATAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAA 289

Query 241 TTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCT 300

NN NN RN AN RN RNRauNRananiy
Shjct 290 TTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCT 349

Query 301 TAAAAAGGAGGTCTGTTCGACCTT 324

TEELEEELEEL el
Shjct 350 TAAAAAGGAGGTCTGTTCGACCTT 373
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Diger taraftan, B2 (373 bg) ile B3 (312 bg) érneklerine ait elde edilen sekans
verileri Mega BLAST 2 sekans programi ile eslestirilerek ortak nikletid
dizilimi belirlenmigtir. Bu eslesmede, 312 bg ile % 100 eglestirigi (Cizelge
3.20).

Cizelge 3.20. B1 ve B3 PCR sekans urinlerinin eslestiriimesi.

B1 ile B3 ORNEKLERI SEKANS VERILERININ ESLESTIRILMESI

Score = 529 bits (286), Expect = 3e-147 ldentities = 312/312 (100%),
Gaps = 0/312 (0%) Strand=Plus/Plus

Query 1 AGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGA 60

LR e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 1 AGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGA 60

Query 61  AGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGG 120

LR e e e e e e e e e el
Sbjct 61  AGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGG 120

Query 121 GCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAA 180

PR e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 121 GCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAA 180

Query 181 TTTTAAAATAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAA 240

. LR e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 181 TTTTAAAATAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAA 240

Query 241 TTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCT 300

. IR e e e e e e e e e el
Sbjct 241 TTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCT 300

Query 301 TAAAAAGGAGGT 312

ARENRNNRNNY
Sbjct 301 TAAAAAGGAGGT 312

B2 (373 bg) ile B3 (312 bg) orneklerine ait elde edilen sekans verilerinin
eslestirimesinde Cizelge 3.21°’de de goruldugu gibi B1 (328 bg) ile B2 (373

b¢) érneklerin eglestiriimesi ile benzer sonug elde edilmigtir.
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Cizelge 3.21. B2 ve B3 PCR sekans urunlerinin eglestiriimesi

B2 ile B3 ORNEKLERI SEKANS VERILERININ ESLESTIRILMESI

Score = 523 bits (283), Expect = 2e-145 ldentities = 311/312 (99%),
Gaps = 0/312 (0%) Strand=Plus/Plus

Query 48  AGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGA 107

TR e e e e e e e e e e e e e e el
Shjct 1 AGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGA 60

Query 108 AGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGG 167

TEELLE R e e e e e e e e e e e et
Shjct 61  AGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGG 120

Query 168 GCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAA 227

LR e e e e e e e e e e e e e el
Shjct 121 GCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAA 180

Query 228 TTTTAAAATAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAA 287

LR e e e e e e e e e e e e et
Shjct 181 TTTTAAAATAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAA 240

Query 288 TTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCT 347

RN NN AN RNy
Shjct 241 TTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCT 300

Query 348 TAAAAAGGAGGT 359

ARRRANNN Y|
Shjct 301 TAAAAAGGAGGT 312

B grubuna ait érneklerin eslestirme verilerine gore B1 ile B3 drneklerine ait
ortak ntkleotid dizilimi (Cizelge 3. 20).

5.
AGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTT
TAGACAAGAAGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTGTTTTTGATTAAAGG

GAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAA
TAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAGAAATAAGTTACT
TTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGAGT
TTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAA
AAAGGAGGT -3

312 olarak belirlenmistir.

3.6.3. C Grubu Dizi Eslestirme

C grubu oOrneklerine ait primer F ve R ile ¢gogaltilan PCR sekans urunleri
FinchTV 1.4 (http://www.finchtv.com) programi ile goruntulenerek nukleotid

dizisi ve uzunlugu Cizelge 3.22’de verilmigtir.
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Cizelge 3.22. C grubu 6rneklerin primer F ve R ile ¢gogaltilan PCR sekans trinu.

ORNEKLER

PRIMER

NUKLEOTID DiZziSi

UZUNLUK (BG)

C1

GAACTAGGATCATTGTGAAAACCTGGAGGATTTTTTTTT
AGTTGAATGAATCTGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCT
AAAATACATCTTTTACACAAGAAGACCCTATAAAACTTTA
TATTTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTG
GGGCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAAC
GAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAGAAATAA
GTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTT
CTAATTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTA
AAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGGAGGTCT
GTTCGACCTTTAAAATTTTCCATGATCTGAGTTCAAAT

394

GGGATTTAAGGTGAAAAGACCTCCTTTTTAAGCTCTATT
GCAGCGACAAAGGTATTTTAATTTCACTCATCGAGGTCA
TAAACTCACTTGTCAATTAGAACTTTCTAAGTGAATTAAG
CTGTTATCCCTAAAGTAACTTATTTCTATTTTAAAATTTCT
AGGTATTAAAACAAGTTCGTTTATTTTTTCAAAGAAAGCC
TAATTTCTTCACCGCCCCAGTGTAATATTTTTCCCTTTAA
TCAAAAACAAAAAAAATATAAAGTTTTATAGGGTCTTCTT
GTCTAAAAGATGTATTTTAGCCTTTTTACTAAAAAGTAAA
ATTCATTTCTTCAACTAAAAAAAAATCCTCCTGGTTTACT
CTTTCATTCCAGTCTCAAATTAAAAGACTAATGATTATGC
TACCTTTGCACA

412

C2

AACTTTGTTTTGAGACTGGATGAAGAGTAACCAGGAGG
ATTTTTTTTTAGTTGAAGAATTGAATTTTACTTTTTAGTAA
AAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTATA
AAACTTTATATTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATAT
TACACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAA
AATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATA
GAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTA
GAAAGTTCTAATTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGT
TGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAG
GAGGTCTGTTCGACCTTTAAAATTTTCCATGATCTGAGT
TCAAATCGA

403

AAAACCTTCCTTTTTTAGCTTTTGCGCAACAAAAGGTATT
TTAATTCATTCATCGAGGTCATAAACTCACTTGTCAATTA
GAACTTTCTAAGTGAATTAAGCTGTTATCCCTAAAGTAA
CTTATTTCTATTTTAAAATTTCTAGGTATTAAAACAAGTTC
GTTTATTTTTTCAAAGAAAGCCTAATTTCTTCACCGCCCC
AGTGTAATATTTTTCCCTTTAATCAAAAACAAAAAAATAT
AAAGTTTTATAGGGTCTTCTTGTCTAAAAGATGTATTTTA
GCCTTTTTACTAAAAAGTAAAATTCATTTCTTCAACTAAA
AAAAAATCCTCCTGGTTTACTCTTTCATTCCAGTCTCAAA
TTAAAAACTAATGATTATGCTACCTTTGCACA

392

C3

TAAATTTGAAAACTAGGAATGAAAGAGTAAACCAGGAGG
ATTTTTTTTTAGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAA
AAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTATA
AAACTTTATATTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATAT
TACACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAA
AATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATA
GAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTA
GAAAGTTCTAATTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGT
TGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAG
GAGGTCTGTTCGACCTTTAAAATTTTCCATGATCTGAGT
TCAAATCGA

404

GGGGAATTAAGGCGAAGACCTCCTTTTTAGCTTTTGCGC
ACAAAGGTATTTTAATTCAACATCGAGGTCATAAACTCA
CTTGTCAATTAGAACTTTCTAAGTGAATTAAGCTGTTATC
CCTAAAGTAACTTATTTCTATTTTAAAATTTCTAGGTATTA
AAACAAGTTCGTTTATTTTTTCAAAGAAAGCCTAATTTCT
TCACCGCCCCAGTGTAATATTTTTCCCTTTAATCAAAAAC
AAAAAAATATAAAGTTTTATAGGGTCTTCTTGTCTAAAAG
ATGTATTTTAGCCTTTTTACTAAAAAGTAAAATTCATTTCT
TCAACTAAAAAAAAATCCTCCTGGTTTACTCTTTCATTCC
AGTCTCAAATTAAAAGACTAATGATTATGCTACCTTTGCA
CA

402
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3.6.3.1. C1 Ornegi

C1 ©Ornegin forward ve reverse primerleri ile elde edilen nukleotid
dizilimlerinin online BLAST 2 sekans programi kullanilarak yapilan ilk Mega
eslestirmesi sonucunda (Cizelge 3. 23), 10 bosluk (%2) ile 336 nukleotidin
3271’i eslesmigtir (% 95).

Cizelge 3.23. C1 6rnegi PCR sekans Urunlerinin eslestiriimesi.

Score = 477 bits (258), Expect = 2e-131 ldentities = 321/336 (95%),
Gaps = 10/336 (2%) Strand=Plus/Plus

Query 40  AGTTGAANGAAIMTGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTABACAA 99

i L N NNy
Sbjct 77  AGTTGAARGAARBTGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTABACAA 134

Query 100 GAAGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACT 159

. R e e e e e e e e e e e e e el
Shjct 135 GAAGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACT 194

Query 160 GGGGCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAG 219

. IR e e e e e e e e e e e e e
Shjct 195 GGGGCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAG 254

Query 220 AAATTTTAAAATAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTC 279

. LR R e e e e e e e e e e e e e
Shjct 255 AAATTTTAAAATAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTC 314

Query 280 TAATTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGIRTGAARTTAAAATACCTTTIGTHIGCEGCA 336

i NN N NNy Y
Sbjct 315 TAATTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGEBTGAANTTAAAATACCTTTEGTEGCHGCA 373

Query 337 AJABAGCTTAAAAAGGAGGTCTETTCEACCTTJAAA 370

i L DR rnnn et e el il
Shjct 374 AIéIAGCTTAAAAAGGAGGTCTlITCIACCTTIAAA 407

Eslesmeyen nukleotid(ler) her iki kromotogram goérintisu kontrol
edilerek eglesmeyen nukleotid dizi(leri) kromotogram verisine uygun
nukleotid ile duzenlenmistir (Sekil 3.39-40) .
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™ FinchTV - 12-R_RC.ab1 =3
File Edit View Finch Help

200 w8 BB @S AFll s

GotoBaseMo. | |  Find Sequence |CTTAARAAGE | A LG T

Wertical
Scale

mToTT GC GC A & & AGCTT & A A A AGG AGGET C TG TTC G ACC T TTAA A A
370 330 390 400

Rezet Scales Harizontal Scale - j

Sekil 3.39. C1 o&rneginin primer R ile godaltlan PCR sekans riiniin “AJAl
AGCTTAAAAAGGAGGTCTBTTCEBACCTTIIAAA” pozisyonunda bulunan niikleotidlerin
sinyal piklerinin kromotogramdaki géruntusu.

™ FinchTV - 12-F.ab1 =3
File Edit View Finch Help

2200 ua

GotoBaseMo. | | Find Sequence |CTTASAAAGE | A LG T

FIFIER-T IS

Wertical
Scale

TGCGCAAALGCT TAALALGGAGGTCTG TTC GACCT TTAAAATT T TCCAT
330 340 3a0 360 370

Feset Scales Horizontal Scale - j

Selected Bases £:335 - A:369 (Length:35)

Sekil 3.40. C1 Orneginin primer F ile g¢ogaltlan PCR sekans drlnin
“AJABAGCTTAAAAAGGAGGTCTIITTCIACCTTIAAA” pozisyonunda bulunan niikleotidlerin
sinyal piklerinin kromotogramdaki gorintisu.

Duzenleme sonunda tekrar eslestirilerek, eslesen uygun nukleotid dizilimi
(333/333) belirlenmistir (Cizelge 3. 24).
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Cizelge 3.24. Dizenlenmis C1 6rnedi PCR sekans urilnlerinin eglestiriimesi.

Score =

564 bits (305), Expect = le-157 ldentities = 333/333 (100%),

Gaps = 0/333 (0%) Strand=Plus/Plus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

20

77

100

137

160

197

220

257

280

317

340

377

AGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGA

TR e e e e e e e e e e e e el
AGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGA

AGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGG

FEELRERE e e e e e e e e e e e e e el
AGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGG

GGCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAA

N RN NN RN RN RN RARY
GGCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAA

ATTTTAAAATAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTA

RN RN RN RN RN RN RN RN
ATTTTAAAATAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTA

ATTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGC

EELEEEEER e e e e e e e e e el
ATTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGC

TTAAAAAGGAGGTCTGTTCGACCTTTAAAATTT 372

PELEEERLR R el
TTAAAAAGGAGGTCTGTTCGACCTTTAAAATTT 409

99

136

159

196

219

256

279

316

339

376

C1 6rnegine ait nukleotid dizilimi, 333 bg (77-409);

5'-

AGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTT
TAGACAAGAAGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTTGTTTTTGATTAAAG
GGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAA
AATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAGAAATAAGTTA
CTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGA
GTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTT

AAAAAGGAGGTCTGTTCGACCTTTAAAATTT-3

olarak belirlenmistir.
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3.6.3.2. C2 Ornegi

C2 ornegin forward ve reverse primerleri ile elde edilen nukleotid
dizilimlerinin online BLAST 2 sekans programi kullanilarak yapilan ilk Mega
eslestirmesi sonucunda (Cizelge 3. 25) 5 bosluk (%1) ile 357 nukleotidin
349’ eslesmistir (% 95).

Cizelge 3.25. C2 drnedi PCR sekans Urunlerinin eslegtiriimesi.

Score = 529 bits (286), Expect = 4e-147 ldentities = 349/357 (97%),
Gaps = 5/357 (1%) Strand=Plus/Plus

Query 9 TTTGAGACTGGIATGIAAGAGTIAACCAGGAGGATTTTTTTTTAGTTGAAGAAITGAATT 65

i N N N NNy
Sbjct 33  TTTGAGACTGGEATGEAAGAGTHEAACCAGGAGGATTTTTTTTTAGTTGAAGAABTGAATT 92

Query 66  TTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTATAAAACTTT 125

. IR e e e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 93  TTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTATAAAACTTT 152

Query 126 ATATTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGG 185

. IEEERRRE e e e e e e e e e e e e e
Shjct 153 ATATTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGG 212

Query 186 CTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAGAAATAA 245

. IR e e e e e e e e e e el
Shjct 213 CTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAGAAATAA 272

Query 246 GTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGAGTTTAT 305

IEEEEEEE e e e e e e e e e e e e el
Shjct 273 GTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGAGTTTAT 332

Query 306 GACCTCGATGITGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTIJAAAAAGGARGGT 360

PELERRREEE e e e e et i
Shjct 333 GACCTCGATGHEETGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTHAAAAAGGARGGT 389

Eslesmeyen nukleotid(ler) her iki kromotogram gorintist kontrol
edilerek eglesmeyen nukleotid dizi(leri) kromotogram verisine uygun
nikleotid ile duzenlenmistir. DuUzenleme sonunda tekrar eslestirilerek,

eslesen uygun nukleotid dizilimi (355/355) belirlenmistir (Cizelge 3. 26).
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Cizelge 3.26. Dizenlenmis C2 drnedi PCR sekans urilnlerinin eglestiriimesi.

Score = 575 bits (311), Expect = 6e-161 ldentities = 355/355 (100%),
Gaps = 0/355 (0%) Strand=Plus/Plus

Query 9 TTTGAGACTGGAATGAAAGAGTAAACCAGGAGGATTTTTTTTTAGTTGAAGAAATGAATT 68

. R e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 33  TTTGAGACTGGAATGAAAGAGTAAACCAGGAGGATTTTTTTTTAGTTGAAGAAATGAATT 92

Query 69  TTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTATAAAACTTT 128

. IR e e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 93  TTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTATAAAACTTT 152

Query 129 ATATTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGG 188

. IEEERERE e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 153 ATATTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGG 212

Query 189 CTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAGAAATAA 248

. IR e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 213 CTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAGAAATAA 272

Query 249 GTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGAGTTTAT 308

. IEEEER e e e e e e e e e e el
Shjct 273 GTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGAGTTTAT 332

Query 309 GACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGGAGGT 363

NN RN RNyl
Shjct 333 GACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGGAGGT 387

C2 6rnegine ait niikleotid dizilimi, 355 bg (33-387);

5
TTTGAGACTGGAATGAAAGAGTAAACCAGGAGGATTTTTTTTTAGTTGAA
GAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAA
GAAGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAAT

ATTACACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACG
AACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAGAAATAAGTTACTTTAGGG
ATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGAGTTTATGA
CCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGGA
GGT-3

olarak belirlenmistir.




145

3.6.3.3. C3 Ornegi

C3 ornegin forward ve reverse primerleri ile elde edilen nukleotid
dizilimlerinin online BLAST 2 sekans programi kullanilarak yapilan ilk Mega
eslestirmesi sonucunda (Cizelge 3. 27), 5 bosluk (%1) ile 361 nukleotidin
355’i eslesmistir (% 95).

Cizelge 3.27. C2 6rneg@i PCR sekans uriinlerinin eglestiriimesi.

Score = 547 bits (296), Expect = le-152 ldentities = 355/361 (98%),
Gaps = 5/361 (1%) Strand=Plus/Plus

Query 3 AATTTGIAAACTIGGAATGAAAGAGTAAACCAGGAGGATTTTTTTTTAGTTGAAGAAATG 62

PR T e e e e e e e e e
Shjct 32  AATTTGEAGACTEGGAATGAAAGAGTAAACCAGGAGGATTTTTTTTTAGTTGAAGAAATG 89

Query 63  AATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTATAAAA 122

LR e e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 90  AATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTATAAAA 149

Query 123 CTTTATATTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAAAT 182

INEEEERE e e e e e e e e e e e el
Sbjct 150 CTTTATATTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAAAT 209

Query 183 TAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAGAA 242

TELLRERE e e e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 210 TAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAGAA 269

Query 243 ATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGAGT 302

IEEERELE e e e e e e e e e e e e e el
Shjct 270 ATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGAGT 329

Query 303 TTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTGTIIGCGCAAAAGCTIAAAAAGGAGGTC 362

R e e e e e e
Sbjct 330 TTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTRGTHGCGCAAAAGCTIAAAAAGGAGGTC 386

Query 363 T 363

I
Sbhjct 387 T 387

Eslesmeyen nukleotid(ler) her iki kromotogram goéruntisu kontrol
edilerek eslesmeyen nukleotid dizi(leri) kromotogram verisine uygun
nukleotid ile duzenlenmistir. Duzenleme sonunda tekrar eslestirilerek,

eslesen uygun nukleotid dizilimi (359/359) belirlenmistir (Cizelge 3. 28).
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Cizelge 3.28. Dizenlenmis C2 drnedi PCR sekans urilnlerinin eglestiriimesi.

Score = 582 bits (315), Expect = 3e-163 ldentities = 359/359 (100%),
Gaps = 0/359 (0%)Strand=Plus/Plus

Query 3 AATTTGAGACTGGAATGAAAGAGTAAACCAGGAGGATTTTTTTTTAGTTGAAGAAATGAA 62

LR e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 32  AATTTGAGACTGGAATGAAAGAGTAAACCAGGAGGATTTTTTTTTAGTTGAAGAAATGAA 91

Query 63  TTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTATAAAACT 122

IELEREEE e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 92  TTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTATAAAACT 151

Query 123 TTATATTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAAATTA 182

FELREE R e e e i e e e e e e el
Sbjct 152 TTATATTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAAATTA 211

Query 183 GGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAGAAAT 242

RNy RANY
Sbjct 212 GGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAGAAAT 271

Query 243 AAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGAGTTT 302

FELEEREER R e e e e e e e e e ke e e el
Shjct 272 AAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGAGTTT 331

Query 303 ATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGGAGGTCT 361

RNy R RN RN
Shjct 332 ATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGGAGGTCT 390

C 3 ornegine ait nikleotid dizilimi, 359 bg (32-390);

5'-
AATTTGAGACTGGAATGAAAGAGTAAACCAGGAGGATTTTTTTTTAGTTG
AAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGAC
AAGAAGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAA

ATATTACACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAAC
GAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAGAAATAAGTTACTTTAGG
GATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGAGTTTATG

ACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGG
AGGTCT -3

olarak belirlenmistir.

3.6.3.4. Grup igi Esglestirme

C1 (333 bg) ile C2 (355 bg) drneklerine ait elde edilen sekans verileri Mega
BLAST 2 sekans programi ile eslestirilerek ortak nukletid dizilimi belirlenmistir
Bu eslesmede, Cizelge 3.29’ de gosterildigi pozisyonda bulunan B1’deki “T”
nukleotidine karsilik C2’de “BOSLUK” karsilik gelmektedir.
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Cizelge 3.29. C1 ile C2 drneklerinin eglestiriimesi.

C1 ile C2 ORNEKLERI SEKANS VERILERININ ESLETIRILMESI

Score = 523 bits (283), Expect = 2e-145 ldentities = 312/313 (99%),
Gaps = 1/313 (0%) Strand=Plus/Plus

Query 1 AGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGA 60

. LR e e e e e e e e e e e e e e el
Sbhjct 44  AGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGA 103

Query 61  AGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGG 120

. FEELREREREEE e R e e e e el
Sbjct 104 AGACCCTATAAAACTTTATA-TTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGG 162

Query 121 GGCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAA 180

LR e e e e e e e e e e e e e e el
Shjct 163 GGCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAA 222

Query 181 ATTTTAAAATAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTA 240

IR e e e e e e e e e e e e e e e
Shjct 223 ATTTTAAAATAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTA 282

Query 241 ATTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGC 300

IR e e e e e e e e e el
Shjct 283 ATTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGC 342

Query 301 TTAAAAAGGAGGT 313

I
Shjct 343 TTAAAAAGGAGGT 355

Bu da C1'de “TATATTTTTTTTG” pozisyonunda 8 adet “T” nukleotidine
(Sekil 3.41-44) karsilik C2’ de ayni pozisyonda “TATATTTTTTTG yedi adet
“T” nukleotidinin (Sekil 3.42-44) olmasindan kaynaklanmistir. Orneklere ait

nukleotid dizi kromotogram goéruntuleri ile nukleotid sinyalleri degerlendirilmig

ve bu farklilik dogrulanmigtir.

Go o Base Mo, Find Seguence |TATA A C G T

ertical
Scale

T WMWWM
< >
Horizontal Scale J

Selected Bases T:153 - G: 165 {Length:13)

Sekil 3.41. C1 06rnegi primer R ile c¢ogaltlan PCR Grinindeki“TATATTTTTTTTG”
pozisyonunda 8 adet “T” nukleotid piklerinin kromotogram goérintisu.
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™ FinchTV - 12-F.ab1 =3
File Edit View Finch Help

R0 we

Go to Base Mo, I:I Find Sequence |tata | AL G T
Vertical
Scale |p g f--b- g b e -
AL A C T T TA T A T T T T T T T T T T T T T G&T TA & & G
10 120 130 140

Rezet Scales Harizontal Scale - j

Selected Bases 71118 - Gi126 (Length:11)

Sekil 3.42. C1 06rnedi primer F ile ¢ogaltlan PCR drunindeki “TATATTTTTTTTG”
pozisyonunda 8 adet “T” nukleotid piklerinin kromotogram gérintisu.

" FinchTV - 16-F.ab1 =13
File Edit View Finch Help

R0 WE BB @& Ph o

Goto Base Mo, Find Sequence [TATA AL G T

Wertical I:I | |

L O OO OO OO OO OO O 0 5 0 0 0 0 1O 1O O O T Y T T '
T & & A A C0T T T A T & T T T T T T T €] T T T T oA T

T
120 130 140

Ll_l

Rezet Scales Horizontal Scale -

Selected Bases 71128 - Gi139 (Length:12)

L

Sekil 3.43. C2 ornedi primer F ile g¢ogaltlan PCR drinindeki “TATATTTTTTTG”
pozisyonunda 7 adet “T” nukleotid piklerinin kromotogram goériintisu.
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™ FinchTV - 16-R_RC.ab1

File Edit View Finch Help

2R09E w

‘% | | |¢@| l;] Wersion: | - Geos;??ia

Goto Base Mo, Find Sequence |tata AL G T

Wertical
Scale

Rezet Scales Harizontal Scale j

Selected Bases T:152 - Gi163 (Length:12)

Sekil 3.44. C2 0&rnegi primer R ile c¢odaltlan PCR drindndeki “TATATTTTTTTG”
pozisyonunda 7 adet “T” nukleotid piklerinin kromotogram gérintisu.

C1 (333 bg) ile C3 (359 bg) orneklerine ait elde edilen sekans verilerinin
eslestirimesinde  Cizelge 3.30'da goruldugu gibi C1 ile C2 &rneklerin
eslestirimesinde farkliik gorulen nukleotid dizilimdeki “T” nukleotidinden

kaynaklandigi belirlenmigtir.

Cizelge 3.30. C1 ile C3 drneklerinin eglestiriimesi.

C1 ile C3 ORNEKLERI SEKANS VERILERININ ESLESTIRILMESI

Score = 527 bits (285), Expect = le-146 ldentities = 314/315 (99%),
Gaps = 1/315 (0%) Strand=Plus/Plus

Query 1 AGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGA 60

TR e e e e e e e e e e e el
Shjct 46  AGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGA 105

Query 61  AGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGG 120

TEELLEERRE et e e e e e e el
Shjct 106 AGACCCTATAAAACTTTATA-TTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGG 164

Query 121 GGCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAA 180

LR e e e e e e e e e e e e el
Shjct 165 GGCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAA 224

Query 181 ATTTTAAAATAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTA 240

TR e e e e e e e e e e el
Shjct 225 ATTTTAAAATAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTA 284

Query 241 ATTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGC 300

NN NN RN NNyl
Shjct 285 ATTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGC 344

Query 301 TTAAAAAGGAGGTCT 315

RRRRRNN RNy
Shjct 345 TTAAAAAGGAGGTCT 359
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C3 orneginde farklihk gorilen

kromotomgramda kontrol edilmistir (Sekil 3.45-46).

" FinchT¥ - 17-R_RC.ab1

nukleotid dizilimdeki “T" nukleotidi

FEX
File Edit View Finch Help
i =] : [ — T N
2000 wd DD E@ Dl s
Goto Base Mo, I:I Find Sequence |tata | AL G T
Wertical
Scale (B -0-4-4-F-0-0--00-- - I EEE NN NN
CoCTATA LA A ACT TATATTTTTTTGTTTTTG ATTA A &G
150 160 170
< b3
Horizontal Scale - j
Selected Bases T:153 - Gi1e4 (Length:12)

Sekil 3.45. C3 oOrnegi primer R ile g¢ogaltlan PCR Urindndeki “TATATTTTTTTTG”
pozisyonunda 8 adet “T” nukleotid piklerinin kromotogram goérintisu.

S FinchT¥ - 17-F.ab1

File Edit View Finch Help

2RI WE BBE& U e

b
piza
Goto Base Mo Find 5 TATA A C G T
Vertical oto Base Mo I:I in equen-:e| | AL L 1T
Seale l I--}-4-1-- I I el LT hd | l | S O Y Y O Y O Y R O (R NI Y
) A A C T A T & T T T T T GT T T T T G AT T & & 4
120 130 140

Feset Scales Horizontal Scale -

Selected Bases T:124 - 53135 (Length:12)

Sekil 3.46. C3 0Ornegi primer F ile c¢ogaltlan PCR {rinindeki “TATATTTTTTTTG”
pozisyonunda 8 adet “T” nukleotid piklerinin kromotogram goériintisu.

Diger taraftan C2 ve C3 drnekleri Cizelge 3.31’de goéruldigu gibi tamamen
eslesmigtir.
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Cizelge 3.31. C2 ile C3 drneklerinin eglestiriimesi.

C2 ile C3 ORNEKLERI SEKANS VERILERININ ESLESTIRILMESI

Score = 575 bits (311), Expect = 5e-161 ldentities = 355/355 (100%),
Gaps = 0/355 (0%) Strand=Plus/Plus

Query 1 TTTGAGACTGGAATGAAAGAGTAAACCAGGAGGATTTTTTTTTAGTTGAAGAAATGAATT 60

RN RN RN AR RNy
Sbjct 3 TTTGAGACTGGAATGAAAGAGTAAACCAGGAGGATTTTTTTTTAGTTGAAGAAATGAATT 62

Query 61  TTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTATAAAACTTT 120

IR e e e e e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 63  TTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTATAAAACTTT 122

Query 121 ATATTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGG 180

IR e e e e e e e e e e e el
Shjct 123 ATATTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGG 182

Query 181 CTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAGAAATAA 240

IR e e e e e e e e e e e el
Sbjct 183 CTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAGAAATAA 242

Query 241 GTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGAGTTTAT 300

IR e e e e e e e e e e e el
Sbhjct 243 GTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGAGTTTAT 302

Query 301 GACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGGAGGT 355

NN RN RN RNyl
Shjct 303 GACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGGAGGT 357

Bu durumda nukletid dizilimlerinde C1’de “TATATTTTTTTTG” pozisyonunda
8 adet “T" nukleotidine karsihlk C2 ve C3de ayni pozisyonda
“TATATTTTTTTG yedi adet “T” nukleotid olmasi ile C grubu 6rneklerinden iki

farkli ortak sekans elde edilmistir;

C grubuna ait érneklerin eslestirme verilerine gére C2 ile C3 drneklerine
ait ortak nukleotid dizilimi (Cizelge 3. 31).

5'-
TTTGAGACTGGAATGAAAGAGTAAACCAGGAGGATTTTTTTTTAGTTGAA
GAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAA
GAAGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAAT

ATTACACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACG
AACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAGAAATAAGTTACTTTAGGG
ATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGAGTTTATGA
CCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGGA
GGT-3

355 bg olarak belirlenmistir.
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C1 6rnegine ait nikleotid dizilimi ;

5
AGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTT
TAGACAAGAAGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTTGTTTTTGATTAAAG

GGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAA
AATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAGAAATAAGTTA
CTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGA
GTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTT
AAAAAGGAGGTCT-3’

315 bg olarak belirlenmistir.

C1 ornegine ait nikleotid dizilimi ile C2 ile C3 ortak sekans verisi
eglestirildiginde Cizelge 3.1 goruldugu gibi tek farkhlik C1 nukleotid diziside
"TATATTTTTTTTG” pozisyonunda bulunan “T” nukleotidi ile C2 ve C3
nukleotid dizisinde “TATA-TTTTTTTG” pozisyonda bulunan “~
nukleotidinden kaynaklanan ekleme/silinme baz degisiminden (T <« )

dolay! C grubuna ait iki farkli ortak sekans dizilimi belirlenmigtir.

C1; C2; C3 sekans verisinde;

5
AGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTT
TAGACAAGAAGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTTGTTTTTGATTAAAG

GGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAA

AATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAGAAATAAGTTA

CTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGA

GTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTT

AAAAAGGAGGTCT-3’ (315 bg)

ve C2 ile C3 (314 bg) ortak sekans verisinde “TATATTTTTTTTG”
pozisyonunda bulunan “T” sayisindan kaynaklanmistir.
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3.6.4. Gruplar Arasi Dizi Eslesmesi

Calismada kullanilan gruplardaki

eslestiriime sonuglar Cizelge 3.32-45’ de verilmistir.

Gruplar arasi yapilan eslestirme neticesinde goéruldugu gibi tek
farkhlik A grubu 6rnekleri ile C1 6rnedindeki"TATATTTTTTTTG” nukleotid
dizi pozisyonunda bulunan “T” nukleotid sayisinin 8 diger taraftan B grubu ile
C2 ve C3 orneklerinin nikleotid dizisinde “TATATTTTTTTG”

nakleotidin oldugu belirlenmistir.

Cizelge 3.32. Gruplar arasi dizi eslesmesi.

orneklere ait nukleotid dizilimlerinin

7 adet “T”

A1 ile B1 ORNEKLERI SEKANS VERILERININ ESLESTIRILMESI

Score

536 bits (290), Expect = 2e-149 Ildentities = 319/320 (99%),

Gaps = 1/320 (0%) Strand=Plus/Plus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

1

10

61

70

121

129

181

189

241

249

301

309

AATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTAT

LR e e e e e e e e e e e e e el
AATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTAT

AAAACTTTATATTTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAA

FEERRELRELD FRRRn e e e e e e e e e e e
AAAACTTTATA-TTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAA

GAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAA

IEEERER e e e e e e e e e e e el
GAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAA

TAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAG

TELEEEREE e e e e e e e e e e e e e e e
TAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAG

TGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGG

EELRERE R e e e e e e e e e e e e el
TGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGG

AGGTCTGTTCGACCTTTAAA 320

FLLRLEEERELEn
AGGTCTGTTCGACCTTTAAA 328

60

69

120

128

180

188

240

248

300

308
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Cizelge 3.33. Gruplar arasi dizi eslesmesi.

A1 ile B2 ORNEKLERI SEKANS VERILERININ ESLESTIRILMESI

Score =

527 bits (285), Expect = le-146 ldentities = 314/315 (99%),

Gaps = 1/315 (0%) Strand=Plus/Plus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct

58

62

118

122

177

182

237

242

297

302

357

ATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTATA

IR e e e e e e e e e e e e e e e
ATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTATA

AAACTTTATATTTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAG

FEELRRREE RRRRRn e e e e e e e e e e el
AAACTTTATA-TTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAG

AAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAAT

FEEEEEL e e e e e e e e e e el
AAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAAT

AGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGT

LR e e e e e e e e e e e e e el
AGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGT

GAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGGA

ELEREEE e e e e e e e e e e e el
GAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGGA

GGTCTGTTCGACCTT 316

Il
GGTCTGTTCGACCTT _ 371

61

117

121

176

181

236

241

296

301

356

Cizelge 3.34.

Gruplar arasi dizi eglesmesi.

A1 ile B3 ORNEKLERI SEKANS VERILERININ ESLESTIRILMESI

Sc

ore

507 bits (274), Expect = 2e-140 ldentities = 303/304 (99%),

Gaps = 1/304 (0%) Strand=Plus/Plus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shjct

1

10

61

70

121

129

181

189

241

249

301

309

AATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTAT

LT e e e e e e e e el
AATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTAT

AAAACTTTATATTTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAA

FEEERRREE R e e e e e e e e e el
AAAACTTTATA-TTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAA

GAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAA

EEERER e e e e e e e e e e e e el
GAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAA

TAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAG

FELEEERE e e e e e e e e e e e e e
TAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAG

TGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGG

EELRRRE e e e e e e e e e e el
TGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGG

AGGT 304

il
AGGT _ 312

60

69

120

128

180

188

240

248

300

308
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Cizelge 3.35. Gruplar arasi dizi eslesmesi.

A1 ile C1 ORNEKLERI SEKANS VERILERININ ESLESTIRILMESI

Score = 547 bits (296), Expect = le-152 ldentities = 324/324 (100%),
Gaps = 0/324 (0%) Strand=Plus/Plus

Query 1 AATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTAT 60

LT e e e e e e e e e e el
Sbjct 10  AATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTAT 69

Query 61  AAAACTTTATATTTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAA 120

FEEEREREE e e e e e e e e el
Shjct 70  AAAACTTTATATTTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAA 129

Query 121 GAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAA 180

IEEERER e e e e e e e e e e e e e el
Shjct 130 GAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAA 189

Query 181 TAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAG 240

TR e e e e e e e e e e e e e e e e
Shjct 190 TAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAG 249

Query 241 TGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGG 300

EELRERE e e e e e e e e e e e el
Shjct 250 TGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGG 309

Query 301 AGGTCTGTTCGACCTTTAAAATTT 324

LR ELER Ll
Shjct 310 AGGTCTGTTCGACCTTTAAAATTT 333

Cizelge 3.36. Gruplar arasi dizi eslesmesi.

A1 ile C2 ORNEKLERI SEKANS VERILERININ ESLESTIRILMESI

Score = 507 bits (274), Expect = 2e-140 ldentities = 303/304 (99%),
Gaps = 1/304 (0%) Strand=Plus/Plus

Query 1 AATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTAT 60

LT e e e e e e e e e e e e el
Shjct 53  AATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTAT 112

Query 61  AAAACTTTATATTTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAA 120

FEERREREERD FRRen e e e e e e et
Shjct 113 AAAACTTTATA-TTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAA 171

Query 121 GAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAA 180

IEEERER e e e e e e e e e e e e el
Shjct 172 GAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAA 231

Query 181 TAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAG 240

TELEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e
Shjct 232 TAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAG 291

Query 241 TGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGG 300

EELRERE e e e e e e e e e e e el
Shjct 292 TGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGG 351

Query 301 AGGT 304

11l
Shjct 352 AGGT 355
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Cizelge 3.37. Gruplar arasi dizi eslesmesi.

A1 ile C3 ORNEKLERI SEKANS VERILERININ ESLESTIRILMESI

Score = 510 bits (276), Expect = le-141 ldentities = 305/306 (99%),
Gaps = 1/306 (0%) Strand=Plus/Plus

Query 1 AATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTAT 60

LT e e e e e e e e e e el
Shjct 55  AATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTAT 114

Query 61  AAAACTTTATATTTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAA 120

FEERREEERD e e e e e e e el
Shjct 115 AAAACTTTATA-TTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAA 173

Query 121 GAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAA 180

IEEERER R e e e e e e e e e e e el
Shjct 174 GAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAA 233

Query 181 TAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAG 240

TELEEEREE e e e e e e e e e e e e e e e
Shjct 234 TAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAG 293

Query 241 TGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGG 300

EELRERE e e e e e e e e e e e el
Shjct 294 TGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGG 353

Query 301 AGGTCT 306

11
Shjct 354 AGGTCT 359

Cizelge 3.38. Gruplar arasi dizi eslesmesi.

A2 ile B2 ORNEKLERI SEKANS VERILERININ ESLESTIRILMESI

Score = 512 bits (277), Expect = 4e-142 ldentities = 306/307 (99%),
Gaps = 1/307 (0%) Strand=Plus/Plus

Query 41  AGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGA 100

LR e e e e e e e e e e e el
Shjct 1 AGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGA 60

Query 101 AGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGG 160

EELRERE R et R e e e e e e el
Sbjct 61  AGACCCTATAAAACTTTATA-TTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGG 119

Query 161 GGCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAA 220

IR e e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 120 GGCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAA 179

Query 221 ATTTTAAAATAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTA 280

LR e e e e e e e e e e e e e e e e e
Shjct 180 ATTTTAAAATAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTA 239

Query 281 ATTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGC 340

LR e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 240 ATTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGC 299

Query 341 TTAAAAA 347

Il
Shjct 300 TTAAAAA 306
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Cizelge 3.39. Gruplar arasi dizi eslesmesi.

A2 ile B3 ORNEKLERI SEKANS VERILERININ ESLESTIRILMESI

Score = 512 bits (277), Expect = 4e-142 ldentities = 306/307 (99%),
Gaps = 1/307 (0%) Strand=Plus/Plus

Query 41  AGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGA 100

LR e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 1 AGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGA 60

Query 101 AGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGG 160

FEELRERER e e R e e e e e el
Sbjct 61  AGACCCTATAAAACTTTATA-TTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGG 119

Query 161 GGCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAA 220

IR e e e e e e e e e e e el
Shjct 120 GGCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAA 179

Query 221 ATTTTAAAATAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTA 280

IR e e e e e e e e e e e e e
Shjct 180 ATTTTAAAATAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTA 239

Query 281 ATTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGC 340

LR e e e e e e e e e e el
Shjct 240 ATTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGC 299

Query 341 TTAAAAA 347

Il
Shjct 300 TTAAAAA 306

Cizelge 3.40. Gruplar arasi dizi eslesmesi.

A2 ile C1 ORNEKLERI SEKANS VERILERININ ESLESTIRILMESI

Score = 516 bits (279), Expect = 3e-143 ldentities = 307/307 (100%),
Gaps = 0/307 (0%) Strand=Plus/Plus

Query 41  AGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGA 100

TR e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 1  AGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGA 60

Query 101 AGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGG 160

FELRELEER R e e e e e e e e il
Sbjct 61  AGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGG 120

Query 161 GGCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAA 220

N RN RN RN RN RN R NN RN
Sbjct 121 GGCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAA 180

Query 221 ATTTTAAAATAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTA 280

EELEEEEEE e e e e e e e e e e el
Shjct 181 ATTTTAAAATAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTA 240

Query 281 ATTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGC 340

FELEEEEER e e e e e e e e el
Sbjct 241 ATTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGC 300

Query 341 TTAAAAA 347

L
Sbjct 301 TTAAAAA 307
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Cizelge 3.41. Gruplar arasi dizi eslesmesi.

A2 ile C2 ORNEKLERI SEKANS VERILERININ ESLESTIRILMESI

Score = 553 bits (299), Expect = 2e-154 ldentities = 346/347 (99%),
Gaps = 1/347 (0%) Strand=Plus/Plus

Query 1 GAGACTGGAATGAAAGAGTAAACCAGGAGGATTTTTTTTTAGTTGAAGAAATGAATTTTA 60

IR e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 4  GAGACTGGAATGAAAGAGTAAACCAGGAGGATTTTTTTTTAGTTGAAGAAATGAATTTTA 63

Query 61 CTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTATAAAACTTTATA 120

RN NN RN RN RN RN RNy nang
Shjct 64  CTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTATAAAACTTTATA 123

Query 121 TTTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGGCT 180

RN RN RN RN RN Ryl
Sbjct 124 -TTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGGCT 182

Query 181 TTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAGAAATAAGT 240

IR e e e e e e e e e e e el
Shjct 183 TTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAGAAATAAGT 242

Query 241 TACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGAGTTTATGA 300

FELERERE e e e e e e e e e e e e el
Shjct 243 TACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGAGTTTATGA 302

Query 301 CCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAA 347

IEELEERE e e e e e e e e e e
Shjct 303 CCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAA 349

Cizelge 3.42. Gruplar arasi dizi eslesmesi.

B2 ile C3 ORNEKLERI SEKANS VERILERININ ESLESTIRILMESI

Score = 553 bits (299), Expect = 2e-154 ldentities = 346/347 (99%),
Gaps = 1/347 (0%) Strand=Plus/Plus

Query 1 GAGACTGGAATGAAAGAGTAAACCAGGAGGATTTTTTTTTAGTTGAAGAAATGAATTTTA 60

R e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 6  GAGACTGGAATGAAAGAGTAAACCAGGAGGATTTTTTTTTAGTTGAAGAAATGAATTTTA 65

Query 61  CTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTATAAAACTTTATA 120

LR e e e e e e e e e e el
Sbjct 66  CTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTATAAAACTTTATA 125

Query 121 TTTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGGCT 180

. CEEEEE R e e e e e ke e e el
Sbjct 126 -TTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGGCT 184

Query 181 TTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAGAAATAAGT 240

PR e e e e e e e e el
Sbjct 185 TTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAGAAATAAGT 244

Query 241 TACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGAGTTTATGA 300

R e e e e e el
Shjct 245 TACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGAGTTTATGA 304

Query 301 CCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAA 347

LR e e e e e el
Shjct 305 CCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAA 351

Bu nedenle, calismada kullanilan érnekler her ne kadar morfolojik

olarak renk varyetelerine gore U¢ gruba ayriimis olsalarda genetik
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varhgi/yoklugundan dolayi iki genetik gruba ayrildigi goéralmustar.

Bu durumda gruplara ait ortak sekans verileninin eglestiriimesinde

de; A grubu ornekleri (Cizelge 3.41) ile C1 6rnegdinin (Cizelge 3.43)

genetik grubu, B grubu ornekleri ile C2-3 drneklerinin (Cizelge 3.44) de diger

bir genetik grubu temsil ettikleri dogrulanmistir (Cizelge 3.46) .

Cizelge 3.43. Gruplar arasi ortak dizi eslesmesi.

A VE B GRUBLARININ ORTAK NUKLEOTID DiziSi

Score

496 bits (268), Expect = 3e-137 ldentities = 297/298 (99%),
Gaps = 1/298 (0%) Strand=Plus/Plus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct

1

10

61

70

121

129

181

189

241

249

AATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTAT 60

LT e e e e e e e e el
AATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTAT 69

AAAACTTTATATTTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAA 120

FEERRRERD R e e e et e e el
AAAACTTTATA-TTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAA 128

GAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAA 180

EEERER e e e e e e e e e e e e el
GAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAA 188

TAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAG 240

LELEEELEE e e e e e e e e e e e e e e e
TAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAG 248

TGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAA 298

EELREEE e e e e e e e e e e e el
TGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAA 306

nukleotidinin
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Cizelge 3.44. Gruplar arasi ortak dizi eslesmesi.

A VE C 2-3 GRUBLARININ ORTAK NUKLEOTID DiziSi

Score = 496 bits (268), Expect = 3e-137 ldentities = 297/298 (99%),
Gaps = 1/298 (0%) Strand=Plus/Plus

Query 1 AATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTAT 60

. LT e e e e e e e e el
Sbjct 53  AATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTAT 112

Query 61  AAAACTTTATATTTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAA 120

. FEERRRERD R e e e et e e el
Shjct 113 AAAACTTTATA-TTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAA 171

Query 121 GAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAA 180

IEEERER e e e e e e e e e e e e e el
Shjct 172 GAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAA 231

Query 181 TAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAG 240

TELEEEREE e e e e e e e e e e e e e e e
Shjct 232 TAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAG 291

Query 241 TGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAA 298

EELREEE e e e e e e e e e e e el
Shjct 292 TGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAA 349

Cizelge 3.45. Gruplar arasi ortak dizi eslesmesi.

B VE C2-3 GRUBLARININ ORTAK NUKLEOTID DiziSi

Score = 529 bits (286), Expect = 3e-147 ldentities = 312/312 (100%),
Gaps = 0/312 (0%) Strand=Plus/Plus

Query 1 AGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGA 60

LR e e e e e e e e e e e e el
Shjct 44  AGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGA 103

Query 61  AGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGG 120

. FEELREEE R e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 104 AGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGG 163

Query 121 GCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAA 180

. LR e e e e e e e e e e e el
Sbhjct 164 GCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAA 223

Query 181 TTTTAAAATAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAA 240

. LR e e e e e e e e e e e el
Shjct 224 TTTTAAAATAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAA 283

Query 241 TTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCT 300

. IR et e e e e e e e e el
Sbhjct 284 TTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCT 343

Query 301 TAAAAAGGAGGT 312

. ARANRNNRNNY
Sbhjct 344 TAAAAAGGAGGT 355

Bu calismada C1 (314 bg) ortak nukleotid dizi uzunlugu A grubu ortak
nakleotid dizi uzunlugundan (298 bg) fazla olmasi nedeniyle, C1 6rnegi birinci

genetik grup (G1), diger taraftan nikleotid dizi uzunlugu 315 bg ( B: 312 bg)
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olan C2-3 nuklotid dizisi ikinci genetik (G2) grup olarak tanimlanmistir
(Cizelge 3.46).

Cizelge 3.46. G1 (C1) ve G2 (C2-3) genetik gruplarinin nikleotid dizileri igerisinde A
(kirmizi) ve B (mavi) gruplarinin ortak nukleotid dizisinin konumu.

GENETIK
GRUP

NUKLEOTID Dizisi

UZUNLUK (bg)

G1(C1)

AGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGC
TAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTATAAAA
CTTTATATTTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATA
TTACACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTG
AAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATT
TTAAAATAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTT
AATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGAGTTTA
TGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGC
AAAAGCTTAAAAAGGAGGTCT

314

G2 (C2-3)

AGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGC
TAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTATAAAA
CTTTATATTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATAT
TACACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGA
AAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTT
TAAAATAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTA
ATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGAGTTTAT
GACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCA
AAAGCTTAAAAAGGAGGTCT

315
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3.6.5. Androctonus crassicauda’nin (Gen Bank Acc. Number AJ277598)
Nukleotid Dizisi ile Eslestirme

Bu calismada orneklerden elde edilen nukleotid dizileri ile GenBank'da A.

crassicauda’ya ait sekans verisi (Cizelge 3.47) ile eslestirilmistir.

Cizelge 3.47. Androctonus crassicauda’nin nikleotid dizisi.

Androctonus crassicauda ( Gen Bank Acc. AJ277598) SEKANS VERISI

1 AAAGGTCGAACAGACTCCTTTTTAAGCTTTTGCGCAACAAAAGGTATTTTAATTCAACAT 60

61 CGAGGTCATAAACTCACTTGTCAATTAGAACTTTCTAAGTGAATTAAGCTGTTATCCCTA 120
121 AAGTAACTTATTTCTATTTTAAAATTTCTAGGTATTAAAACAGGTTCGTTTATTTTTTCA 180
181 AAGAAAGTCTAATTTCTTCACCGCCCCAGTGTAATATTTTTCCCTTTAATTAAAAACAAA 240
241 AAAATATAAAGTTTTATAGGGTCTTCTTGTCTAAAAGATGTATTTTAGCCTTTTTACTAA 300
301 AAAGTAAAATTCATTTCTTCAACTAAAAAAAAATCCTCCTGGTTTACTCTTTCATTCCAG 360

361 TCTCAAATTAAAAGACTAATGATTATGCTACCTTTGG 397

Eslestirme sonucunda tespit edilen nukleotid eksilmesi (deletion),
ilave edilmesi (insertion) veya donusumleri (substitution) gibi genetik
varyasyonlar, oOrneklere ait kromotogram goéruntulerinden nukleotid(ler)in

pikleri degerlendirilerek, genetik varyasyon(lar) dogrulama islemi yapiimistir.

Eslestirme neticesinde, bes nukleotidde genetik varyasyon tespit
edilmigtir. A1 (Cizelge 3. 48), A2 (Cizelge 3.49) ve C1 (Cizelge 3.50)
orneklerine ait nlkleotid dizisinde "TATATTTTTTTTG” pozisyonunda
bulunan “T” nukleotidi ile A.crassicauda’nin nukleotid dizisinde “TATA-
TTTTTTTG” “” pozisyonunda bulunan nukleotitden kaynaklanan

ilave/eksilme (T «— @) tespit edilmigtir.
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Cizelge 3.48. A1 (Query) ile A.crassicauda’nin (Sbjct) nikleotid dizisinin eslestiriimesi.

A1ILE AJ277598 SEKANS VERISININ ESLESTIRILMESI

Score

= 508 bits (275), Expect = 5e-141 ldentities = 312/317(98%)
Gaps = 2/317 (0%) Strand=Plus/Minus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query

Sbjct

1

315

61

255

121

196

181

136

241

76

301

16

AATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTAT

LT e e e e e e e e e e el
AATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTAT

AAAACTTTATATTTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAA

FEERRENEERD ERRRn el tenen e e e e e e
AAAACTTTATA-TTTTTTTGTTTTTAATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAA

GAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAA

IEEERED PR e e et e e e e el
GAAATTAGACTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACCTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAA

TAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAG

TELEEEREE e e e e e e e e e e e e e e e
TAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAG

TGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGG

EELRERE e e e e e e e e el
TGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGG

AGGTCTGTTCGACCTTT 317

I
AG-TCTGTTCGACCTTT 1

60

256

120

197

180

137

240

7

300

17

Cizelge 3.49. A2 ile A.crassicauda’nin nukleotid dizisinin eglestiriimesi.

A2 ILE AJ277598 SEKANS VERISININ ESLESTIRILMESI

Score

= 536 bits (290), Expect = 2e-149 ldentities = 343/347(98%)
Gaps = 1/347 (0%) Strand=Plus/Minus

Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

1

364

61

304

121

244

181

185

241

125

301

65

GAGACTGGAATGAAAGAGTAAACCAGGAGGATTTTTTTTTAGTTGAAGAAATGAATTTTA

R e e e e e e e e e e e e e e e e
GAGACTGGAATGAAAGAGTAAACCAGGAGGATTTTTTTTTAGT TGAAGAAATGAATTTTA

CTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTATAAAACTTTATA

RN NN R RN RN RN RNy nang
CTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTATAAAACTTTATA

TTTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGGCT

IRLERRRReer PR e e e e e e e e e e 11
~TTTTTTTGTTTTTAATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGACT

TTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAGAAATAAGT

IRLERELEE e e e e e e e e e el
TTCTTTGAAAAAATAAACGAACCTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAGAAATAAGT

TACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGAGTTTATGA

TELERER e e e e e e e e e e e e e el
TACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGAGTTTATGA

CCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAA 347

EELRERR e e e e e e e e el
CCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAA 19

60

305

120

245

180

186

240

126

300

66
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Cizelge 3.50. C1 ile A.crassicauda’nin nukleotid dizisinin eslestiriimesi.

C1ILE AJ277598 SEKANS VERISININ ESLESTIRILMESI

Score

= 525 bits (284), Expect = 5e-146 Identities = 321/326(98%),
Gaps = 2/326 (0%) Strand=Plus/Minus

Query 1

Shjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbhjct

324

61

264

121

205

181

145

241

85

301

25

AGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGA 60

LR e e e e et e e e e e e el
AGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGA 265

AGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGG 120

FEELREREREEE et Penennee e ey teeeen e e e e el
AGACCCTATAAAACTTTATA-TTTTTTTGTTTTTAATTAAAGGGAAAAATATTACACTGG 206

GGCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAA 180

IEELERLEe ey e e e e ey P el
GGCGGTGAAGAAATTAGACTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACCTGTTTTAATACCTAGAA 146

ATTTTAAAATAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTA 240

LR e e e e e e e e e e e e e e
ATTTTAAAATAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTA 86

ATTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGC 300

IR e e e e e e e e e e e el
ATTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGC 26

TTAAAAAGGAGGTCTGTTCGACCTTT 326

IREERERREEL LR
TTAAAAAGGAG-TCTGTTCGACCTTT 1

Cizelge 3.51. B1 ile A.crassicauda’nin nikleotid dizisinin eslestiriimesi.

B1ILE AJ277598 SEKANS VERISININ ESLESTIRILMESI

Score

= 529 bits (286), Expect = 3e-147 ldentities = 321/325(98%),
Gaps = 1/325 (0%) Strand=Plus/Minus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbhjct

1

324

61

264

121

204

181

144

241

84

301

24

AGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGA 60

LR e e e e e e e e e e e e el
AGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGA 265

AGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGG 120

FEELRERE R e e e ey e e e
AGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTGTTTTTAATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGG 205

GCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAA 180

LR e e e ey Pl
GCGGTGAAGAAATTAGACTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACCTGTTTTAATACCTAGAAA 145

TTTTAAAATAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAA 240

LR e e e e e e e e e e e el
TTTTAAAATAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAA 85

TTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCT 300

IR et e e e e e e e e el
TTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCT 25

TAAAAAGGAGGTCTGTTCGACCTTT 325

EEERELLEL PERRnnnnnl
TAAAAAGGAG-TCTGTTCGACCTTT 1
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Cizelge 3.52. B2 ile A.crassicauda’nin nukleotid dizisinin eglestiriimesi.

B2 ILE AJ277598 SEKANS VERISININ ESLESTIRILMESI

Score

= 569 bits (308), Expect = 2e-159 ldentities = 365/371(98%)
Gaps = 1/371 (0%) Strand=Plus/Minus

Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

1

371

61

311

121

251

181

191

241

131

301

71

361

12

TTAATTTGAGACTGGAATGAAATAGTAAACCAGGAGGATTTTTTTTTAGTTGAAGAAATG

IREERRRRE R e e e e e e e e e e
TTAATTTGAGACTGGAATGAAAGAGTAAACCAGGAGGATTTTTTTTTAGTTGAAGAAATG

AATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTATAAAA

LR e e e e e e e e e e e e e el
AATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTATAAAA

CTTTATATTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAAAT

INLERRRR e eene e e e e e e e e e el
CTTTATATTTTTTTGTTTTTAATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAAAT

TAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAGAA

R TR e ey e e e e el
TAGACTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACCTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAGAA

ATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGAGT

IEEEEEEE e e e e e e e e e e e e el
ATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGAGT

TTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGGAGGTC

REERELE e e e e e e e e e e e e e e et 1l
TTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGGAG-TC

TGTTCGACCTT 371

I
TGTTCGACCTT 2

60

312

120

252

180

192

240

132

300

72

360

13

Cizelge 3.53. B3 ile A.crassicauda’nin nukleotid dizisinin eglestiriimesi.

B3 ILE AJ277598 SEKANS VERISININ ESLESTIRILMESI

Score

= 508 bits (275), Expect = 4e-141 ldentities = 307/310(99%),

Gaps = 0/310 (0%) Strand=Plus/Minus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Sbjct

1

324

61

264

121

204

181

144

241

84

301

24

AGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGA

LR e e e e e e e e e e e e el
AGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGA

AGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGG

FEELRERE R e e e e ey e e el
AGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTGTTTTTAATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGG

GCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAA

IELLREERE e ey e e e e ey PRl
GCGGTGAAGAAATTAGACTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACCTGTTTTAATACCTAGAAA

TTTTAAAATAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAA

LR e e e e e e e e e e e el
TTTTAAAATAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAA

TTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCT

IRLEEEE R e e e e e e e e e el
TTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCT

TAAAAAGGAG 310

IRENRINN]
TAAAAAGGAG 15

60

265

120

205

180

145

240

85

300

25
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Cizelge 3.54. C2 ile A.crassicauda’nin nukleotid dizisinin eslestiriimesi.

C2ILE AJ277598 SEKANS VERISININ ESLESTIRILMESI

Score = 555 bits (300), Expect = 6e-155 ldentities = 350/353(99%),
Gaps = 0/353 (0%) Strand=Plus/Minus

Query 1 TTTGAGACTGGAATGAAAGAGTAAACCAGGAGGATTTTTTTTTAGTTGAAGAAATGAATT 60

RN RN RN AR RNy
Shjct 367 TTTGAGACTGGAATGAAAGAGTAAACCAGGAGGATTTTTTTTTAGTTGAAGAAATGAATT 308

Query 61  TTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTATAAAACTTT 120

IR e e e e e e e e e e e e e e e e e el
Shjct 307 TTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTATAAAACTTT 248

Query 121 ATATTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGG 180

INLERRRRR ey e e e e e e e e e e el
Shjct 247 ATATTTTTTTGTTTTTAATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGA 188

Query 181 CTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAGAAATAA 240

IR ey P e e e e el
Shjct 187 CTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACCTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAGAAATAA 128

Query 241 GTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGAGTTTAT 300

IR e e e e e e e e e e e el
Shjct 127 GTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGAGTTTAT 68

Query 301 GACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGGAG 353

NN RN NN RNy
Sbhjct 67  GACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGGAG 15

Cizelge 3.55. C3 ile A.crassicauda’nin nukleotid dizisinin eslestiriimesi.

C3ILE AJ277598 SEKANS VERISININ ESLESTIRILMESI

Score = 558 bits (302), Expect = 5e-156 ldentities = 355/359(98%),
Gaps = 1/359 (0%) Strand=Plus/Minus

Query 1 AATTTGAGACTGGAATGAAAGAGTAAACCAGGAGGATTTTTTTTTAGTTGAAGAAATGAA 60

LR e e e e e e e e e e e e e el
Shjct 369 AATTTGAGACTGGAATGAAAGAGTAAACCAGGAGGATTTTTTTTTAGTTGAAGAAATGAA 310

Query 61  TTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTATAAAACT 120

IEEERERE e e e e e e e e e e e e e e e el
Shjct 309 TTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTATAAAACT 250

Query 121 TTATATTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAAATTA 180

IREERRRERR et e e e e e e e e e e
Shjct 249 TTATATTTTTTTGTTTTTAATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAAATTA 190

Query 181 GGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAGAAAT 240

e e e e e i e e e el
Shjct 189 GACTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACCTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAGAAAT 130

Query 241 AAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGAGTTT 300

LR e e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 129 AAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGAGTTT 70

Query 301 ATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGGAGGTCT 359

IRLERERR R e e e e e e e e e e e 1l
Shjct 69  ATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGGAG-TCT 12

Orneklerin nikleotid dizilerinde “TTGAT” pozisyonlarinda bulunan ‘G — A”

yada “TTAAT” pozisyonunda A. crassicauda nukleotid dizisindeki ‘A — G”
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nikleotid dontsumleri (substitution) tespit edilmis (Cizelge 3.47) ve A1(Sekil
3.47), A2 (Sekil 3.48), B1 (Sekil 3.49) B2 (Sekil 3.50), B3 (Sekil 3.51) C1,
(Sekil 3.52), C2 (Sekil 3.53), C3 (Sekil 3.54) kromotogram goruntuleri ile bu

genetik varyasyon dogrulanmistir.

" FinchTV - 3-F.ab1 =13
File Edit View Finch Help

SROU Wa BB @G Phel ook

GotoBaseNo | | Find Sequence [TTTTTGAT | ALCG T
Vertical [-§---0---8---4---&--4--4----4---0--%---0--%--H-"f-k--F--%--0--0-p---F--k---0---H----0--R-
Sca|eTTTTTTTGTTTTT@ATTAA.&GGGAAAA
130 140

<
. -y
Rezet Scales Horizontal Scale - i

Selected Base G:135 (Q37)

Sekil 3.47. A1 6rneginin “TTGAT” nukleotid dizisinde 135. pozisyonda nukleotid donisimu
olarak tespit edilen “G” nlkleotidinin kromotogram goérintisu.

" FinchTV - 4-F.ab1 =13

File Edit View Finch Help
2200 W B08& Jill wm

Goto Base Mo, I:I Find Sequence |TTTI3.-’-\T | AL G T

Wertical
Scale

Rezet Scales Harizontal Scale - j

Selected Base G:137 (Q48)

Sekil 3.48. A2 drneginin “TTGAT” nukleotid dizisinde 137. pozisyonda nulkleotid donlisimu
olarak tespit edilen “G” nikleotidinin kromotogram gorintisu.
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™ FinchTV - 7-F.ab1 =3
File Edit Wiew Finch Help

2R00 WE B(BEF Il ok

Go to Bage Mo. I:I Find Sequence |TTGAT | AL G T

Wertical

o N U TN TR TR TN o T T T T B |

Rezet Scales Horizontal Scale - j

Selected Base G:125 (Q40)

Sekil 3.49. B1 6rneginin “TTGAT” niikleotid dizisinde 125. pozisyonda nukleotid doniigimu
olarak tespit edilen “G” niikleotidinin kromotogram goérintisu.

™ FinchTV - B-F_copyEDIT.ab1 =3
File Edit View Finch Help

R0 W BHEEG TFoT o

Goto Base Mo, I:I Find Sequence |TTG.-’-\T | AL G T
Yertical
Scale |___|.._.. § DU S D 1----- U SR N R b---p--- +----1----- 44 F----- 1--
T T T T e T T T T T IE' piy T T PN A e
140 150
< | ¥

Rezet Scales Harizontal Scale -

Selected Base G: 147 (Q30)

{ .

Sekil 3.50. B2 6rneginin “TTGAT” nukleotid dizisinde 147. pozisyonda nukleotid donisimu
olarak tespit edilen “G” nlkleotidinin kromotogram goérintisu.
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" FinchTV - 9-F.ab1

=/ed
File Edit Yiew Finch Help

R0 wae Boag gl

Goto Baze Mo, I:I Find Sequence |TTG.-’-\T |
Wertical

Scale

Reszet Scalex Harizantal Scals

Selected Base G:127 (Q3a8)

Sekil 3.51. B3 6rnegdinin “TTGAT” nlkleotid dizisinde 127. pozisyonda nikleotid dénlisimu
olarak tespit edilen “G” nikleotidinin kromotogram gorintisu.

S FinchT¥ - 12-F.ab1

X
File Edit Wiew Finch Help

2200 wa Buaag I

N
- Geospiza
Go bo Base Mo, l:l Find Sequence |TTGAT | AL G T
Vertical
seale | |oopdofg IR RN N R 5 UMY TS St O ST S T p
T T T T T G T T T T T AT T A& A& & GG GoOA A A A
130

[T SN A

£

>
Rezet Scales Harizontal Scale -

Selected Base G:136 (Q23)

L

Sekil 3.52. C1 6rneginin “TTGAT” nukleotid dizisinde 136. pozisyonda nukleotid donisimu
olarak tespit edilen “G” niikleotidinin kromotogram goériintisu.
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™ FinchTV - 16-F.ab1 =13
File Edit View Finch Help

2200 Wa (WA & Yl s

Goto Base Mo I:I Find Sequence |TTG.~’-‘«T | ACG T

Wertical
Scale

Reset Scales Horizontal Scale - j

Selected Base G142 (Q35)

Sekil 3.53. C2 6rneginin “TTGAT” nukleotid dizisinde 142. pozisyonda nukleotid donlisimu
olarak tespit edilen “G” niikleotidinin kromotogram goériintisu.

"2 FinchT¥ - 17-F.ab1
File Edit “iew Finch Help

YK

Go ko Base Mo, I:I Find Sequence |TTGAT | AL G T
Vertical
Scale |0 o ol e e e e e
G T T T T T @ & T T 2 A & e
140 150
< | >

Rezet Scales Harizantal Scale -

Selected Base G:143 (Q46)

L

Sekil 3.54. C3 6rneginin “TTGAT” nukleotid dizisinde 143. pozisyonda nukleotid dénisimu
olarak tespit edilen “G” nukleotidinin kromotogram goérintusu.

Ayrica, A1, A2, B1, B2, B3, C1, C2 ve C3 orneklerinin nukleotid
dizilerinde; “AGGCT” nukleotid pozisyonun da bulunan “G” ile “G — A”, A.
crassicauda “AGACT” nukleotid dizisinde “A — G” nukleotid donusumlerin
oldugu, bu genetik varyasyonlar A1(Sekil 3.55), A2 (Sekil 3.56), B1 (Sekil
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3.57) B2 (Sekil 3.58), B3 (Sekil 3.59) C1, (Sekil 3.60), C2 (Sekil 3.61), C3

(Sekil 3.62) kromotogram gdruntuleri ile de dogrulanmigtir.

"¢ FinchTV - 3-F.ab1

File Edit Yiew Finch Help

22000 wé 0D 6@ Bl o

Goto Base No. I:I Find Sequence |MGET AL G T
Wertical
Scale oo g f--d--B-p-ca- b docwe b e -
c T A A G TG oA A& T T A A c TG T T &T C C T & & A& G
140 1350

Horizontal Scale j

Reset Scales

Selected Base G:139 (Q54)

olarak tespit edilen “G” niikleotidinin kromotogram goérintisu.

"2 FinchT¥ - 4-F.ab1
File Edit “iew Finch Help

2R e

Sekil 3.55. A1 6rneginin “AAGCT” niikleotid dizisinde 139. pozisyonda niikleotid donisimu

A G T G
130

Goto Base Na. I:I Find Sequence |MGCT | AL G T
Wertical
e G e L o o I o o o o I B e o B
A 2 T T A 2 [ T G T T A C [ C T A
140 150

Harizantal Scale - j

Rezet Scales

Selected Base G:139 (Q54)

Sekil 3.56. A2 6rneginin “AAGCT” niikleotid dizisinde 139. pozisyonda niikleotid donisimu

olarak tespit edilen “G” niikleotidinin kromotogram goériintisu.
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Bi=]ES)

"¢ FinchTV¥ - 7-F.ab1
File Edit Yiew Finch Help

2R wWe B0 @@ Il o

Goto Base No. I:I Find Sequence |MGET | A LC G T
Yertical
SR RN N N TR J I (ORI N A B I----|---I---|---|---|---I---|----I-----|--- |---|----|J
A A G T G A A T T A A c T & T T A T C C c T A A
15

Reszet Scalex Harizantal Scals j

Selected Base G:137 (Q59)

Sekil 3.57. B1 6rneginin “AAGCT” nikleotid dizisinde 137. pozisyonda niikleotid dénlisimi
olarak tespit edilen “G” nikleotidinin kromotogram gorintisu.

" FinchTV - B-F.ab1
File Edit iew Finch Help

200 wa 0D @ gl sk

Goto Baze Mo. l:l Find Sequence |MGET
Wertical
S N I e e e
T C [

Seale |0 opiipo-

=
]
—
[
T o
=
— -
4
=
=

Rezet Scales Harizartal Scale - j

Selected Base G:139 (Q54)

Sekil 3.58. B2 6rneginin “AAGCT” nikleotid dizisinde 139. pozisyonda nlkleotid donlisimu
olarak tespit edilen “G” nukleotidinin kromotogram goérintusu.
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FBX

"2 FinchT¥ - 9-F.ab1
Fil Edit Wiew Finch Help

2200 W@ BB @& 8ol com

GotoBaze Mo. I:I Find Sequence |.t’-‘«.t’-‘n.GCT | -

Wertical
Scale 'I""'I'"'I"'I """ I""I'""';"'l"'l""l""é """ l""""I'""I'"'I""'I'"'I""I'""I """ I"'
oS T G T T AT C C oS
=1

Reset Scales Horizontal Scale - j

Selected Base Gi141 (Q57)

Sekil 3.59. B3 6rneginin “AAGCT” nukleotid dizisinde 141. pozisyonda niikleotid donisimu
olarak tespit edilen “G” nlkleotidinin kromotogram goérintisu.

S[(=1[ES

" FinchTV - 12-F.ab1
File Edit View Finch Help

2@ @

W 206 @ 85T s

GotoBaseND.IZl Find Sequence |MI3CT | AL G T
Wertical
L T UEs (LS TERITREE SR BRR  SU S SRS REN EE EEEN EEN R RER S SRkt CEEY IRP PPN
G T G ks & T T & ks C T G T T & T C C C T A -
130 140

Reset Scales Harizottal Scale - j

Selected Base G:136 (Q52)

Sekil 3.60. C1 6rneginin “AAGCT” nukleotid dizisinde 136. pozisyonda niikleotid donisimu
olarak tespit edilen “G” nlkleotidinin kromotogram goérintisu.
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CEX

™ FinchT¥ - 16-F.ab1

File Edit Wiew Finch Help
R0 W we BB|E& 90T cwmk

Go to Baze Mo, I:I Find Sequence |.&.-’-‘«GCT
Yertical
e I o
A T G A A T T A A C T G T T A T C C C T &
140 150

130

Harizaontal Scale

Reset Scales

Selected Base 3:139 (Q59)
Sekil 3.61. C2 6rneginin “AAGCT” nikleotid dizisinde 139. pozisyonda niikleotid donisimu

olarak tespit edilen “G” niikleotidinin kromotogram goérintisu.

EEX

" FinchT¥ - 17-F.ab1

File Edit Wiew Finch Help
1 W@ 208 & AT s

@R e
Go to Base Mo, I:I Find Sequence |MGET | AL G T
Wertical
L BTN O O T DU T TN IO U TN IO O O T I
T & A G TG & & TT A A COTa T T A TC C €T & & A 3T 4
140 150

Harizontal Scale

Reset Scales

Selected Base G139 (Q60)

Sekil 3.62. C3 drneginin “AAGCT” nukleotid dizisinde 139. pozisyonda nikleotid donlisimu
olarak tespit edilen “G” nukleotidinin kromotogram goérintusu.

Diger taraftan, tim orneklerin “ACTTG” dizisinde “T — C” yada “C —» T
nikleotid dontusumlerin oldugu bu genetik varyasyonlar, A1(Sekil 3.63), A2

(Sekil 3.64), B1 (Sekil 3.65) B2 (Sekil 3.66), B3 (Sekil 3.67) C1, (Sekil 3.68),
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C2 (Sekil 3.69), C3 (Sekil 3.70) kromotogram goéruntileri ile de

dogrulanmisgtir.

S[=1ES

"¢ FinchTV - 3-F.ab1
File Edit “iew Finch Help

2@ e

Goto Baze Mo, I:I Find Sequence |.&ETTG | ALC G T
Yertical
CLCL RN TR R EER B S PD TEPT ERRRS T RN RN TR | [ Y R A — [ EERES SEEE) EEEE SEEE TEED |
A T A& & & ¢ 6 A A& ¢ [T T & T T T T & & T
20

L‘_l

<

Reset Scales Horizontal Scale -

Selected Base T:203 (Q57)

L

Sekil 3.63. A1 6rneginin “ACTCT” nukleotid dizisinde 203. pozisyonda nukleotid donisimu
olarak tespit edilen “T” niikleotidinin kromotogram goriintusu.

"% FinchTV - 4-F.ab1
File Edit iew Finch Help
2R wd® DB EE 8=l ceosa
Goto Base Mo, l:l Find Sequence |.-’-‘«ETTG | AL G T
Yertical
Scale | bbb b Ll bt
LA A C GA & e T e T T T T oA
200 210
L1
< | >
Harizantal Scale - j
Selected Base T:205 (Q57)

Sekil 3.64. A2 drneginin “ACTCT” nukleotid dizisinde 205. pozisyonda nulkleotid donlisimu
olarak tespit edilen “T” nUkleotidinin kromotogram goruntusa.
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" FinchTV - -F.ab1

Bi=]ES)

File Edit Yiew Finch Help

R0 wWa (BB G Tl ccosda

Goto Baze Me, I:I Fird Sequence |.&CTTG | A LC G T
Yertical
Scale gk | EEREE FEEE REE FERN REpeY SEes l----- b----p----- | REPE] EEPRE N SEEN PERRE B
L 0T & A A TG A & ¢ T & T T T T A& & T
190 200

Reszet Scalex Harizantal Scals

Selected Base T:193 (0Q59)

Sekil 3.65. B1 drneginin “ACTCT” niikleotid dizisinde 193. pozisyonda nikleotid dénlisimu
olarak tespit edilen “T” nlkleotidinin kromotogram gorintisd.

" FinchTV - B-F.ab1 (=3

File Edit Yew Finch Help

R0 W 2@ Yol o
Goto Base Mo. I:I Find Sequence |.-’-‘«ETTG | AL G T
Yertical

Seale --I----I----|---|----4----I----4---l----|----|----ﬁ---I---+-+--+---|----|---+---|----+---|
AT A& A A& C TG T

<

Rezet Scalex Horizantal Scals

Selected Base T:212 (Q59)

{ .

Sekil 3.66. B2 drneginin “ACTCT” nukleotid dizisinde 212. pozisyonda nukleotid donlisimu
olarak tespit edilen “T” nUkleotidinin kromotogram goruntisa.
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File Edit Y%ew Finch Help

CRIE weé voeag 8-

Rezet Scales

W
Geospiza
Goto Basze Mo, I:I Fird Sequence |.-’-‘«CTTG | AL G T
Wertical
Scale | g go-opecgoobeobeo b +--n-o-- L R et Bai AOD! EE
AT A A A C G A A C T G T T T T A A T &
180 200

Selected Base T:195 (Q47)

Harizantal Scals

Sekil 3.67. B3 orneginin “ACTCT” niikleotid dizisinde 195. pozisyonda nikleotid dénlsimu

olarak tespit edilen “T” nlkleotidinin kromotogram gorintisd.

" FinchT¥ - 12-F.ab1

File Edit Wiew Finch Help
2R9H wd O B @& Q] ceosa
Gotn Base Mo, I:I Find 5equence |.-’-\I:TTI3 | AL G T
Yertical
T o TR I IO R
& a C G oa a C T el T T T T &
200 20
< [E2
Horizontal Scale © j
Selected Base T:204 (QS0)

Sekil 3.68. C1 drneginin “ACTCT” nukleotid dizisinde 204. pozisyonda nikleotid donisimu

olarak tespit edilen “T” niikleotidinin kromotogram goriintisu.
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™ FinchTV - 16-F.ab1 =13
File Edit Wiew Finch Help

200 wéd (PR @G Bl sk
GotoBasze No. I:I Find Sequence |.&ETTG | AL G T

Wertical

Scale | B0 - B li e leeape e
A T & 2 A c G A 0 C T G T T T T A & T
200 ™0

< >
Harizantal Scale

Selected Base T:210 (QS54)

L

Sekil 3.69. C2 orneginin “ACTCT” nukleotid dizisinde 210. pozisyonda nikleotid donisimu
olarak tespit edilen “T” niikleotidinin kromotogram goriintisu.

" FinchTV - 17-F.ab1 M=E3
File Edit “iew Finch Help

22000 wa (B oElE i) e

Goto Base Mo, I:I Find Sequence |.&ETTG | ALC G T
Yertical
Scale

BoA A 8 T A A A C o GA A C[IT & T TTTAATACGCCTA G A
200 210 220

e

Reset Scales Horizontal Scale - j

Selecked Base T:211 (Q53)

Sekil 3.70. C3 orneginin “ACTCT” nukleotid dizisinde 211. pozisyonda nikleotid donisimu
olarak tespit edilen “T” niikleotidinin kromotogram gortintisu.

Yine A1, B1, B2, C1, , C2 orneklerinin nikleotid dizilerinde “AGGTC”
nukleotid dizisinde “G” nukleotidinin ilave/eksilme (G < @) olarak gorilen
genetik varyasyonu, A2, B3 ve C3 oOrneklerin kromotogram goruntulerinde
“G” nukleotidi goérilmids olmasina ragmen bu o6rneklerin  nikleotid
uzunluklarinin kisa olmasi nedenle eslesme verisi olarak tespit edilememistir
(Sekil 3.71-78).
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™ FinchTV - 3-F.ab1 M=
File Edit Wiew Finch Help

@R e

Goto Base Mo I:I Find Sequence |.&GGTE | AL G T

Wertical

S —_— .---+---+----@---.---+----|----4---:----:----+----.---l---|---
s C

Reset Scales Harizontal Scale j

Selected Base G352 (Q42)

Sekil 3.71. A1 6rneginin “AGGTC” nikleotid dizisinde 352. pozisyonda niikleotid dénisimi
olarak tespit edilen “G” nikleotidinin kromotogram gorintisu.

" FinchT¥ - 4-F.ab1
File Edit Wiew Finch Help

2R90 W BB E G Dl s

Goto Basze Mo, I:I Find Sequence |.~’-‘«GGTE | AL G T
Wertical
o TN O R T I T R T T T I I I '}
T & & A A A oA G T < T GOT T < GoA CoC T T T & A
350 360 370

Feset Scales Horizontal Scale j

Selected Base @:354 (Q52)

Sekil 3.72. A2 6rneginin “AGGTC” niikleotid dizisinde 354. pozisyonda nikleotid dénisimi
olarak tespit edilen “G” niikleotidinin kromotogram goérintisu.



180

™ FinchTV - 7-F.ab1 M=](E3]

File Edt View Finch Help
2200 W D 0(@& Bl b

Goto Base No. I:I Find Sequence |.&GI3TC | AL G

Wertical

Scale +|||+|+|+|@

Reszet Scalex Harizantal Scals j

Selected Base Gi342 (Q44)

Sekil 3.73. B1 6rneginin “AGGTC” niikleotid dizisinde 342. pozisyonda nikleotid dénisimi
olarak tespit edilen “G” nikleotidinin kromotogram gorintisu.

"¢ FinchTV - B-F.ab1
File Edit View Finch Help

R0 Wa BEEg 9l ok

Goto Base Mo, I:I Find Sequence |.-’-‘«GI3TI: | AL G T
Wertical
Scale Lo L B----4----- e R T S EEPEPEF EPEE PEREN L EETE TEER] EEEEE TEEEE PR |
T 2 2 2 2 & G G & G E T [ T G T T [ G &
360 37

Reset Scales Harizortal Scale - j

Selected Base G:361 (Q30)

Sekil 3.74. B2 6rneginin “AGGTC” niikleotid dizisinde 361. pozisyonda nikleotid dénisimi
olarak tespit edilen “G” niikleotidinin kromotogram goérintisu.
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" FinchTV - 9-F.ab1 =3
File Edit View Finch Help

2R00 W (BEE G D0 sk

Goto Base Mo, I:I Find Sequence |AGGTC | AL G T
Wertical
Scale g - -l - - [ ERREEE SCECEN awe - - b----- *----- -
I N G oA G |E| T C T G T T
340 350
< b

Reset Scales Harizottal Scale -

Selected Base G:344 (Q27)

L

Sekil 3.75. B3 6rneginin “AGGTC” nikleotid dizisinde 344. pozisyonda niikleotid donisimu
olarak tespit edilen “G” nlkleotidinin kromotogram goérintisu.

™ FinchTV - 12-F.ab1 =1E3
File Edit Yew Finch Help

2R @

W B8E &8 Dl sk

GotoBase Mo, I:I Find Sequence |AGGTC | A LC G T
Wertical
Scale | .y . g gL - - +---1
T A A A A A G G A G T [ T G T T C G A
350 360

Reset Scalez Horizontal Scale j

Selected Base G:353 (Q47)

Sekil 3.76. C1 6rneginin “AGGTC” nikleotid dizisinde 353. pozisyonda niikleotid dénlsimu
olarak tespit edilen “G” nikleotidinin kromotogram goérintisu.
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™ FinchTV - 16-F.ab1 M=1E3

File Edit View Finch Help

LR9U wd 2@EBF TrT) e

Goto Bage Ma. I:I Fird Sequence |AGGTC | AL G T
Wertical
Scale | B g bbb bl I R I T T
T AA A A A G G A G T C T G T T C G A C C Tl
350 360 370
< >

L

Reset Scales Harizottal Scale -

Selected Base G:359 (Q52)

Sekil 3.77. C2 6rneginin “AGGTC” niikleotid dizisinde 359. pozisyonda niikleotid donisimu
olarak tespit edilen “G” nlkleotidinin kromotogram goérintisu.

™ FinchTV - 17-F.ab1 =13
File Edit Wiew Finch Help

Goto Baze Mo l:l Find Sequence |.~’-‘«GGTC | A LC G T
Wertical
Scde [ g g4 gD ] S T O O TR
T piy piy A A piy el G iy e ] Ej T i T e T T C G A
350 360

Reset Scales Harizontal Scale j

Selected Base @360 (Q15)

Sekil 3.78. C3 6rneginin “AGGTC” niikleotid dizisinde 360. pozisyonda niikleotid donisimu
olarak tespit edilen “G” nlkleotidinin kromotogram goérintisu.
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Ozetle, bu calismada dizi analizi yapilan érnekler ile GenBank sekans
verisi ile yapilan eslestirmede tespit edilen ve dogrulanan genetik

varyasyonlar Cizelge 3.56’da verilmistir.

*

Cizelge 3.56. Calisma Orneklerinde tespit edilen genetik varyasyonlar. *: Eslestirme
Cizelgelerinde gorilmemekle birlikte kromotogram goérintileri ile bu varyasyon
dogrulanmistir.

ORNEK GENETIK VARYASYON G. VARYASYON TIPI
To O ilave / eksilme
A1 Go A Déniistim
‘;21* Go A Danustm
T~ C Donusum
Go @ ilave / eksilme*
G- A Donusim
81-B2 B3 Go A Donusum
C2C3*
T~ C Donugum
Go @ ilave / eksilme*

3.7. Filogenetik Analiz

DNA dizilerinin hizalanmasinda yaygin olarak CLUSTALW kullaniimaktadir.
Bu arastirmada da MEGA 4.1 programi (Tamura ve ark., 2007) ile filogenetik
analiz igin 6rneklerin nukleotid dizisi ¢ift ve ¢ok yonllu olarak hizalanmistir
(Sekil 3.79) .

ClustalW Progress

FPaimwvise alighment M

Multiple alignment

X Cann:el|

Sekil 3.79. ClustalW ile cift ve ¢ok yonli hizalama.
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Hizalanan nukleotidler eslesen ve bosluk kisimlari gorulecek sekilde

nukleotidlere ait renk kodlari ile belirlenmistir (Sekil 3.80).

4.1 (Beta): Alinment Explorer (C:\Program Filas\MEGA4x1\Examplestod_filapenetik_tiimii,mas)
Data Edt Search Algnment Web Sequencer Display Help

DE@% @i wol ABAR oBLoX% BE ()

DN Sequences | Tranlated Protein Sequences |

1AL
(A2
A3
Bl
B2
B3
[l
(2
3

auoreuxi 165 ribosomal RNA

auoreuxi 165 ribosowal RIA(Z)

auoreuxi 165 ribosowal RIVA(3)

4.

1A,

1A,

. auatraliz 163 ribosomal RHE
&, australis 165 ribosowal RNA(Z)
&, australis 165 ribosowal RNA(3)
1A,
4,
4,
4.
¢

augtraliz 165 ribosowal RHA(4)
ausrraliz 165 rihogonal RHA(S)

australiz 165 rihosonal RHA(6)
australis 165 ribosomal RUA(T)

| y

Site i ) 6wt whlas

Sekil 3.80. Hizalanan diziler.

Hizalandiktan sonra filogenetik analizler igin temel verisi olusturulmustur
(Sekil 3.81-82).
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] M4.1 (Beta): Alignment Explorer (C:\Program Files\MEGA4x1\Examplestod_filogeneti

Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

D) Create Hew Wu L ABBRE | oRyEXH (BB 4
= open »
Sequences |
Reopen
Close

[ 5ave Session Chrl4+s
B Export Alignment 3

[ DM Sequences
Fratein Sequences

'BF Translate/Untranslate

¥ Select Genetic Code Table

- Rlis
T reverse Complement

RN&i2)

Exit AnExplorer RlA{3)

australis 165 ribosomal RNA

australis 165 ribosomal RNA(2)
australis 163 ribosomal RNA(3)
australiz 165 ribosomal RNA(4)
australis 163 ribosomal RNA(S)
australis 163 ribosomal RNA(6)
. australis 165 ribosomal RNA(7)

. aeneas 163 ribosomal RNA
acneas 165 riboscmal RIA(2)
. aeneas 163 ribosomal RNA(3)
. aeneas 163 ribosomal RNA[4)
amorewi 165 ribosonal RNA(4)

crassicauda 165 rENA

gibbosus 990217811 165 rRNA

gibbosus BG-159-01 16§ 991029613 165 rRNA
gibbosus By-153-10 980910613 165 rRNA
gibhosus BG-153-02 930910614 165 rRNA
gibbosus BG-151-01 980910611 165 rRNA
gibbosus By-73-02 9805291 165 rRNA
gibbosus BG-79-02 98110561 165 rRNA
eupens TRal 165 rENA

eupeus TRb1 165 rRNA

eupens TRbZ 165 rRNA

ovchinnikowi 165 rihosomal ENA
caucasicus UZn2 165 rRNA

caucasicus TUk2 165 rRHA
quinguestriatus 165 ribosomal FNA

HEEEEREEHEEEEEEREE R EEEE

£

Sie# EEl

Sekil 3.81. Hizalanmis dizilerde filogenetik analiz.

T M4.1 (Beta): View Sequence Data

Data Display Highlight Statistics Help

B ta| || By|ae| [TovuE C|V|Pi|5|n|2|4|ﬂ
1. 21 -] - . B B B B
w2, 252 - - - - - - T G T 6 C A A A G G T A G C AT A AT C A A T 1
w3, 23 - - - - T T TG T G C A A AG G T AGC AT T AT CC A T
4. 81 R
w5, B2 T
w5 B3
[w18. C2 - - - - - - T G T G C A A AG G T AGC AT A AT C A A T
via. c3 -1 . T
[v]10. A amoreuxi 165 ribosemal RNA A T
[¥]11. A amereusi 165 ibosomal RHAZ) R R
[¥]12. A amereuri 165 ribosomal RHA3) R R
[v]13. A australis 165 ibosemal RNA A T
[v]14. A australis 165 ibosomal RNAZ) . .
[W115. . australis 168 ribosomal RNACE
[v]16. A australis 168 ibosomal RNA4)
[V]17. A australis 168 ibosomal RNAS)
[¥118. 4 australis 165 ribosomal RMAG)
[¥119. A australis 165 ribosomal RNAF)
[W]20. A aeneas 165 ribosomal RHA

71 A aeneas 165 ribosomal RNACE)

72 A aeneas 165 ribosomal RNAG) R R
|w 75, A aeneas 165 ribosomal RHA(E) A T
[w24. A amoreuxi 1635 ribosomal RMACE) A T
& Bl

[ Highlighted: None Dats A

Sekil 3.82. Filogenetik analiz verisi.
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3.7.1. Grup ici Filogenetik Analiz

DNA dizi analiz verileri kullanilarak ornekler arasindaki genetik farkhliklarin
ortaya konulmasi amaciyla, MEGA 4.1 programi kullanilmistir (Tamura ve
ark., 2007). DNA dizilerinin karsilastirimasi ile filogenetik analizler
tekniklerinden Neighbor-Joining (NJ), Minimum Evolution (ME), Maximum
Parsimony (MP) ve Unweighted Pair Group Method with Aritmetic (UPGMA)
metotlari, “Pairwise Distance” hesaplamasi ile g¢alismada kullanilan
orneklerin molekuler sistematikteki evrimsel iligkileri ortaya konulmustur.
Filogenetik analiz teknikleri kullanilarak c¢ikarilan filogenetik agacin
(cladogram) guvenirligi icin “bootstrap” ve “ interior branch lenght” testleri
kullanilmistir. Grup icindeki ornekler arasindaki molekller sistematikteki
iliskiyi gostermek icin grup disi olarak L. quinquestriatus (Gen Bank Acc.

AY226174) akrep turlne ait sekans verisi kullaniimistir.

3.7.1.1. A Grubunun Filogenetik Analizi

A grubu érnekleri arasinda molekuler sistematik iligski (1000 tekrar), Neighbor-
Joining metodu ile olusturulan soy agacina (Sekil 3.83) goére, A1 ve A3
ornekleri % 89 Minimum Evolution Metodu(Sekil 3.84) ile de % 88 oraninda

birbirine en yakin drnek olarak gorulmektedir

89 A1
[L——— A3

L a2

L. quinquestriatus

——
0.02

Sekil 3.83. Neighbor-Joining metodu ile olugturulan A grubunun soy agaci.
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[ A3

L. quinquestriatus -

0.02

Sekil 3.84. ME metodu ile olusturulan A grubunun soy agaci

3.7.1.2. B Grubu Filogenetik Analiz

B grubu 6rnekleri arasinda molekuler sistematik iliski (1000 tekrar), Neighbor-
Joining (Sekil 3.85) ve Minimum Evolution (Sekil 3.86) metotlar ile
olusturulan soy agacina gore % 99, Maximum Parsimony Metodu ($ekil 3.87)
ile de % 100 oraninda B1 ve B3 oOrnekleri birbirine en yakin érnek olarak

bulunmustur.

99 —— B1
— B3

B2

L. quinquestriatus

—A
0.02

Sekil 3.85. NJ metodu ile olugturulan B grubunun soy agaci.

99 — B1
— B3

B2

L. quinquestriatus

——
0.02

Sekil 3.86. ME metodu ile olugturulan B grubunun soy agaci.
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100 B1
B3
B2
L. quinquestriatus

Sekil 3.87. MP metodu ile olusturulan B grubunun soy agaci.

3.7.1.3. C Grubu Filogenetik Analiz

C grubu 6rnekleri arasinda molekiler sistematik iligski (1000 tekrar), Maximum
Parsimony (Sekil 3.88) ve UPGMA (Sekil 3.89) metotlari ile olusturulan soy
agacina gore % 76, Neighbor-doining Metodu (Sekil 3.90) ile de % 90

oraninda C1 ve C3 drnekleri birbirine en yakin érnek olarak bulunmustur.

76 C1
C3
C2
L. quinquestriatus

Sekil 3.88. MP metodu ile olugturulan C grubunun soy agaci.

76 C1
C3
C2
L. quinquestriatus

Sekil 3.89. UPGMA metodu ile olusturulan C grubunun soy agaci.
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9o — C1
C3

C2

L. quinquestriatus

—
0.02

Sekil 3.90. NJ metodu ile olugturulan C grubunun soy agaci.

3.7.2. Gruplar Arasi Filogenetik Analiz

Gruplar arasinda molekuler sistematik iligki (1000 tekrar), Neighbor-Joining
(Sekil 3.91) ve Minimum Evolution (Sekil 3.92) metotlari ile birbirlerine paralel

soy agagclari olusturulmustur.

73 A1
66 | B1

— C1
— B3

A3
L a2

L. quinquestriatus
0.02

Sekil 3.91. Gruplar arasinda NJ metodu ile olusturulan soy agaci.
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69 A1
62 | B1

99 __ c1
43 B3
25| B,
54|~y
64]] ca
A3

L. quinquestriatus

0.02
Sekil 3.92. Gruplar arasinda ME metodu ile olusturulan soy agaci.

3.7.3. A. crassicauda’nin Turkiye Akrep Faunasinda Bulunan Turlerle
Olan Filogenetik Konumu

Bu calismada Turkiye akrep faunasinda bulunan turler ile DNA dizi analizi
yapilan oOrneklerin filogenetik analiz teknikleri ile molekuler sistematikteki
evrimsel iligkileri ortaya konulmustur. Calismada, Mesobuthus soyuna bagli
olan M. eupeus ve M. gibbosus turlerinin GenBank’daki sekans verileri
(Cizelge 3.58) kullaniimigtir. Soyagaclarinda filogentik iliskiyi gdéstermek igin
grup disi olarak Pseudochactas ovchinnikovi (Gen Bank Acc. AY226174)

akrep turune ait sekans verisi kullaniimigtir.

Filogenetik anailiz neticesinde, Neighbor-Joining metotlari (Sekil 3.93)
Maximum Parsimony (Sekil 3.95) ve UPGMA (Sekil 3.96) ile olusturulan soy
agaclarinda Mesobuthus ve Androctonus soylari tespit edilmistir. Olusturulan
filogenetik agac (Sekil 3.94) guvenirligi icin “bootstrap” ve “ interior branch

lenght” testleri uygulanmis ve soyagaci bulgularini desteklemistir.
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Cizelge 3.57. Turkiye akrep faunasinda bulunan tirlerin GenBank kayit verileri (a:
Gantenbein ve ark., 2002. b: Gantenbein ve Keightley, 2004. c:Gantenbein ve ark., 2003)

Tirkiye Faunasinda bulunan akrep tiirlerine ait GenBank verileri

Akrep Acc.Number Lokalite DNA Gen Bolgesi | Uzunluk (bg)
Mesobuthus gibbosus ® AJ402580 Turkiye -Selale mt 16S rRNA 338
Mesobuthus gibbosus ° AJ402582 Turkiye -Mugla mt 16S rRNA 337
Mesobuthus gibbosus ® AJ402583 Turkiye -Mugla mt 16S rRNA 340
Mesobuthus gibbosus ° AJ402584 Turkiye -Yerkesik mt 16S rRNA 340
Mesobuthus gibbosus ® AJ402585 Turkiye -Datca mt 16S rRNA 339
Mesobuthus gibbosus ° AJ402586 Turkiye -Citlik mt 16S rRNA 337
Mesobuthus eupeus " AJ550688 Turkiye - Gllsehir mt 16S rRNA 333
Mesobuthus eupeus ” AJ550689 Turkiye - mt 16S rRNA 335
Cemilkdy
Mesobuthus eupeus ” AJ550690 Tarkiye - mt 16S rRNA 335
Cemilkdy
ﬁndroctonus crassicauda AJ227598 Turkiye - Urfa mt 16S rRNA 397
Pseudochactas AY226167 Ozbekistan- mt 16S rRNA 37
ovchinnikovi ° Batatag

Mesobuthus eupeus’un Neighbor-Joining (Sekil 3.93), Maximum
Parsimony (Sekil 3.95), ve UPGMA (Sekil 3.96) soy agaclarinda % 100,
Mesobuthus gibbosus ise Neighbor-Joining (Sekil 3.93), Maximum
Parsimony (Sekil 3.5), ve UPGMA (Sekil 3.96) soy agaclarinda % 100 yakin
olduklari tespit edilmistir. Diger taraftan tim soy agaclarinda da Androctonus
crassicauda ile dizi analizi yapilan orneklerin filogenetik konum olarak % 100

yakin bulunmustur.
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AJ402583

27| AJa02582

48 AJ402584

as AJ402586

e L AJ402585

a8 AJ402581

AJ402587

£5 7T|: AJ402580

— AJ550689

AJ550690

sa L AJ550688

— AJZ277598
—Cc2
L A2
100 | }—C3
L B2
1 A3
B3
L Cc1
L A1
L B1

P. ovchinnikovi

100

21

0.00

o
)
(=]
o
at
(i}
o
o+
o
o
=)
(]

Sekil 3.93. GenBankda sekans verisi bulunan Tirkiye faunasina ait turlerle NJ metodu ile
olusturulan soy agaci.

AJ402583
%51 AJ402582
18] 1AJ402584
ag | [AJ402586 Mesobuthus gibbosus
AJ402585
98 AJ402581
AJ402587
71
rs_:\.mozsao
AJ550689
MESOBUTHUS 35| - AJ550690 Mesobuthus eupeus
ANDROCTONUS 74 AJ550688
rAJ277598
Cc3
93
94
64
B4 A3 ]
29 Androctonus crassicauda
A1
7 LB
P. ovchinnikovi
T —

0.05

Sekil 3.94. GenBankda sekans verisi bulunan Tirkiye faunasina ait turlerle NJ metodu ile
olusturulan soy agacinin guvenirligi icin “interior branch lenght” testiyle elde edilen soyagaci.
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P. ovchinnikovi
A1
C1

96

100 B1

B3
A2 Androctonus crassicauda

A3
34

— 1
100 35 B2
20 _:(;3

—1

78

64 c2
AJ2T7T7598
AJ550690
AJ550688
AJ550689
76 —— AJ402587
L— AJ402580
100 AJ402586
AJ402585 Mesobuthus gibbosus
70 AJ402584
AJ402583
100 1o AJ402582
AJ402581

100 A. crassicauda

Mesobuthus eupeus
100

100 100

Sekil 3.95. GenBankda sekans verisi bulunan Turkiye faunasina ait tirlerle MP metodu ile
olusturulan soy agaci.

33 AJ402583

99 AJ402582

86 L AJ402584

98 —: AJ402586
92 AJ402585

= AJ402581

MESOBUTHUS 74 —— AJ402587

sa L— AJ402580
AJ550689

AJ550690 Mesobuthus eupeus
100
—

ANDROCTONUS 2-11550583

B1

Cc1

B3 Androctonus crassicauda
AJ277598

A3

B2

A2

c2
> £C3

P. ovchinnikovi

= Mesobuthus gibbosus

66

35

42

70

50

58

Sekil 3.96. GenBankda sekans verisi bulunan Turkiye faunasina ait turlerle UPGMA metodu
ile olusturulan soy agaci.
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3.7.4. Androctonus Soyuna Ait Tiirlerle Olan Filogenetik Konumu

Bu calismada Androctonus soyunda bulunan A. aeneas (Gen Bank Acc.
DQ124365 -304bg), A. amoreuxi (Gen Bank Acc. AY226175 — 375 bg) ve A.
australis (Gen Bank Acc.DQ144727 304bg) turler ile DNA dizi analizi yapilan
orneklerin filogenetik konumu belirlenmistir. A. aeneas, A. amoreuxi ve A.
australis turlerinin GenBank’da kayidi bulunan sekans verileri kullaniimistir.
Soyagaclarinda filogenetik iligkiyi gostermek icin grup disi olarak
Pseudochactas ovchinnikovi (Gen Bank Acc. AY226174) akrep turine ait

sekans verisi kullaniimistir.

Maximum Parsimony (Sekil 3.97), ve UPGMA (Sekil 3.98) soy
agaclarinda A. crassicauda ile ¢alismada dizi analizi yapilan érnekler % 100
yakin bulunmustur. Diger taraftan A. aeneas, A. amoreuxi ve A. australis
tirler Maximum Parsimony ve UPGMA soy agaclarinda % 99 yakin
bulunurken A. amoreuxi ve A. australis turleri filogenetik olarak yakin

gOrulmustar.

A2

B3

B2

C2

A3

C3

99 B1

C1

A1

AJ277598

A. aeneas 16S ribosomal RNA

99 | A. amoreuxi 16S ribosomal RNA(3)
75 | A. australis 16S ribosomal RNA(2)

P. ovchinnikovi 16S ribosomal RNA

Sekil 3.97. GenBankda sekans verisi bulunan Androctonus soyuna ait turlerle MP metodu ile
olusturulan soy agaci.

72
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A2
Cc2
A3
59 131 B1
C1
1 B3
51 13 C3
B2

A1
Androctonus crassicauda AJ277598

12

59

939

A. aeneas

A. amoreuxi

A. australis

P. ovchinnikovi

99

93

Sekil 3.98. GenBankda sekans verisi bulunan Androctonus soyuna ait turlerle UPGMA
metodu ile olusturulan soy agaci.

Calismada kullanilan tim DNA dizilerinin genetik mesafe degerleri de
hesaplanmigtir. Boylece orneklerin genetik uzakliklari ve birbirine yakinliklari
belirlenmistir. Cift yonlU genetik uzaklik degerleri Cizelge 3.60° da verilmistir.
Hesaplama dederlerine gore, A3 ornegdi, A2 dérnegine % 1 (0.010) oranda
uzak bulunurken C2 ve C3 drneklerine (0.000) tamemen yakin bulunmustur.
Diger taraftan, bu ornekler Pseudochactas ovchinnikovi sirasiyla % 45.9,

44.7 ve 44.7 oranda uzak olduklari hesaplanmistir.

A2, C2, C3 (0.010) ornekleri % 1, A3 (0.020) 6rnedi % 2 ve %1.3
oranda B2 (0.013) 6rnegi bildirilen A. crassicauda’ya yakin hesaplanirken
ornekler igerisinde genetik mesafesi % 3.3 oranda C1, B1 (0.033) ve en fazla
da A1 drneginde (0.061) hesaplanmigtir (Cizelge 3.58).
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Cizelge 3.58. DNA dizilerinin genetik mesafe degerleri (1-2-3: A; 4-5-6; B 7-8-9: C grubu,
10. P.ovchinnikovi 13. A. crassicauda 11-14—15: M.eupeus 19-20-21-22: M. gibbosus).

[ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22]

[1]

[2] 0.051

[ 3] 0.058 0.010

[4] 0.033 0.023 0.030

[ 5] 0.054 0.003 0.013 0.026

[6] 0.047 0.016 0.023 0.023 0.020

[7] 0.037 0.023 0.030 0.030 0.026 0.023

[8] 0.0510.000 0.010 0.023 0.008 0.016 0.023

[9] 0.0510.000 0.010 0.023 0.008 0.016 0.023 0.000

[10] 0.529 0.447 0.459 0.481 0.454 0.482 0.495 0.447 0.447

[11] 0.319 0.255 0.255 0.285 0.260 0.275 0.280 0.255 0.255 0.456

[12] 0.2750.211 0.211 0.239 0.215 0.230 0.239 0.211 0.211 0.462 0.172

[13] [I88H 01010 0:020 0.033 [0:013 0.026 0.033 0:010 0:010 PEEE 0.250 0.215

[14] 0.313 0.250 0.250 0.280 0.255 0.270 0.275 0.250 0.250 0.449 0.003 0.168 0.245

[15] 0.324 0.259 0.260 0.290 0.264 0.280 0.285 0.259 0.259 0.468 0.026 0.185 0.255 0.023

[16] 0.261 0.202 0.203 0.230 0.207 0.217 0.226 0.202 0.202 0.453 0.176 0.086 0.206 0.171 0.188

[17] 0.271 0.211 0.211 0.240 0.216 0.226 0.235 0.211 0.211 0.452 0.184 0.086 0.215 0.180 0.197 0.006

[18] 0.261 0.202 0.203 0.230 0.207 0.217 0.226 0.202 0.202 0.439 0.192 0.079 0.206 0.188 0.206 0.020 0.020

[19] 0.261 0.202 0.203 0.230 0.207 0.217 0.226 0.202 0.202 0.439 0.192 0.079 0.206 0.188 0.206 0.020 0.020 0.000

[20] 0.261 0.202 0.203 0.230 0.207 0.217 0.226 0.202 0.202 0.439 0.192 0.079 0.206 0.188 0.206 0.020 0.020 0.000 0.000

[21] 0.2750.215 0.216 0.244 0.220 0.230 0.239 0.215 0.215 0.463 0.201 0.082 0.219 0.196 0.214 0.036 0.036 0.030 0.030 0.030

[22] 0.257 0.194 0.194 0.222 0.199 0.213 0.222 0.194 0.194 0.456 0.184 0.057 0.198 0.180 0.194 0.071 0.071 0.078 0.078 0.078 0.078
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4. TARTISMA

Artropoda anaci, Cherlicerata anag¢ boluminde, ekonomik (Boophilus
microplus) ve medikal (/Ixodes scapularis), éneme sahip birgcok eklembacakli
bulunmaktadir (Jones ve ark., 2007). Yine bu anag¢ boliminde olan akrep,
hastalik naklinde rol almamasina karsin sahip oldugu venom bakimindan
medikal dneme sahip bir eklembacakhdir. Turkiye’de bugtine kadar Buthidae,
Chacthidae, Euscorpiidae, Scorpionidae ve luridae aileleri icinde 16 tlr tespit
edilmistir (Ozkan ve Karaer, 2003; Karatas ve Colak, 2005; Karatas, 2007;
Ozkan ve ark., 2007b). Bunlardan Buthidea ailesinde yer alan Androctonus,
Leiurus Mesobuthus soylari medikal yonden énemli tiirlere sahiptir (Ozkan ve
Kat, 2005; Ozkan ve ark., 2006a).

Karaya ¢iktiklari ilk ginden gunumuize kadar morfolojik bakimdan ¢ok
az degdisen akreplerin tanimlanan morfolojik 6zellikleriyle sistematikteki yerleri
belirlenmistir. Ancak gunumuizde yararlaniimaya baslanan DNA temelli
molekuler filogenetik teknikler ve analizlerle, bazi akreplerin aile, soy ve tir

dizeyinde sistematikteki yerleri degismistir.

Bu arastirmada, Turkiye’nin Sanhurfa ili Kisas beldesine ait A.
crassicauda akrep turunun morfolojik karakterlerle fenotip 0Ozelliklerinin
belirlenmesi ve fenotipleri tanimlanan gruplar igerisinde ve arasindaki
farkhliklarin/benzerliklerin ya da yeni alttiriin belirlenmesi ile Tarkiye akrep
faunasindaki filogenetik konumunun tespit edilmesi amaciyla mtDNA'nin
bayuk alt birimi olan 16S gen bolgesinde yararlanilarak PCR yontemi ile DNA

dizi analizi yapimistir.

Buthidae ailesine ait turlerde karapaksda Ug cift lateral gdéz bulunur
(Vachon, 1952b; Kovafrik, 1999). A. crassicauda Buthidae ailesine ait bir
turdir (Vachon, 1951; 1952c). Bu c¢alismada kullanilan &rneklerin

tamaminda, karapaksin anterio-laterinde Ug cift lateral goz tespit edilmigtir.
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Sistematikte Androctonus soyunun diagnostik 6zelligi olan vicut
rengini (Vachon, 1952c; Kovarik, 1999), A. crassicauda vicut rengi icin krem,
koyu kahve ve siyah renkte, bacaklar daha acgik renkli, igne u¢ kismi
siyahimsi bir renkte oldugu bildirilmigtir (Yagmur, 2005; Yesilyurt, 2005;
Ozkan ve ark., 2006c). Bu arastirmada incelenen o6rneklerden; A grubu
orneklerin vucut rengi, sarimsi-kizil, B grubu ornekleri de kizil ile koyu kahve
renkli vicut, C grubu orneklerinde vicut, koyu kahve veya siyah renkli oldugu
gorulmustdr. Ancak tim gruplarda bulunan orneklerin telsondaki ignenin ug

kismi siyah renkli olmasi ile bu ¢aligmalar ile benzemektedir.

A.crassicauda turune ait diger bir diagnostik 0zellik olan
pedipalplerinin chela kisminin yuvarlak ve dolgun, hareketli parmaginin
distalinde U¢ ve terminal kisminda bir granul bulunmasidir (Kovafik, 1999).
Calismada incelenen tum o&rnekler bu diagnostik 6zellik ile uyusmustur.
Ayrica pedipalplerde, femurun iyi gelismis bes karinali, ve tibianin 8 karinali
oldugu (Yagmur, 2005; Yesilyurt, 2005) calismamizdaki orneklere ait
bulgularla paralellik gostermigtir. Ayrica, bildirilen hareketli parmakta 15,

sabit parmakta ise 14 egik granul dizisi ¢alismalar desteklemektedir.

Karapaks da yer alan frontal karinalar 6éne dogru bir Uggen
olusturacak bicimde birbirinden uzaklasarak kaparapaksin anterioruna
ulagsmadan sonlandigi bildirilmistir (Yagmur, 2005). Yagmur tarafindan tu¢gen
olarak tanimlanan frontal karinalar bu calismada “erlen” olarak

tanimlanmistir.

Orta Dogu ve Kuzey Afrika’da yayilis gosteren Androctonus soyuna
bagli tirler genel morfolojik 6zelliklerindeki farkliliklar ile tanimlanmistir. Orta
Dogu’da yaygin olan Androctonus bicolor, chelanin silindirik, vicut renginin

sari; A. amoreuxi, lll. metasomal segmentin uzunlugunun genisliginden daha
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fazla, A. australis ise V. metasomal segmentdeki ventrolateral karinalarin
posteriore dogru ayni buyUklikte ve daha agik renkli olmasi ile morfolojik
olarak A. crassicauda’dan ayriimaktadir (Vachon, 1952b; 1952c; 1952d;
Levy ve Amitai, 1980). Lourenco (2005)'de tarafindan Orta Dogu ve Kuzey
Afrika’dan toplanan orneklerden A. crassicauda’nin alt tird olarak
tanimlanan A. crassicauda gonneti'yi (Vachon, 1948) tur seviyesine
yukselterek A. gonneti olarak sistematikte tanimlamigtir. Diger taraftan A.
crassicauda crassicuda alt tira A. crassicuda’nin sinonimi haline getirilerek

A. crassicauda (Olivier, 1807) olarak tanimlanmistir (Yagmur, 2005).

A. crassicauda’nin metasomal segmentlerin genig, kalin ve dorsalde
bulunan karinalarin posteriora dogru giderek yukseklik kazandigi bildirilmistir.
Diger yandan en kalin segmentlerin Ill. ve IV. segmentler ve |. segmentte 10
tam karinanin; II-IV. segmentler de ise 8 karinanin oldugu bildirilmigtir
(Yagmur, 2005; Yesilyurt, 2005; Kurtullli, 2006; Ozkan ve ark., 2006c). Bu

bulgular ¢alismamiz ile értismektedir.

Ergin bir A. crassicauda’nin boy uzunlugu 80-100 cm arasinda
degismektedir (Ozkan ve Karaer, 2003; Ozkan ve ark., 2006¢). Toplam boyu
Vachon (1952c) 75 mm Yagmur (2005) 74.6 mm, Ozkan ve ark., (2006c)
disilerde, ortalama 90 mm; erkeklerde ortalama 83 mm uzunlugunda,
olduklarini bildirmiglerdir. Bu arastirmada da vdcut uzunlugu 87-92 mm

Olctlmustar.

Yapilan morfolojik ¢alismalarda A. crassicauda’nin tarak organindaki
dis sayisini Vachon (1952b) erkekte 33, Levy ve Amitai (1980) digilerde 22-
28, erkeklerde 27-34; Yagmur (2005) disilerde 22-28, erkeklerde 27-34;
Yesilyurt (2005) digilerde 24-29, erkeklerde 32-35; Ozkan ve ark., (2006c)
disilerde ortalama 25, erkeklerde ortalama 33 adet olarak bildirmiglerdir. Bu

calismada da paralel bulgular elde edilmistir.
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Filogenetik ve filocografik calismalarda yaygin olarak mtDNA
kullaniimaktadir (Gantenbein ve ark., 2005). Bu da mtDNA molekultiinde yeni
kombinasyonlarin olusmamasi ve maternal kalitim modeline sahip
olmasindan (Avise 2004) kaynaklanmaktadir. Ancak, Gantenbein ve ark.,
(2005) tarafindan Mesobuthus soyundaki Orta ve Bati Asya akreplerinde
rekombinasyonun (farkl kromozonlar arasinda homolog DNA dizisinin
degisimi) olabilecegine yonelik bazi kanitlar bildirmistir. Akrebin mitokondrial
genleri tam olarak henuz agiklanmamigtir. Diger taraftan akardan 14,
orumcekten U¢ ve Yeni Dinya akrebi Centruroides limpidus ‘dan bir
mitokondrial gen bdlgesi tamamlanmistir. Bu nedenle araknid filogenisi
icerisinde akrebin esas ya da turemis araknid olabilecegi tezinde dolayi
filogenetik konumu oldukga tartisiimaktadir (Jones ve ark., 2007). Fet ve ark.,
(2003) tarafindan Turkiye’de bulanan ve medikal 6nemi bulunmayan
Euscorpiidae ailesine ait akrep turlerinin molekuler genetik analizleri

yapilmistir.

Bu arastirmada A. crassicauda turinden elde edilen DNA dizi
analizleri neticesinde, iki genetik grup tespit edilmistir. Genetik gruplar
orneklerin nukleotid dizisinde bulunan “T” nukleotidinin ilavesi ya da
silinmesinden kaynaklanan varyasyonla agiklanmistir. Bu farkliliktan dolayi

ornekler iki genetik gruba ayrilmigtir (Cizelge 4.1).

Gantenbein ve Largiadéer (2002) tarafindan GenBank’a kaydi yapilan
bir adet A. crassicauda’ya (Sanliurfa-Turkiye) ait sekans verisi ile
kargilastinldiginda bu arastirmadaki genetik gruplari belirleyen “T” nukleotidi,
G2 ile uyumlu (Cizelge 4.2) sonu¢ gosterirken G1 ile farkhlik gorulmuagstir
(Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.1. G1’de bulunan “T” nukleotidinin ilavesi ya da G2’deki “T” nukleotidin eksilmesi
ile iki genetik grup olugsmustur.

GENETIK GRUPLARIN ESLESTIRILMESI

Score = 527 bits (285), Expect = le-146 ldentities = 314/315 (99%),
Gaps = 1/315 (0%) Strand=Plus/Plus

Query 1 AGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGA 60

TR e e e e e e e e e e e e e e e e el
Shjct 1 AGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGA 60

Query 61  AGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGG 120

TRELREEER et e e e e e e e e
Shjct 61  AGACCCTATAAAACTTTATA-TTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGG 119

Query 121 GGCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAA 180

LR e e e e e e e e e e e e et
Shjct 120 GGCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAA 179

Query 181 ATTTTAAAATAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTA 240

IR e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Shjct 180 ATTTTAAAATAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTA 239

Query 241 ATTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGC 300

R e e e e e e e e e el
Shjct 240 ATTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGC 299

Query 301 TTAAAAAGGAGGTCT 315

AU RANNURANNNY
Sbjct 300 TTAAAAAGGAGGTCT 314

Cizelge 4.2. G2 ile Androctonus crassicauda sekans verisinin eslestiriimesi.

GENETIK GRUP 2 (Query) VE Androctonus crassicauda (Sbjct)
SEKANS VERISI ESLESTIRILMESI

Score = 555 bits (300), Expect = 6e-155 ldentities = 350/353 (99%),
Gaps = 0/353 (0%) Strand=Plus/Minus

Query 1 TTTGAGACTGGAATGAAAGAGTAAACCAGGAGGATTTTTTTTTAGTTGAAGAAATGAATT 60

. LR e e e e e e e e e el
Shjct 367 TTTGAGACTGGAATGAAAGAGTAAACCAGGAGGATTTTTTTTTAGTTGAAGAAATGAATT 308

Query 61  TTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTATAAAACTTT 120

. LR e e e e e e e e e e e e e e e g
Shjct 307 TTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGAAGACCCTATAAAACTTT 248

Query 121 ATATTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGG 180

. FRELRRRER et e e e e e e e el
Shjct 247 ATATTTTTTTGTTTTTAATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGA 188

Query 181 CTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAGAAATAA 240

. et P e e e e e e e
Shjct 187 CTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACCTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAGAAATAA 128

Query 241 GTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGAGTTTAT 300

IR e e e e e e e e e e el
Shjct 127 GTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATTGACAAGTGAGTTTAT 68

Query 301 GACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGGAG 353

NN AR RN RAN RN RNy
Shjct 67  GACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGGAG 15

Ayrica arastirma oOrneklerinden elde edilen tum DNA dizilerinin, A.
crassicauda dizisi ile yapilan eslestirmesinde “T” nukleotidinden ayri, G2’de
Uc¢ pozisyonda genetik varyasyon tespit edilmistir. Bu genetik varsyonlar, iki

nikleotid pozisyonunda ki G<«<A ve bir pozisyonda da T«<C nukleotid
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donusumleri olarak gorulmuagtar. Bu genetik varyasyonlarin  bulundugu
nukleotidler, orneklerin nukleotid dizilerine ait kromotogram goéruntuleri ile

teyit edilmigtir.

Diger taraftan, G1 grubunda “T” nukleotid varyasyonu ile birlikte farkh
dort ndkleotid pozisyonunda da genetik varyasyonlar belirlenmistir (Cizelge
4.3). Bu genetik varsyonlar, G2 grubunda oldugu gibi, iki nukleotid
pozisyonunda G<A ve bir pozisyonda da T«<C nukleotid donugumleri
olarak gorulmis ve dogrulanmistir. Ancak G2’nin eslestiriimesinde farkli
olarak bir pozisyonda G«<@ nukleotid ilavesi ya da silinmesi seklinde
varyasyon tespit edilmistir (Cizelge 4.3). Ancak G2’nin 6rneklerinin
kromotogram goruntileri degerlendirilmis, bu genetik varsyonunun G2'nin
tim o&rneklerinde mevcut oldugu goérulmastir. Bu da G2’nin nikleotid
uzunlugunun (314 bg), G1 nukleotid uzunlugundan (315 bg) kisa olmasindan
kaynaklanmaktadir. Cunku gruplari belirleyen “T” niukleotidinin eksikliginden
dolayl G2 314 bg olarak belirlenmigtir. Tespit edilen bu genetik varyasyonlar

ilk bu arastirmada bildirilmistir.

Cizelge 4.3. G1 ile Androctonus crassicauda sekans verisinin eslestiriimesi.

GENETIK GRUP 1 (Query) ve Androctonus crassicauda (Sbjct)
SEKANS VERISI ESLESTIRILMESI

Score = 505 bits (273), Expect = 6e-140 ldentities = 310/315 (98%),
Gaps = 2/315 (0%) Strand=Plus/Minus

Query 1 AGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGA 60

TR e e e e e e e e e e e e e e e el
Shjct 324 AGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGACAAGA 265

Query 61  AGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTTGTTTTTGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGG 120

. FELLELREERER et peen ek tenee e el
Shjct 264 AGACCCTATAAAACTTTATA-TTTTTTTGTTTTTAATTAAAGGGAAAAATATTACACTGG 206

Query 121 GGCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAA 180

. EELLERRERR ey e e e e e e Rl
Shjct 205 GGCGGTGAAGAAATTAGACTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACCTGTTTTAATACCTAGAA 146

Query 181 ATTTTAAAATAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTA 240

EELEEEE e e e e e e e e el
Shjct 145 ATTTTAAAATAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTA 86

Query 241 ATTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGC 300

RN RN RNy
Shjct 85  ATTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGTTGCGCAAAAGC 26

Query 301 TTAAAAAGGAGGTCT 315

. LELEEEELLI 1l
Shjct 25  TTAAAAAGGAG-TCT 12
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Ehrenberg (1828) tarafindan Androctonus’un bir alt soyu olarak
tanimlanan Leiurus quinquestriatus’u, daha sonra Vachon (1949), Leiurus
soyu icerisinde tek tur seklinde tanimlamistir (Yagmur, 2005). L.
quinquestriatus, Turkiye akrep faunasinda, Adiyaman (Tulga, 1964), ve
Gaziantep (Yagmur, 2005) illerinde bildirilmistir. Bu ¢alismada grup igi ve
gruplar arasi olusturulan soyagaglarinda L. quinquestriatus grup digi
kullaniimistir. Olusturulan soy agaglari igerisinde orneklerden farkli olarak

konumlanmigtir.

Mesobuthus gibbosus Balkan Yarimadasi’'nin guneyi (Arnavutluk,
Bulgaristan, Karadag, Mekadonya, Yunanistan), Ege Adalar’nin tamami ve
Turkiye'yi iceren genis bir alanda yayilmaktadir (Fet ve ark., 2000). Schenkel
(1947), bir drnekle M. gibbosus’un tarak organindaki dis sayilarini dikkate
alarak Anadolu populasyonlarini Mesobuthus gibbosus anatolicus alttira
olarak tanimlamistir. Kritscher (1993), tarafindan bu alttiri reddetmesine
kargin alttir durumu hala tartismalidir. Ancak son zamanlarda Mesobuthus
soyundaki Orta ve Bati Asya (Turkiye'deki turler Cizelge 3.58 verilmistir)
turleriyle yapilan molekller temelli calismalarda (Fet ve ark., 2003;
Gantenbein ve ark., 2003; Gantenbein ve Keightley, 2004) bu alttir

bildirilmemistir.

Gantenbein ve ark., (2003) tarafindan Avrasya da bulunan
Mesobuthus tlrlerinin filogenetik konumlari belirlenmigtir. TUrkiye akrep
faunasindan Mesobuthus eupeus ve M. gibbosus tirleri kullaniimistir.
Mesobuthus eupeus turleri dogu, M. gibbosus da bati sinifi igerisinde
konumlanmigtir. Bu arastirma da Turkiye faunasindan Gantenbein ve ark.,
(2003) tarafindan kullanilan GenBank verileri kullaniimis ve Mesobuthus
soyuna ait DNA dizisi olan M. gibbosus turu ile olusturulan soyagacinda
filogenetik analizi yapilan oOrneklerin % 100 oranda Androctonus ve
Mesobuthus soyuna ayrildiklari ve o6rneklerinde kendi soylari altinda
konumlandiklari gérulmustar. Bu paralelde, Mesobuthus eupeus turlu ile

yapilan filogenetik analizde de M.gibbosus’dan ayrildigi ve bu tarin A.
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crassicauda’ya daha yakin oldugu tespit edilmistir. Clnkul, Mesobuthus
eupeus’un Tirkiye’de Dogu Anadolu, Giineydogu Anadolu ve i¢ Anadolu
Bolgelerinde bulunan yaygin bir turdir (Kinzelbach, 1985; Fet ve ark., 2000;
Karatas ve Karatas; 2001; 2003).
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5. SONUG VE ONERILER

Bu aragtirmada, asagidaki sonugclar elde edilmistir;

a. Son zamanlarda Androctonus crassicauda Uzerine yapilan morfolojik

¢alisma sonuglari bu aragtirmanin sonugclariyla da desteklenmistir.

b. Turkiye'de ilk defa A. crassicauda‘’ya ait sekans verisi (Cizelge 5.1) bu

calisma ile elde edilmistir.

c. Sekanslar GenBank veri sistemine kaydedilmistir.

d. A.crassicauda fenotip olarak U¢ gruba ayrilmis olmasina ragmen 16S

gen bolgesi bakimindan iki genetik grup tespit edilmigtir.

e. Genetik gruplardan, G1'i fenotip C1’i (siyah) ve G2'yi C2-3 (siyah)
temsil ettigi belirlenmistir.

f. GenBank'da bulunan A. crassicauda sekans verisi “T” nukleotidinin
ilavesi/eksilmesinden bagimsiz olarak dort adet nukleotitde genetik

varyasyon tespit edilmistir.Bunlar;

e G1 grubunda; “T” nukleotidinin ilavesi/eksilmesi

e G1 grubunda; iki farkli nikleotid pozisyonunda G<«<A nukleotid
donusumu

e G1 grubunda; T<C nukleotid dontsimu

e G1 grubunda; G—@ nikleotid ilavesi ya da silinmesi donisim

e G2 grubunda; iki farklh nlkleotid pozisyonunda G<«<A nukleotid

donusumu



206

G2 grubunda; T—C nukleotid donusumu olan genetik varyasyonlar

tespit edilmigtir.

Cizelge 5.1. Orneklerin sekanslari.

ORNEK

Gen Bank Acc.
Number

SEKANS

UZUNLUK
(BG)

A1

FJ217732

AATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTAGAC
AAGAAGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTTGTTTTTGATTAAAGG
GAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTTTGAA
AAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAGAAAT
AAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCTAATT
GACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTTTGT
TGCGCAAAAGCTTAAAAAGGAGGTCTGTTCGACCTTTAAAATTTTC
CATGATCTGAGTTCAAATCGA

347

A2

FJ217733

GAGACTGGAATGAAAGAGTAAACCAGGAGGATTTTTTTTTAGTTGA
AGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTTTTA
GACAAGAAGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTTGTTTTTGATTAA
AGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCTT
TGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATAG
AAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTTCT
AATTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACCTTT
TGTTGCGCAAAAGCTTAAAAA

347

B1

FJ217734

AGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACAT
CTTTTAGACAAGAAGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTGTTTTTG
ATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGGCT
TTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAA
AATAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAA
GTTCTAATTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAAT
ACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGGAGGTCTGTTCGACCTTT
AAA

328

B2

FJ217735

TTTTAATTTGAGACTGGAATGAAAGAGTAAACCAGGAGGATTTTTT
TTTAGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATA
CATCTTTTAGACAAGAAGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTGTTTT
TGATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGG
CTTTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTT
AAAATAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGA
AAGTTCTAATTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAA
ATACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGGAGGTCTGTTCGACCT
T

373

B3

FJ217736

AGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACAT
CTTTTAGACAAGAAGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTGTTTTTG
ATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGGCT
TTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAA
AATAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAA
GTTCTAATTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAAT
ACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGGAGGT

312

C1

FJ217737

AGTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACAT
CTTTTAGACAAGAAGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTTGTTTTTG
ATTAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGGCT
TTCTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAA
AATAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAA
GTTCTAATTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAAT
ACCTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGGAGGTCTGTTCGACCTTT
AAAATTT

333

C2

FJ217738

TTTGAGACTGGAATGAAAGAGTAAACCAGGAGGATTTTTTTTTAGT
TGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATCTT
TTAGACAAGAAGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTGTTTTTGATTA
AAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGGCTTTCT
TTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAATA
GAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAGTT
CTAATTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATACC
TTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGGAGGT

355

C3

FJ217739

AATTTGAGACTGGAATGAAAGAGTAAACCAGGAGGATTTTTTTTTA
GTTGAAGAAATGAATTTTACTTTTTAGTAAAAAGGCTAAAATACATC
TTTTAGACAAGAAGACCCTATAAAACTTTATATTTTTTTGTTTTTGAT
TAAAGGGAAAAATATTACACTGGGGCGGTGAAGAAATTAGGCTTT
CTTTGAAAAAATAAACGAACTTGTTTTAATACCTAGAAATTTTAAAA
TAGAAATAAGTTACTTTAGGGATAACAGCTTAATTCACTTAGAAAG
TTCTAATTGACAAGTGAGTTTATGACCTCGATGTTGAATTAAAATAC
CTTTTGTTGCGCAAAAGCTTAAAAAGGAGGTCT

359
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OZET

Androctonus crassicauda (Olivier, 1807;Scorpiones:Buthidae)'nin

Genotiplendirilmesi ve Filogenetik Konumu

Akrepler, son 400 milyon yildir sekillerini cok az degistirdiginden yasayan fosiller
olarak tanimlanabilir. Karakteristik sekilleriyle kolayca taninirlar. Akrepler, Arachnida
sinifinda zehirli artropodlar olup érimcekler, keneler ve akarlarin akrabalari olarak
dusintlmektedir.

Araknid filogenisinde 6zellikle, akreplerin filogenetik pozisyonu tartismaldir.
Mitokondrial DNA, filogenetik ve filocografik calismalarda yaygin olarak
kullaniimaktadir. Androctonus soyundan Androctonus crassicauda antivenom
Uretimi ve skorpionizm igin ¢ok &nemli akrep turtddr. Bu tir Orta Dogu
cografyasinda yaygin bulunmaktadir. A.crassicauda Guney Dogu Anadolu, 6zellikle
Sanliurfa ve Mardin’de insan skorpionizm vakalari icin diger tlrlerden ¢ok daha
onemlidir.

Bu calismada, Orta Dodu akrebi A.crassicauda’nin morfometrik élgimlerini
ve kullanilan 16S mitokondriyal DNA bdlgesi ile genetik identifikasyonu belirlemek
ve filogenetik analiz uygulanmasi ve Turkiye akrep faunasinda bulunan tlrlerle
filogenetik iligkisini belirlenmesi amaglandi.

Bu arastirmada, erkek ve disi akrepler Sanliurfa ilinden toplandi. Turln
identifikasyonu i¢in dnemli vicut kisimlari hassas dijital kumpas ile élguldi ve ayrica
16S mtDNA bdlgesi kullanillarak A. crassicauda’nin genetik identifikasyonu
arastirildi. Ornekler fenotipik olarak kizil-kahverengi, kizil-sari ve siyah olarak (¢
gruba ayrildi.

Genetik analiz i¢in bitlin érnekler % 96 etanol icerisinde muhafaza edildi.
DNA bacak kas dokusundan fenol/klorform ekstraksiyon protokoliine gére izole
edildi. 16S bélgesi kullanilan Universal primerlerle PCR ile amplifiye edildi. Elde
edilen DNA sekans verileri BLAST 2 programi ile eslestirildi ve diizenlendi. Bitin
yeni DNA sekanslari GenBank’da depolandi. Kullanilan ClustalX programi ile
filogenetik agaclar olusturuldu. Boylece, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ve DNA
sekans verileri ile A.crassicauda tanimlandi.

Sunulan c¢alismanin verileri ile A. crassicauda’nin teshis anahtari ve giincel
bulgularinin  kaslilastirimasinda gruplar arasinda morfolojik farkhlik tespit
edilmemistir. Ancak, bu ¢alismada, genetik analiz sonuglarina goére iki genetik grup
belirlendik.



208

Bu arastirmanin sonuglarina goére, GenBank’da kayit edilen A.
crassicauda’nin sekans verisi ile karsilastinldiginda 16S bdlgesinde 5 farkli
nikleotidde genetik varyasyon dederlendirildi. Bu nukleotid varyasyonlar ilk bu
calisma ile rapor edildi.

Anahtar Kelimeler: Akrep; Androctonus crassicauda; morfometri; PCR; Genotip;
Tarkiye.
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SUMMARY

Genotyping and phylogenetic position of

Androctonus crassicauda (Olivier, 1807;Scorpiones:Buthidae)

Scorpions can be regarded as living fossils because they have changed so little
during the last 400 million years. They have an easily recognisable characteristic
shape. Scorpions are venomous arthropods of the Arachnida class and are
considered relatives of spiders, ticks and mites. A key order in the arachnid
phylogeny, is highly disputed in particular, the phylogenetic position of the
Scorpiones.

Mitochondrial DNA (mtDNA) is widely used for phylogeographic and
phylogenetic studies. Androctonus crassicauda from Androctonus genus is the most
important scorpion species in Turkey for scorpionism and antivenom production.
This species is found commonly in the Middle Eastern geography. Androctonus
crassicauda can be found most commonly in south-eastern Anatolia, especially in
Sanliurfa and Mardin provinces and is more important than other scorpion species
for human scorpionism cases.

In this study, we aimed to determine the morphometric measurements and
the genetic identification using 16S mitochondrial DNA region in the Middle Eastern
scorpion Androctonus crassicauda (Olivier, 1807), and performe phylogenetic
analysis using 16S mitochondrial DNA, and to explore further phylogenetic
relationship with the scorpions in Turkey.

In this research, males and females scorpions were collected from Sanliurfa
region with a sensitive digital capillars’ body parts those important for the
identification of a species. The specimens have been measured and genetically
characterized using 16S mitochondrial DNA markers. The specimens were
phenotypicaly divided into three group; reddish-brown; brown-yellow and black.

To analysis genetically, all the specimens were preserved in 96% ethanol.
The DNA was extracted from leg muscle tissues using phenol/chloroform protocol.
The 16S region was amplified by PCR using the universal primers. The obtained
DNA sequences were edited and aligned using BLAST 2 program. All new DNA
sequences were deposited in GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/). The
phylogenetic trees were created using ClustalX program. Then, Polymerase Chain
Reaction (PCR) and DNA sequence data were utilized to identify A. crassicauda.

Comparing recent findings on A. crassicauda with the data from the present
study, and according to the identification key, no morphological differences were
detected between groups. However, this study determined two genetic groups
according to the sequence analysis results.
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This study showed that five different loci at the nucleotide level were
determined to have genetic variation in the 16S region when compared with a
known A. crassicauda sequence data (Gen Bank Acc. AJ277598). Nucleotide
variations found in this research are the first descriptive report for A.crasscicauda.

Key Words: Scorpion; Androctonus crassicauda; morphometri; PCR; Genoytpe;
Turkey
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