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l.  Projenin Tiirkce ve Ingilizce Ad1 ve Ozetleri

Proje Adi: Marmara Bolgesi ve Kuzey Anadolu’da Yayilis Gosteren Mus Linneaus, 1758 (Mammalia:
Rodentia) Cinsi Tiirlerinde Mitokondriyal DNA Sitokrom Oksidaz Alt Unitesi 1 (CO1) ve Niikleer DNA
Apolipoprotein B (APOB) Gen Bolgelerinin Analizi

Proje Ingilizce Adi: Analysis Of Nuclear Dna Apolipoprotein B (Apob) And Mitochondrial DNA
Cytochrome Oxidase Subunit I (CO1) Gene Regions In Genus Mus Linnaeus, 1758 (Mammalia:

Rodentia) Species Distributed In Marmara And Northern Anatolia Regions

[Ozet: Bu proje ¢alismasinda, Marmara ve Kuzey Anadolu bolgelerinde 44 lokaliteden, 48 adet Mus
domesticus ve 35 adet Mus macedonicus olmak iizere toplamda 83 Ornek analiz edildi. Analizlerde,
mitokondriyal DNA gen bélgesi olarak Sitokrom Oksidaz alt tinite 1 (CO1) ve niikleer DNA gen bolgesi
olarak Apolipoprotein B (APOB) dizileri kullanildi. Calismada, APOB gen bélgesi icin 23 haplotip, CO1
gen bolgesi i¢in 33 haplotip elde edilmistir. Her 1ki gen bdlgesi icin olusturulan filogenetik agaclara gore,
[M. domesticus ornekleri dagmik bir kiimelesme gosterirken, M. macedonicus 6rnekleri iki soy hattina
ayrildi. CO1 gen bolgesine gore M. domesticus’un Posof (Ardahan) 6rnegi tiiriniin diger bireylerinden
farklilik gosterirken, Trakya-Giiney Marmara-Adalar soy hatlari birarada kiimelendi. M. macedonicus’ta,
Samsun-Kurupelit ornekleri diger Orneklerden ayrildi. APOB gen bdlgesinde ise, M. domesticus
orneklerinden Ardahan ve Borgka diger 6rneklerden ayrildi. M. macedonicus’ta Gokg¢eada-Ugurlu 6rnegi
diger soy hatlarindan ayrildi. CO1 gen bolgesi verileriyle olusturulan evrimsel ayrilma zamani analizinde
iki tlir arasindaki farklilagsmanin yaklasik 4.79 Myo gerceklestigi tahmin edildi. Bu farklilasma zamaninin
Akdeniz Tuzluluk Krizi’'nden (5.96-5.33 My®) sonra iklim degisikliklerinin ve tektonik olaylarin hiikiim
stirdiigii erken Pliyosen donemine karsilik geldigi tespit edildi. M. domesticus’un Ardahan soy hattinin
tiiriin geri kalanindan yaklasik 1.73 Myo ayrildigi tahmin edildi. Bu ayrilma zamani da Pleyistosen iklim

degisiklikleri donemine karsilik gelmektedir.

Abstract: Forty-eight specimen of Mus domesticus and thirty-five specimen of Mus macedonicus, in
total 83 specimen which shows distribution at 44 locations of Marmara and North Anatolia Region
analyzed in this thesis study. CO1 for mitochondrial DNA gene region and APOB for nuclear DNA gene
region are used in analysis. While twenty-three haplotypes were obtained from our specimens for APOB
gene region, thirty-three haplotypes were determined for CO1 gene region. At phylogenetic trees which
depends on both gene regions, while M. domesticus haplotypes shows distracted cumulation, M.

macedonicus specimens are seperated to two linages. According to CO1 gene region, when Ardahan




EK-11 Sonug Raporu Formati

specimen of M. domesticus seperated from remain of species, Trakya-South Marmara-Adalar lineages
clustered together. In M. macedonicus, Samsun-Kurupelit specimens splitted from others. For APOB gen
region, Ardahan and Borgka specimens shows difference from other M. domesticus specimens. In M.
macedonicus, Gok¢eada-Ugurlu specimen seperated from other linages. With Bayesian Interference
Analyze which is generated by CO1 gene region sequences estimated that two species divergenced about
4.79 Mya. This divergence time in the genus Mus corresponds to early Pliocene, which was prevailed by
climatic changes, tectonic and orogenic events, after Mediterranean Salinity Crisis (5.96-5.33 Mya).
Ardahan haplotype of M. domesticus seperated from remain of species about 1.73 Mya, which come
across to period that Pleistocene climatic changes prevails.

II.  Amac ve Kapsam

Tiirkiye, giineyinde Akdeniz, batisinda Ege Denizi, kuzey-batisinda Marmara Denizi ve kuzeyinde
Karadeniz tarafindan sarilan ve kara biitiinliigli Anadolu ile Trakya kara parcalari tarafindan saglanan
cografya lizerinde yer almaktadir. Akdeniz ve Karadeniz havzalariyla, Marmara bolgesi ve Kuzey
Anadolu bolgesi 6zellikle Orta Miyosen’den beri tektonik, iklimsel, havza olusumu, yiizey yiikselmeleri
olaylarindan etkilenmistir. Bu olaylardan en onemlileri Akdeniz Tuzluluk Krizi (5.91-5.33 Myod),
Pliyosen orojenik olaylari, iklimdeki soguma (5.33-1.81 My®6) ve Pleyistosen iklim dalgalanmalari
(buzul donemleri) (1.81 My®é-giiniimiiz) olarak bilinmektedir. Anadolu ile Tarkya arasindaki kara
baglantilart zaman zaman kesintiye ugramis ve geg Pleyistosen’den beri Istanbul Bogaz1 ve Canakkale
Bogaz1 Marmara Denizi’ni, Akdeniz ve Karadeniz ile baglayarak iki kara parcasi arasindaki izolasyonu
devam ettirmektedir. Bunun disinda Marmara ve Ege, sahip oldugu bogazlar haricinde, Mus cinsi
tiirleriyle beraber baz1 memeli tiirlerinin de yasadigi irili-ufakl bir¢cok ada olusumlar ile de biyogesitlilik
alaninda Onemli bir yer edinmektedir. Hem birbirlerinden hem de ana kara ile izole olan ada
populasyonlari evrim bakimindan 6nemli bilgiler sunabilmektedir. Dogal populasyonlar arasinda son
derece 6nemli olan gen akisi, bu olusumlar tarafindan kesilmektedir ve adalara yerlesen kiiciik ve izole

populasyonlar zamanla farkli genetik soy hatlarin1 meydana getirmektedir.

[Ulkemizde yayilis gosteren memeli hayvanlardan olan kemiriciler (Rodentia) takimi, iilkemizde 11
familya, 67 tiir ile temsil edilmektedir (Yigit vd. 2006). Bu takim igerisinde yer alan Muridae familyasina
ait, Mus cinsi lilkemizde Mus macedonicus ve Mus domesticus tiirlerine sahiptir. Ancak, M.
domesticus’un taksonomik statiisii tartigmalidir. Literatiirde hem tiir olarak (M. domesticus) hem de alt

tiir (Mus musculus domesticus) olarak yer almaktadir (Wilson ve Reeder 2005). Bu tartisma, taksonun
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ilk olarak morfolojik incelemede tiir statiisiinde degerlendirilmesinin ardindan, ilerleyen siiregte
morfoloji ve genetik analizler 1s181nda alt tiir statiisiine diisiiriilmesinden siiregelmektedir. Mus cinsinin

diinyada dort alt cinse ait 38 tiirii yasamaktadir (Wilson ve Reeder 2005).

Schwarz E. ve Schwarz (1943) ile Ellerman ve Morrison-Scott (1951) M. musculus L., 1758 tiiriiniin
Tiirkiye’de yayilis gosterdigini kaydederek diinyada bu tiiriin 15 alttiire sahip oldugunu belirtmislerdir.
\Waterhouse (1837), Trabzon’dan Mus abbotti’yi tanimlamistir. Vinogradov ve Argyropulo (1941) M. m.
abbotti’nin Tirkiye’de yayilis gosterdigini kaydetmislerdir. Ayrica Yugoslavya’dan Petrov ve Ruzic
(1983) tarafindan tanimlanan M. macedonicus’un Tiirkiye’de de yayilis gosterdigi kaydedilmistir (Yigit
vd. 2006).

[Morfolojik 6zelliklere dayanarak yapilan ¢alismalarda; KryStufek ve Macholan (1998) M. macedonicus’
un I¢ Anadolu Bélgesinde, Gozcelioglu vd. (2005) ve Colak vd. (2006) ise M. domesticus ile M.
macedonicus’un tilkemizdeki yayilisin1 kaydetmislerdir. Slabova ve Frynta (2007) Suriye, Tiirkiye’nin
Giineydogu Anadolu Bolgesi’nden ve Avrupa’dan M. m. domesticus’un kokeni iizerinde aragtirma
yapmislar ve M. m. domesticus’un Yakin Dogu’daki herhangi bir yerden koken aldigini ortaya
koymuslardir. Macholan vd. (2008) M. macedonicus’un Asya ve Avrupa populasyonlari arasindaki

morfometrik farkliligin kita i¢ine gore daha yiiksek oldugunu ortaya koymuslardir.

Bu caligmalarin yaninda molekiiler metotlar kullanilarak Mus cinsinin evrimi ve sistematigi tizerinde
bircok calisma gerceklestirilmistir. Rajabi-Maham vd. (2008) iran, Tiirkiye, Balkanlar ve Avrupa’dan
M. m. domesticus’un mtDNA’nin kontrol bolgesinin 321 dizisini inceleyerek yayilis alaninda bu
taksonda ¢oklu yerlesme ve ¢oklu tasinmanin yasandigini, takson i¢inde iki tane iyi ayrilmis soy hattinin
oldugunu ortaya koymuslardir. Arastiricilar hem Avrupa’ya hem de Anadolu’ya dogru en az iki yayilma
rotasinin oldugunu belirlemislerdir. Arastiricilar Akdeniz ve Istanbul Bogazi/Karadeniz rotalarini

tanimlamislardir.

[Macholan vd. (2007) mtDNA kontrol bolgesi dizi analizine dayanarak hem Orta Dogu hem de
Balkanlar’da yasayan Mus cinsi tiirlerinin genetik varyasyonlari iizerinde yapmis olduklar1 ¢alismada
[srail’de yasayan M. macedonicus populasyonlarinin farkli oldugunu ortaya koymuslar ve bu
populasyonu M. macedonicus speltoides ismiyle yeni bir alttiir olarak tanimlamislardir. Arastiricilar M.
macedonicus macedonicus’un Avrupa ve Asya populasyonlart arasinda genetik boslugun olmadigini
belirtmislerdir. Arastiricilar M. macedonicus ile M. specilegus mtDNA farklilasmasinin %7.3 oldugu ve

iki tiirin 700 000 ile 1 milyon yil dnce ayrildigini tahmin etmislerdir.
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Suzuki vd. (2004) mtDNA ve ¢ekirdek DNA dizi analizlerine dayanarak Mus cinsine ait 17 tiiriin
filogenetik iliskilerini ortaya koymuslar ve M. macedonicus’un Mus musculus tiir grubu iginde yer

aldigini belirtmislerdir.

Orth vd. (2002) Giircistan’dan Yunanistan’a kadar genis alanda yayilis gésteren M. macedonicus’un hem
mtDNA hem de ¢ekirdek DNA gen bolgelerini analiz ederek bu tiiriin kompleks bir filocografik gecmise

sahip oldugunu ortaya koymuslardir.

Auffray vd. (1990), paleontolojik ve arkeozoolojik olarak yaptigi ¢alismalar ile ev faresi M. musculus’un
Bati Avrasya ve Kuzey Afrika'daki kolonizasyonunu arastirmiglardir. Mus cinsinin bu bolgelere,
Pliyosen'den iist Pleyistosen'e kadar olan go¢ dalgalarmin ardindan M. m. domesticus olarak ortaya
cikmis oldugunu ve tiirlin tist Pleyistosen'de en dogudaki Akdeniz Havzasi’nda kaldigini One
stirmiislerdir. Bu tiirlin Akdeniz havzasina ilerlemeden once ilk olarak, Epi-paleolitik Ddnem'den
Neolitik Cag’a kadar Ortadogu’da yasamis ve Tung Caglari boyunca Bat1 Akdeniz Havzasina ilerleyerek,
en sonunda Demir Cagi’nda kuzeybati Avrupa'da yasadigim tespit etmiglerdir. Son bolgeye kiyasla,
|[Kuzey-Orta Avrupa’nin, Neolitik Cag’dan Tun¢ Cagi'na kadar nispeten erken kolonilesmis oldugunu,
ancak Avrupa’nin sadece M. m. musculus tarafindan isgal edilmedigini, M. m. domesticus'un da
Akdeniz’de bulundugu zamanlarda bugiin oldugundan ¢ok daha fazla batiya yayildigini gostermistir. Bu
arkeolojik arastirmanin, Bat1 Avrasya'daki ev faresi populasyonlarinin hizini, adimlarini ve ilerlemesini

gosteren genetik verilerle de uyumlu oldugunu ifade etmislerdir.

Bonhomme vd. (1989), Japon yabani farelerden elde edilen niikleer genleri ve daha 6nceki ¢alismalarda
incelenen mtDNA dizilerini kullanarak 20 bolgeden alinan 6rnekleri karakterize etmek ve onlar1 ¢evre
lilkelerden gelen orneklerle karsilastirmak i¢in 16 farkli polimorfik lokusa protein elektroforezi
uygulayarak bir arastirma yapmuslardir. Calismalar, ana Japon Adalari'nda M. m. musculus alt tiirtiniin
baskin niikleer gen yapisini ortaya koymuslardir. Ayrica, Kuzey Honshu'da M. m. castaneus mtDNA’s1
gozlemlenmistir, ancak diger taraftan Giliney Kyushu'da M. m. castaneus varlig: tespit edilememistir.
Bununla birlikte, tiirlerin homojen bir gen dagilimina izin vermeyen evrim siirecinin, Avrupa hibrit

bolgesinde gdzlemlenen durumdan ¢ok daha farkli oldugu sonucuna varmislardir.

Alibert vd. (1994) yaptiklar ¢aligmada; Danimarka'daki ev faresinin iki Avrupa alt tiiri (M. m.
domesticus ve M. m. musculus) arasindaki hibrit bolge boyunca yayiliglarindaki asimetriyi
[karsilagtirmiglardir. Karisik genomlu populasyonlarda ilk kez, herhangi bir dogal hibrit bolgede artis
gosteren gelisimsel bir istikrar gézlemlemislerdir. Sonu¢ olarak, M. musculus’un hibrit bolgesinde
meydana gelen gen akiginin Oniindeki engelin, gen sistemlerinin ¢ok azinin dahi bozulmasindan

kaynaklanabilecegini belirtmislerdir.
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Boursot vd. (1996), niikleer genlerdeki alel frekansi farklilasma modellerine bakarak, Kuzey
Hindistan’da yasayan M. musculus'un birkag farkli dogrultuda yayildiktan sonra bu bélgede alttiirler (M.
m. castaneus, M. m. domesticus ve M. m. musculus) meydana getirdigini 6ne siirmiislerdir. Bu hipotezi
test etmek ve bu farklilasmaya eslik eden tarihsel ve demografik olaylar1 analiz etmek i¢in mitokondriyal
DNA RFLP yontemi kullanarak filogenisini ortaya koymuslardir. Hindistan ve Orta Dogu'dan 6rneklerin
polimorfizminin yani1 sira Avrasya ve Kuzey Afrika'nin geri kalanindan 6rnekler de calismiglardir. M. m.
domesticus’un ve M. m. musculus’un, mtDNA’sinin monofiletik oldugunu ve daha once tanimlanan
alttiirlere 6zgli mtDNA soy hattinda yer aldigini belirtmislerdir. Sonuglara gore, bu iki soy hattinin daha
once tanimlanmamis kollardan olusan, Kuzey Hindistan’daki ve iran'dan gelen tiim bireyleri igeren,

filogenetik agacin dallarindan bir parca oldugu tespit edilmistir.

Prager vd. (1996) tiirle ilgili yaptiklari ¢alismada mtDNA’nin kontrol bolgesi (d-loop) ve flanking
tRNA’y1 kullanmiglardir. Almanya'dan Japonya'ya kadar 44 bolgeden topladiklart 139 M. musculus
ornegi elde ederek mitokondriyal DNA'dan dizileme islemi gergeklestirmislerdir. Analiz edilen 36 M.
musculus ornegi arasindan besinin mtDNA’da 75-baz ciftlik dogrudan bir tekrari oldugu 90 M.
domesticus 6rneginin mtDNA arasinda 12 yeni tip bulunmustur. Ayrica, M. castaneus, M. macedonicus,
[M. spicilegus ve M. spretus'un mtDNA gen bolgelerini de dizilemislerdir. D-loop verilerine gore, M.
musculus’un ve M. castaneus’un birleserek olusturdugu soy hattinin, M. domesticus’un soy hatti ile olan
baglarinin yarisi kadar gegmise sahip oldugunu belirtmislerdir. M. macedonicus ve M. spicilegus'un ise,
gecmiste birbirlerinin en yakin akrabalart oldugunu ve bu d-loop sonuglari da M. spretus'un diger bes

tiiriin kardes grubu oldugu goriisiinii desteklemektedir.

Prager vd. (1998)’nin yaptiklar1 bir baska ¢alismada ise, Misir’dan, Tiirkiye, Yemen, Iran, Afganistan,
Pakistan ve Nepal'e, oradan da Dogu Asya'ya kadar uzanan toplam 60 bolgeden toplanan 76 6rnek
lizerinde yine mt DNA kontrol bolgesi ve flanking tRNA kullanilarak ¢alisma yapilmistir. Bu ¢aligmada
tespit edilen 54 tane yeni tipin de dahil oldugu 251 mtDNA tipi, ev farelerinin (Mus musculus grubu),
dizileme islemiyle tanimlanan dort ana tiirden (M. domesticus, M. musculus, M. castaneus ve M. spretus

meydana geldigini gostermistir. Analiz sonuglari ile, M. domesticus mtDNA'larinin kardes grup olarak
diger iic ortak mtDNA soy hatt1 ile beraber oldugunu ve Yemen’de bulunan soy hattinin ise bunlar
icerisinde bir sonraki en eski soy hatt1 oldugunu kesfetmislerdir. Filogenik ve filocografik yaklasimlar
lkullanilarak, Bati-Orta Asya'da bulunan ev farelerinin ilk dnce Giiney Arap Yarimadasi'na, oradan
doguya ve kuzeye, sonrasinda Giineyorta Asya'ya, daha sonra da Giiney orta Asya'dan kuzey orta Asya'ya
ve Giineydogu Asya'ya yayilislarini gostermek i¢in yeni bir model elde etmislerdir. Zfy-2 geninde 18 baz
delesyonu olan ve olmayan Y kromozomlarma Iran ve Afganistan'dan gelen 6rneklerde rastlanirken,

delesyona ugramamis Y kromozomlarinin sadece Tiirkiye, Yemen, Pakistan ve Nepal'de oldugunu
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bulmuslardir. p53 igin polimorfizm Giircistan, Iran, Tiirkmenistan, Afganistan ve Pakistan'da
gozlenmistir. 79 kommensal fareden 128 baz ciftlik bir p53 dizilenmesi, 12 degisken bolgeyi ortaya

cikarmis ve 14 alel vermistir.

Jones vd. (2011) Kuzey Fransa ve Britanya Adalari'ndaki ev farelerinin filocografyasin1 mikrosatellit
verileri, canli yakalanan ornekler ve miize materyallerinden kontrol bdlgesi dizileri kullanarak Avrupa
capinda ele almislardir. Kuzey Fransa’dan gelen mtDNA sekanslarinin ¢ogunlugu, ingiltere’nin ana
lkaras1 ve Almanya’da yaygin olarak bulunan bir klada yakin olup, bu dagilimin Demir Cagi’ndaki
farelerin kolonizasyonunu temsil ettigi dogrultusundaki nermeyi savunmaktadir. Giineybati irlanda'da
kladin varligi, orada da Demir Cagi kolonizasyonunun miimkiin oldugunu gostermis ve bununla birlikte
[rlanda ile alakali sonuglarin ¢ogunlugu, Norveg-Viking aktivitesi ile iligkili baska bir bolgeye ait
bulunmus ve muhtemelen Viking déneminde Iskog adalarindan gelen ve kentlesme ile baglantili olan
irlanda'nin ev faresi kolonizasyonunun ana hattini temsil ettigini ortaya koymuslardir. Mikrosatellit
verileriyle gosterilen populasyonlarin dagilimi, muhtemelen ikincil kolonizasyonun genetik etkilerini
yansitan, cografi yakinliga gore gruplanan populasyonlarla, mtDNA filogenisinden belirgin bir sekilde
farkli oldugu tespit edilmistir. MtDNA sekans verileri Avrupa ¢capinda konumlandirildiginda, iki yaygin
kladin ingiliz Adalar1 gevresinden dagilimmnin esasen Kuzey-Bati Avrupa ile smirli oldugu belirgin

sekilde gozlenmistir.

Tiirkiye’de ise Glindiiz vd. (2000) ii¢ bolgeden elde ettikleri 20 Mus 6rnegi ve GenBank’tan aldiklar1 7
adet fran 6rneginin D-loop (kontrol bolgesi) dizileri ile ¢alisma yapmislardir. Bu iilkelerin Mus musculus
domesticus alt tiiriiniin kokenlerine yakin oldugu diisiiniilmektedir. Calisma sonucunda 14 haplotip elde
edilmis ve bu haplotiplerden dordiiniin, Nachman vd. (1994) tarafindan tanimlanan Bati Avrupa M. m.
domesticus ’una ait D-loop dizisiyle olduk¢a benzerlik gosterdigini bulmuslardir. Tiirkiye'nin gesitli
bolgelerinde ve Iran'm kuzeyinde farkli bir soy hattindan Bati Avrupa’ya yayilmistir. Ancak diger
Avrupa soy hatlar1 Tiirkiye’de ya da Iran’da bulunamamustir. Mus cinsine ait diger D-loop dizileri, M.
m. castaneus ve Mus macedonicus'a ait iken, veriler M. macedonicus'u diisiik niikleotit ¢esitliligine sahip

monotipik bir tiir olarak tanimlamistir.

Glindiiz vd. (2005), Tiirkiye'de 45 bolgeden topladiklari 92 fare lizerinde mitokondriyal kontrol bolgesini
(D-loop) ve daha once diger iilkeler icerisinde {i¢ bolgeden alinan alt1 farenin hazir dizilerini kullanarak
calisma yapmuslardir. Sonuglar, Tiirkiye’de yasayan M. m. domesticus’un asil koken aldigi alana yakin
olmasiyla tutarli oldugu bulunmustur. Belirlenen haplotipler arasindan 54 Tiirkiye haplotipi, daha 6nce
tanimlanmis hazir dizileri iceren filogenetik bir aga¢ boyunca dagitilmis ve lilkemiz farelerinde ytiksek
niikleotit cesitliligi gozlemlenmistir. Tirkiye’de “Ana Tirkiye Kladi”nin haplotiplerine Giiney

Anadolu’da rastlanmamistir. Ancak, Ana Tiirkiye Kladi'nin haplotiplerinin Bat1 Avrupa'dakilere benzer
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bulunmasi nedeniyle, iilkemizin, M. m. domesticus'un batiya dogru genislemesi i¢in ana yollarindan biri

oldugunu 6ne stirmiislerdir.

Ev ve ev disinda yasayan Mus cinsine ait tiirlerin yasadigi Marmara ve Ege denizlerinde yer alan adalarda

yapilan ¢alismalar azdir.

Ozkan (1999)’1n yaptig1 calismada, Kuzey Ege Bolgesi’nde yer alan Gokgeada ve Bozcaada’ya 1990-
1992 yillarinda toplam 449 adet kemirici 6rnegi (Sciurus anomalus, Apodemus flavicollis, Apodemus
sylvaticus, Apodemus hermonensis, Rattus rattus, Rattus norvegicus, Mus macedonicus, Mus domesticus,
Spalax leucodon tiirlerine ait) yakalanmistir. Bu tiirlere ait ekolojik bilgileri degerlendirerek, her iki
adada yasayan kemirici tiirlerine ait 6rnekleri, Trakya ve Kuzeybati Anadolu’dan daha 6nce elde edilmis
ornekler ile ayni1 yas gruplart arasinda morfolojik olarak karsilagtirmistir. Bu karsilastirma sonucunda
Gokgeada’daki Sciurus ornekleri ile Bozcaada’daki Apodemus ve Spalax orneklerinin Kuzeybati
Anadolu 6rneklerine benzer oldugu, Gok¢eada’da yasayan Apodemus ve Spalax 6rneklerinin de Trakya
orneklerine benzer oldugu bulunmustur. Her iki adadaki Rattus ve Mus 6rneklerinin Kuzeybati Anadolu

ve Trakya orneklerine benzer oldugu tespit edilmistir.

Seker vd. (2017)’nin yaptiklar1 calismada ise, kemirici populasyonlarinda gozlenen karyolojik degisimler
belirlenmistir. Ege Denizi’nde Gokceada ve Bozcaada; Marmara Denizi’nde ise Marmara Adasi olmak
tizere iic adadan bes farkli kemirici tiiriine ait karyolojik bilgiler bu calisma ile ortaya koyulmustur. Ege
Denizi ve Marmara Denizi’nin adalar ve ana kara arasinda uzun siiredir cografik bariyer olarak gorev
yapmasina ragmen, kemirici tiirlerinin ada ve ana kara populasyonlarinin karyolojik degerleri arasinda
farkliliga etkisinin bulunmadigi tespit edilmistir. Bununla birlikte, Marmara Adasi’ndan A. flavicollis, R.
rattus, M. domesticus ve M. macedonicus tiirlerinin yayilis kayitlar1 ile beraber karyotipleri

belirlenmistir.

Cucchi vd. (2005) yaptiklari ¢alismada, zooarkeolojik kriterlerle ev faresinin varligin1 dogrulamak igin,
Akdeniz bolgesindeki ge¢ buzul ¢cagindan, milattan sonraki ilk ¢aglara kadar uzanan fosil kii¢iik memeli
populasyonlarini analiz etmislerdir. Sonuglar kronolojik asamalari, sosyoekonomik ve kiiltiirel insan
evrimi ile ilgili olan bir tarihsel harita araciligiyla gosterilmistir. Akdeniz'deki ev faresinin (M. m.
domesticus) yayilmasinin, Dogu Akdeniz havzasinda yaklasik M.O 8000°de gercekleserek, hizli ancak
sinirli bir yayilma ile basladigmi, M.O 1000 yilma kadar ulasim imkanlarnin artmasina ragmen,
bolgedeki isgallerinin durmus ya da biiyiik dl¢iide yavaslamis goriindiigiinii one siirmiislerdir. M.O 1000
yil boyunca, tiim Bat1 Akdeniz Havzas1 ve Kuzey Avrupa ev faresi tarafindan istilaya ugramis ve tiir bu
cografyada kolonilesmeye baglamistir. Bat1 cografyasmin M.O ilk bin yila kadar al¢aldigini diisiinerek,
Dogu ve Bati Akdeniz kolonilesmesindeki bu kronolojik boslugu kapatmaya calismislardir. Bati
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Akdeniz’in tamamen Dogu Akdeniz’in etkileri ile goge acildigini ve ¢evre iizerindeki insan baskisinin
biiytik 6lciide arttigini, ev faresinin ilerleyen donemlerde insan yaninda kalarak kommensal nislerine yol

actigini ortaya koymuslardir.

Bu ¢alismada Mus cinsine ait iki tiir (M. domesticus ve M. macedonicus) i¢in Balkanlar’a muhtemel gegis
yolu olan Kuzey Anadolu ve Marmara Bolgeleri secilmistir. Bu bolgelerde yayilis gosteren iki tiiriin
populasyonlar1 mitokondriyal DNA CO1 ve niikleer DNA APOB gen bolgeleri analiz edilerek farkli
populasyonlar arasindaki filogenetik iliskileri ortaya koymak, Istanbul ve Canakkale bogazlarinin
populasyonlar arasindaki gen akisini iizerindeki etkisini belirlemek, iki tiirlin populasyonlari iizerinde
adalarin etkisini belirlemek amaclanmistir. Ayrica cografi degisimlere sebep olan jeolojik, tektonik
olaylar ve iklim degisikliklerinin cinsin filocografyasininin sekillenmesi iizerindeki etkileri

arastirilmistir.

[1l.  Materyal ve Yontem

Materyal ve Yontem: Bu proje ¢alismasi i¢in daha 6nceki projelerde (BAP proje no: 20050705104)
yapilan arazi ¢alismalarinda toplanan Mus 6rnekleri kullanilmistir (Cizelge 3.1). Halihazirdaki dokular
(karaciger, kalp, bobrek, kas, akciger) gerekli kosullarda (-86 °C’de) saklanmakta olup, ¢alismalarda
problem yasadigimiz durumlarda, benzer bolgeden dokular ¢alismaya dahil edilmistir. Bu proje ¢alismasi
stiresince gergeklestirilen molekiiler analizler, dokulardan DNA izolasyonu, izole edilen DNA’dan hedef
gen bolgelerinin (APOB ve CO1) uygun primerlerin kullanildigi Polimeraz Zincir Reaksiyonu yontemi
ile ¢ogaltilarak, sonra ¢ogaltilan ilgili gen bolgeleri i¢in hizmet alim1 yoluyla dizi verileri alinarak ve

biyoistatistik uygulamalarda analiz edilerek gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.1 Projede kullanilan Mus 6rneklerine ait tiir, miize no ve lokasyon bilgileri

SiraNo | Ornek No Tiir Lokasyon
1 3484 Mus domesticus Ardahan - Posof
2 4772 Mus macedonicus Amasya - Suluova
3 3438 Mus macedonicus Corum
4 3444 Mus macedonicus Corum
5 3441 Mus macedonicus Corum
6 3429 Mus macedonicus Ordu - Efirli
7 3470 Mus macedonicus Ordu - Efirli
8 3781 Mus domesticus Ordu - Fatsa
9 3782 Mus domesticus Ordu - Fatsa
10 3784 Mus domesticus Ordu - Fatsa
11 3853 Mus domesticus Ordu - Fatsa
12 2804 Mus macedonicus Samsun - Kurupelit
13 2805 Mus macedonicus Samsun - Kurupelit
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14 2806 Mus macedonicus Samsun - Kurupelit

15 2812 Mus macedonicus Samsun - Kurupelit

16 2881 Mus domesticus Samsun - Kurupelit

17 3376 Mus domesticus Artvin - Ardanug

18 3767 Mus domesticus Artvin - Borgka

19 3768 Mus domesticus Artvin - Bor¢ka

20 3823 Mus domesticus Artvin - Borgka

21 3803 Mus domesticus Artvin - Hopa

22 3804 Mus domesticus Artvin - Hopa

23 3772 Mus domesticus Rize — Ikizdere

24 3819 Mus domesticus Rize - Ikizdere

25 3793 Mus domesticus Rize - Ardesen

26 3794 Mus domesticus Rize - Ardesen

27 3836 Mus domesticus Trabzon - Siirmene

28 3837 Mus domesticus Trabzon - Siirmene

29 3859 Mus domesticus Trabzon - Yomra

30 3860 Mus domesticus Trabzon - Yomra

31 4091 Mus domesticus Bartin - Ulus

32 4092 Mus domesticus Bartin - Ulus

33 3939 Mus domesticus Bolu - Abant

34 4224 Mus macedonicus Diizce - Hactyakup

35 4225 Mus macedonicus Diizce - Hactyakup

36 3940 Mus domesticus Diizce - Kopriibasi

37 3949 Mus domesticus Diizce - Kopriibasi

38 5627 Mus macedonicus Kastamonu - Tosya

39 3894 Mus domesticus Zonguldak - Biilent Ecevit Uni.
40 3896 Mus domesticus Zonguldak - Biilent Ecevit Uni.
41 7005 Mus macedonicus Canakkale - Findikli

42 7006 Mus macedonicus Canakkale - Findikli

43 6890 Mus domesticus Canakkale - Gelibolu

44 6891 Mus domesticus Canakkale - Gelibolu

45 6921 Mus macedonicus Canakkale - Giineyli

46 6922 Mus macedonicus Canakkale - Giineyli

47 7001 Mus macedonicus Canakkale - Sinekgi - Biga
48 5465 Mus macedonicus Edirne - Degirmenyan1 Koyt
49 7124 Mus domesticus Edirne - Enez

50 7118 Mus macedonicus Edirne - Orhaniye - Baglik
51 6800 Mus domesticus Edirne - Sazlidere Koyii

52 4366 Mus domesticus Edirne - Tatarlar Koyii

53 6803 Mus domesticus Edirne - Uyiikliitatar Koyii
54 6805 Mus domesticus Edirne - Uyiikliitatar Koyii
55 6795 Mus domesticus Edirne - Yenikadin Koyii

56 6978 Mus domesticus Istanbul - Alipasa Kdyii - Silivri
57 6991 Mus domesticus Istanbul - Alipasa K&oyii - Silivri
58 6467 Mus macedonicus Kirklareli - Inece

59 5457 Mus macedonicus Kirklareli- Liileburgaz - Biiyiikkarigtiran
60 6753 Mus macedonicus Kirklareli - Lilleburgaz - Kirikkdy
61 6762 Mus macedonicus Kirklareli - Liileburgaz - Kirikkdy
62 4365 Mus domesticus Kirklareli - Pinarhisar - Evciler
63 4360 Mus macedonicus Kirklareli - Pinarhisar - Islambeyli
64 6806 Mus domesticus Marmara Adasi - Topagac Koyii
65 6807 Mus domesticus Marmara Adasi - Topagac Koyil
66 6817 Mus domesticus Marmara Adasi - Topagag Koyii
67 6818 Mus domesticus

Marmara Adas1 - Topagag Koyii
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Cizelge 3.1 Projede kullanilan Mus &rneklerine ait tiir, miize no ve lokasyon bilgileri

(devami)
68 6833 Mus domesticus Bozcaada
69 6835 Mus domesticus Bozcaada
70 6840 Mus domesticus Bozcaada
71 6844 Mus domesticus Bozcaada
72 6877 Mus macedonicus Gokgeada - Bademli
73 6878 Mus macedonicus Gokgeada - Bademli
74 6869 Mus macedonicus Gokgeada - Ugurlu
75 6870 Mus macedonicus Gokgeada - Ugurlu
76 6863 Mus macedonicus Gokeeada - Ugurlu
77 6852 Mus macedonicus Balikesir - Bandirma
78 6857 Mus macedonicus Balikesir - Bandirma
79 2958 Mus macedonicus Balikesir - Génen
80 6997 Mus domesticus Bursa - Ulubat
81 6999 Mus domesticus Bursa - Ulubat
82 3205 Mus macedonicus Kocaeli - Golciik
83 6544 Mus macedonicus Kocaeli - Masukiye

Kullanilan tiim 6rneklerin konumlar1 harita olusturularak, lizerinde gosterildi (Sekil 3.1).

Mus domesticus

% Mus macedonicus

Sekil 3.1 Mus 6rneklerinin Tiirkiye haritasi tizerindeki dagilimi
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[Haritadaki lokasyonlar su sekildedir; 1) Bozcaada 2) Gokgeada — Ugurlu 3) Gokgeada — Bademli 4)
Edirne — Enez 5) Canakkale — Findikli 6) Canakkale — Gelibolu 7) Canakkale — Giineyli 8) Edirne —
Orhaniye 9) Edirne — Uyiikliitatar 10) Edirne — Yenikadin 11) Edirne — Degirmenyeni 12) Edirne —
Tatarlar 13) Kirklareli — Inece 14) Kirklareli — Kirikkdy 15) Kirklareli - islambeyli 16) Kirklareli —
iiyiikkaristiran 17) Canakkale - Sinekgi 18) Balikesir — Gonen 19) Marmara Adasi 20) Balikesir —
andirma 21) Istanbul — Silivri 22) Bursa — Ulubat 23) Kocaeli — Gélciik 24) Kocaeli — Masukiye 25)

iizce — Haciyakup 26) Diizce — Kopriibas1 27) Bolu - Abant 28) Zonguldak — Universite 29) Bartin —
Ulus 30) Kastamonu — Tosya 31) Corum 32) Amasya — Suluova 33) Samsun — Kurupelit 34) Ordu —
Fatsa 35) Ordu — Efirli 36) Trabzon — Yomra 37) Trabzon — Siirmene 38) Rize — ikizdere 39) Rize —
Ardesen 40) Artvin — Hopa 41) Artvin — Borgka 42) Artvin — Ardanug 43) Ardahan - Posof

Orneklemden ayri olarak, dis grup olusturmada yakin gruplarm GenBank dizileri kullanildi (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2 Projede kullanilan dis grup 6rneklerinin bilgileri

Gen Bolgesi GenBank Erisim No Tiir ismi
APOB MF947503.1 Mus spretus
APOB AB285437.1 Mus macedonicus
APOB NM019287.2 Rattus norvegicus
COo1 GQ905754.1 Mus musculus domesticus
COo1 KY018921.1:5329-6873 Mus spretus
Co1 AB451019.1 Rattus norvegicus

3.1 DNA izolasyonu

[Bu ¢alismada Mus 6rneklerinden elde edilen dokulardan Doyle (1991)’un CTAB-DNA izolasyonu

protokolii ile DNA izole edilmistir. Bu izolasyon yontemi asagidaki basamaklardan olusmaktadir;

Orneklere ait dokular 2-3 g agirliginda kiiciik pargalar alinarak buz kaliplar igerisinde bekletilen ependorf
tiiplere konuldu. Uzerlerine 100 ul CTAB lizis tamponu ilave edildi.
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Homojenizasyon cubuklar1 yardimiyla mekanik parcalama gerceklestirildi. Dokular biraz ezildikten
sonra her tiipe 200 pul CTAB lizis tamponu daha ilave edilerek dokular iyice ezilirek, homojen siv1 elde
edildi.

Elde edilen bu homojenata sirastyla 300 ul CTAB ve 50 ul BME (2-beta-merkaptoetanol) eklendi ve

iyice karigtirilirdi.
Karigim 65 °C’lik su banyosunda 1 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda tiiplere 500 ul C: IAA (Kloroform-izoamilalkol) ilave edilir ve tiiplerin igerigi

siit kivamina gelinceye kadar iyice karistirildi. Daha sonra tiipler 13000 rpm’de +4 °C’de 15 dk. santrifijj
edildi.

Santrifiijden sonra ependorf tiipler igerisinde iki faz gozlendi. Bu gozlenen fazlar karistirmadan, tiipler
hassas bir sekilde buz igerisine yerlestirildi. DNA’y1 igeren sulu tist faz, DNA molekiillerinin kirtlmasini

onlemek icin 1000 pl’lik genis uclu pipetle 6nceden numaralandirilmis yeni ependorf tiiplere alindi.

DNA’y1 igeren bu ependorf tiipleri icerisine DNA’y1 ¢oktiirmek i¢in -20 °C’de sogutulmus 500 pl
[izopropanol eklendi ve tiipler iyice karigtirildi. Bu karigtirma sirasinda tiipler igerisinde bulut seklinde
niikleik asit ipligi gézlendi.

Sonra tiipler -80 °C’de 30 dk. inkiibe edilir. Donmus haldeki tiipleri eritmeden +4 °C’de 13000 rpm’de

10 dk. santrifiij edildi. Sonunda ise tiiplerin dibinde DNA molekiillerinin ¢oktiigii gozlendi.

Bu tiliplerin dibine yapismis olan DNA molekiillerinin diismesine izin vermeden tiipler igerisindeki

siipernatant dokiildii.

Stipernatant1 dokiilen DNA pelletlerini (Sekil 3.2) ¢oktiirmek igin -20 °C’de bekletilen %70’lik ve
6100’liik etanol ile sirasiyla ikiser tiger kere yikama islemi dikkatlice gergeklestirildi. Bu islem peletleri
diisirmemek i¢in dikkatlice yapildi.

Yikama islemlerinden sonra DNA peletlerini igeren tlipler kurutma kagidi iizerine ters ¢evrilerek 60

dakika kadar kurumaya birakildi.

Kurutma islemi sonrasinda tiipler icerisine 100 ul Tris-EDTA tamponu ilave edilerek DNA peletleri

cOzduriildi.

Cozdirilen DNA peletlerini RNA’dan arindirmak igin her bir tiipe 2 ul RNAse (10 mg/ml) ilave
edildikten sonra, 30 dakika, 37 °C’deki etiivde inkiibasyona birakildi.
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[DNA barindiran ependorf tiipleri (Sekil 3.3), calisiimak tizere -20 °C’de saklandi.

Izolasyonda kullanilan kimyasallar (Sekil 3.4) ve hazirlanislar1 asagidaki gibidir;

Sekil 3.2 Goriilebilir iplik halinde DNA Sekil 3.3 Ependorflardaki izole DNA’lar

Sekil 3.4 CTAB DNA izolasyonu yonteminde kullanilan kimyasallar

CTAB Tamponu Hazirlanmasi (100 ml icin)

CTAB :2¢r

Tris-HCI :1M 10 ml pH: 8.0
EDTA :05M 4ml pH:8.0
NaCl :5M 28 ml

dH20 ile 100 ml’ye tamamlanir. CTAB’1n ¢6ziilmesi i¢in gerekirse sicaklik uygulanabilir.
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Tris Base (1M) pH: 8.0 (MW: 121.1)

12.11 g Tris Base dH20 ile 100 ml’ye tamamlanur.

EDTA (0.5M) pH: 8.0 (MW: 372.2 gr)

18.61 g EDTA dH20 ile 100 ml’ye tamamlanr.

NaCl (5SM) (MW: 58.44 gr)

29.22 g NaCl dH20 ile 100 ml’ye tamamlanur.
RNase A (10mg/ml, Fermentas) : 2 ul

TE Tamponu pH: 8.0

Tris Base ¢ozeltisi (1M) : 1 ml
EDTA 120 ul
dH-0 ile 100 ml’ye tamamlanir.

BME STOK (8- Merkaptoethanol) (MW: 78.13 gr) (250 ml)

1000ml  78.13g 1ml 114 g
250 ml X X 19.45 g
X=19.45 g X=17.5 ml

17.5 ml BME, 232.5 ml dH20 ile 250 ml’ye tamamlanir.

[zolasyon sonrasinda, Mus orneklerinin DNA’larinm, NanoDrop 2000 spektrofotometre cihazi

araciliiyla konsantrasyon ve safliklar1 6l¢iildii (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.3 Kullanilan Mus 6rneklerinin DNA miktar ve saflik dlgiimleri

# Omek | Niikleik  Asit | Birim 260/280 | 260/230 Ornek
No Konsantrasyonu Tipi
1 3484 1764 ng/ul 1,86 1,99 DNA
2 4772 1878,4 ng/pl 1,89 1,93 DNA
3 3438 2863,5 ng/ul 1,84 1,96 DNA
4 3444 2460,7 ng/pul 1,85 1,97 DNA
5 3441 4729,1 ng/pl 1,86 2,04 DNA
6 3429 4392,1 ng/pl 1,88 2 DNA
7 3470 1502,4 ng/ul 1,86 1,92 DNA
8 3781 4977,1 ng/ul 1,86 1,94 DNA
9 3782 3070,7 ng/pl 1,84 1,93 DNA
10 3784 499,8 ng/ul 1,86 1,56 DNA
11 3853 4528 ng/ul 1,85 2,03 DNA
12 2804 4566,9 ng/pul 1,9 1,99 DNA
13 2805 2094,5 ng/ul 1,88 2,02 DNA
14 2806 6007,4 ng/ul 1,86 2,01 DNA
15 2812 4224.6 ng/pl 1,88 2,07 DNA
16 2881 3785 ng/ul 1,88 2,04 DNA
17 3376 3661,9 ng/ul 1,89 2,08 DNA
18 3767 2271,5 ng/pl 1,87 2,01 DNA
19 3768 2123,2 ng/ul 1,86 2,02 DNA
20 3823 3219,4 ng/ul 1,82 1,93 DNA
21 3803 2197,9 ng/pl 1,84 1,93 DNA
22 3804 2204,6 ng/pl 1,84 1,92 DNA
23 3793 2504,3 ng/ul 1,87 1,99 DNA
24 3794 3290,1 ng/pl 1,86 1,99 DNA
25 3836 2166,1 ng/pl 1,89 1,97 DNA
26 3837 24254 ng/ul 1,89 2,01 DNA
27 3859 2215,5 ng/pul 1,51 1,56 DNA
28 3860 3034,7 ng/pl 1,87 1,97 DNA
29 4091 1375 ng/ul 1,87 2,01 DNA
30 4092 1255,5 ng/pl 1,88 1,81 DNA
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Cizelge 3.3 Kullanilan Mus 6rneklerinin DNA miktar ve saflik 6l¢timleri
(devami)

31 3939 22764 | ng/ul 1,88 2,05 DNA
32 4224 798,2 ng/ul 1,87 1,83 DNA
33 4225 368,5 ng/ul 1,88 1,42 DNA
34 3940 13112 | ng/ul 1,87 1,9 DNA
35 3949 13407 | ng/ul 1,9 1,08 DNA
36 5627 17544 | ng/l 1,9 2,01 DNA
37 3894 11395 | ng/ul 1,87 1,95 DNA
38 3896 17337 | ngl 1,9 1,99 DNA
39 7005 15874 | ngul 1,01 1,97 DNA
40 7006 15908 | ng/ul 1,01 1,99 DNA
41 6890 11322 | ng/ul 1,87 1,86 DNA
42 6891 2806,8 | ng/nl 1,88 1,02 DNA
43 6921 14273 | ng/l 1,91 1,96 DNA
44 6922 1139,9 | ng/ul 1,89 1,95 DNA
45 7001 7343 ng/ul 1,87 1,88 DNA
46 7002 15763 | ng/ul 1,88 1,95 DNA
47 5465 2053,7 | ng/ul 1,01 2,07 DNA
48 7124 19651 | ng/ul 1,03 2 DNA
49 7118 11351 | ng/pl 1,01 2,02 DNA
50 6800 1567,1 | ng/ul 1,02 2,07 DNA
51 4366 15085 | ng/ul 1,92 1,89 DNA
52 6803 2603,2 | ng/ul 1,01 1,97 DNA
53 6805 13284 | ng/ul 1,01 2,02 DNA
54 6795 19238 | ng/l 1,89 1,99 DNA
55 6798 1702 ng/pl 1,01 2,06 DNA
56 6991 1580 ng/ul 1,01 1,07 DNA
57 6467 23582 | ng/ul 1,89 1,8 DNA
58 5457 27553 | ng/ul 1,88 1,04 DNA
59 6753 3054,4 | ng/ul 1,87 1,03 DNA
60 6762 3027 ng/ul 1,9 1,89 DNA
61 4365 27205 | ng/ul 1,88 1,01 DNA
62 4360 21245 | ng/ul 1,88 1,85 DNA
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Cizelge 3.3 Kullanilan Mus 6rneklerinin DNA miktar ve saflik 6lgiimleri (devami)
63 6806 2157 ng/ul 1,91 2,04 DNA
64 6807 2980,2 ng/ul 1,88 1,81 DNA
65 6817 2725,2 ng/ul 1,87 1,92 DNA
66 6818 2240,6 ng/ul 1,91 2,03 DNA
67 6833 2277 ng/ul 1,9 2,02 DNA
68 6835 2112,6 ng/ul 1,9 1,99 DNA
69 6840 2070,3 ng/ul 1,88 1,86 DNA
70 6844 3648,4 ng/ul 1,91 2,01 DNA
71 6877 1790,8 ng/pl 1,9 1,99 DNA
72 6878 1469,8 ng/ul 1,91 1,93 DNA
73 6869 1536,9 ng/ul 1,94 2,14 DNA
74 6870 2557,3 ng/pl 1,88 1,94 DNA
75 6863 1776,9 ng/pl 1,9 2 DNA
76 6852 844,8 ng/ul 1,9 1,96 DNA
77 6857 682,1 ng/ul 1,84 1,79 DNA
78 2958 1420,3 ng/ul 1,91 2,01 DNA
79 6997 1427,5 ng/pl 1,9 1,97 DNA
80 6999 1540 ng/pl 1,9 2 DNA
81 3205 2581,8 ng/ul 1,88 1,85 DNA
82 6544 1118,3 ng/ul 1,91 1,95 DNA

3.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

DNA izolasyonundan sonra mtDNA’nin CO1 (Sitokrom oksidaz alt {inite 1) ve nDNA’nin APOB

(Apolipoprotein B) olmak iizere iki gen bolgesi uygun primerlerin kullanildigi Polimeraz Zincir

Reaksiyonu (PZR) yontemi ile gogaltilmistir. PZR ile, saflastirilmis olan DNA molekiiliiniin segilen bir

bolgesinin hiicre dis1 kosullarda c¢ogaltilmasi saglanir. PZR isleminde, distile su (dH20), 6zgiin

oligoniikleotidler (primerler), deoksiniikleotid trifosfatlar (ANTP), Tag DNA polimeraz enzimi, MgClo,

tampon ¢ozelti (Tris-HCI) ve ¢alisilacak 6rnegin kalip DNA’s1 gibi bilesenler kullanilir. Denatiirasyon,

baglanma ve uzama olmak {izere 3 basamaktan olusan bir dongiisel reaksiyonun 25-40 defa tekrar etmesi

ile kalip DNA dizisinden milyonlarca yeni kopya meydana gelir.
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[k basamak olan denatiirasyon asamasinda DNA molekiiliiniin iki ipligini bir arada tutan hidrojen baglar
[kirilir. Bu olay sicaklik 92-95 °C’ye yiikseltilip 1-2 dakika tutularak gergeklesir. Eger gerekli goriiliirse
5-10 dakikalik bir on denatiirasyon asamasi uygulanabilir. Baglanma asamasinda ise, primerlerin
baglanmasi i¢in uygun sicaklik olan 37-56 °C’ye kadar azaltilir ve primerlerin denatiire olmus DNA
ipliklerine baglanmasi saglanir. Uzama asamasinda sicaklik Taq polimeraz enziminin ¢aligmast igin en
uygun sicakliga 72 °C’ye ylikseltilerek ortamda serbest halde bulunan deoksintikleotid trifosfatlarin kalip
IDNA ipliklerine baglanmasi saglanir ve bu dongii 25-30 kez tekrarlanir. Ayrica, daha fazla DNA kopyasi

elde edebilmek i¢in dongii siireci bitince yine uzama ile ayni sicaklikta son uzama gergeklestirilebilir.

Sonugcta istenilen baslangic DNA molekiiliiniin ¢ok sayida kopyasi elde edilmis olur. Bu asamalardaki

sicaklik degerleri, kullanilan primer ve malzemelere bagli olarak optimize edilebilir.

3.2.1 PZR bilesenleri

PZR isleminde karisim ortamini olusturmak i¢in distile su kullanmilmistir. MgCl; ise denatiirasyon
asamasinda agilan zinciri primerlerle doldurmakta, PZR ile elde edilen DNA’nin spesifikligini, primer
ile dimerlesmeyi, enzimin aktifligini etkilemektedir. MgCl, derisiminin az oldugu PZR karisiminda, Tag
DNA Polimeraz’dan alinan verimi diistirebilirken, yiiksek oldugu durumlarda ise spesifik olmayan

bolgelerin gogalmasina sebebiyet verebilir (Innis ve Gelfand 1990, Hadidi vd. 1995).

Tris-HC1 / KCI tamponu, karisima ilave edildiginde, baglanma isleminin daha rahat gergeklestirilmesine
olanak saglayan kimyasal gorevi gormektedir (Innis ve Gelfand 1990, Demeke ve Adams 1992, Henson
ve French 1993).

Deoksiniikleotittrifosfat (ANTP) bilesenleri (Adenin, Guanin, Sitozin, Timin) ise, karistmda homojen
miktarlarda dagilis gosterdigi durumlarda basarili sonuglar almak miimkiin olabilmektedir. Bir PZR
karigiminda, yiiksek ANTP derisimi, elde edilen PZR iiriinlerdeki DNA dizilerinin istenmeyen bdlgelerde
cogalmasina sebebiyet verebilmektedir. Bahsedilen durum itibariyle, miimkiin oldugunca diisiik derigsime
sahip ANTP karisimi kullanmak, PZR’nin 6zgiilliigli ile dogru bolge ¢ogaltilma hassasiyetini arttirir.
Primerler, ¢ogaltilacak bolgeye 6zgii sentezlenen veya var olan niikleotit dizilerinden olusan kimyasal
materyallerdir. Primerlerin, reaksiyona hazir olan DNA zincirlerine yapismasi igin ihtiya¢ duydugu
sicaklik ve zaman araligi, primerlerin derisimi, elde edilmesi beklenen DNA’nin uzunlugu ve kullanilan
bazlarin dizilimine gore farkliliklar gosterir. Primerlerin agilan DNA’ya baglanma islemi sirasinda
sicakligin artirllmast DNA’nin segiciligini artirmaktadir. Boylece, primerlerin istenmeyen bolgelere

baglanmasi1 ve yanlis DNA dizilerinin elde edilmesinin 6niine geg¢ilmektedir. Sicakligin azaltilmasi,
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primerlerin yanlis bdlgeleri cogaltmasma ve cogaltilan DNA dizilerinde hatali baz baglanmalarinin

artmasina neden olmaktadir (Innis ve Gelfand 1990, Dieffenbach vd. 1993, Kwok vd. 1994).

Taq Polimeraz enzimi, jeotermal bolgelerde bulunan, termofil bir bakteri tiirii olan Thermus
aquaticus’tan elde edilmistir. Yiiksek dereceli sicakliklarda dahi aktivitesini siirdiirebilir yapida bir
enzim olmast sebebiyle, PZR islemlerinde farkli karisimlar halinde ya da saf halde bulunabilmektedir.
PZR’de ihtiya¢ duyulan enzim miktari, 6rneklerden izole edilen kalip DNA veya cogaltilmak istenen
bolge primerine gore farkliliklar gosterebilmektedir (Innis ve Gelfand 1990, Erlich vd. 1991, Yang vd.
1992).

Bu calismada sitokrom oksidaz alt iinite 1 ve apolipoprotein b bolgesini dizilemek i¢in olusturulan klasik

PZR reaksiyonunda kullanilacak primerler Cizelge 3.4’de verilmistir.

Cizelge 3.4 Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan gen bolgesina ait primer listesi

APOB 187F 5’ GTGCCAGGTTCAATCAGTATAAGT 3° Amrine-Madsen vd. 2003
APOB J1R 5> CCAGCAAAATTTTCTTTTACTTCAA 3° Jiang vd. 1998
C0O1LCO1490 5' GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 3° Vrijenhoek 1994

CO1 HCO2198 5' TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3 Vrijenhoek 1994

3.2.2 Klasik PZR Uygulamasi

Orneklerden izole edilen DNA’nin ¢ogaltilarak, sekans cihazlar1 tarafindan dizileme yapilmasiyla,

Ornegin veri setininin elde edilmesi i¢in kullanilan yontemlerden biridir.

[k olarak, kalip DNA igeren -20°C’lik dolapta bekleyen &rnekler ¢dziilmesi i¢in ependorf raklarmna
alinarak laminar flow kabine koyulur. Daha sonra PZR bilesenleri olan, dH2O (Distile su), MgClz, Taq
tampon ¢ozeltisi, ANTP, primerler (ileri ve geri), Taq polimeraz enzimi laminar flow kabine ¢6zlinmeye

birakilir. PZR tiipleri tek tek, kalip DNA 6rneklerine ait olan numaralarla numaralandirilir.

PZR bilesenleri, gerekli hacimde bir karisim olusturmak igin sirayla mikropipet ile ependorf tiipiine
bosaltilmis ve pipetaj yapilarak, homojen karigsmalar1 saglanmistir. Karisim hazirlandiktan sonra vortex

cihaz1 vasitasiyla bir siire hafif¢e dondiirtilmiistiir. Ependorf tiipteki karisim, esit miktarda olacak sekilde
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ZR tiiplerine paylastirilmistir. Uzerinde, Ornege ait numarayr tasiyan PZR tiipleri karisim ile
doldurulduktan sonra iizerilerine, numarada belirtilen 6rnegin kalip DNA’s1 ilave edilerek reaksiyon

islemi icin hazir hale getirilmistir.

imyasallart ve DNA materyalleri homojen karigsan ornekler daha sonra termal dongili cihazinin
uyucuklarina yerlestirilmigtir. Bu yerlestirilme esnasinda kapaklarin kapali olundugundan emin
olunmalidir. PZR islemi i¢in termal dongili cihazina yerlestirilen 6rnekler (Sekil 3.5), dongiiler i¢in

optimum olan kosullar (Cizelge 3.5) sayesinde ¢ogaltilmis ve elektroforez islemine tabi tutulmustur.

Cizelge 3.5 CO1 ve APOB gen bélgesi optimum kosullar:

Asamalar

On Denatiirasyon 95°C’de 5 dakika 94°C’de 3 dakika

Denatiirasyon 95°C’de 1 dakika 94°C’de 30 saniye
Baglanma 47°-51°C’de 1 dakika 45°C —51°C’de 30 saniye

Uzama 72°C’de 1 dakika 72°C’de 30 saniye

Son Uzama 72°Cde 10 dakika 72°C°de 5 dakika
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Sekil 3.5 PZR islemi i¢in termal dongii cihazina yerlestirilen 6rnekler

3.3 Agaroz Jel Elektroforezi ve Jel Goriintiileme

[PZR uygulanarak ¢ogaltilmasi beklenen iiriinlerin, ¢ogalip ¢ogalmadigini test etmek amaciyla agaroz
jelde elektriksel yiik potansiyeline dayali sistemde kosturulmasina jel elektroforezi denir. Daha sonra bu
islemde belli mesafe kat eden DNA’nin, kimyasal bir boya olan etidyum bromiir ile boyandiktan sonra
ultraviyole 151k altinda goriintiilenmesi ile ne kadar mesafe kat ettigi ve agirligi tespit edilerek prosediir

tamamlanir.

Agaroz jel %1°lik konsantrasyonda hazirlanmistir. 150 ml TAE (Tris asetik asit EDTA) meziir ile dl¢iiliip
erlene dokiildiikten sonra, 1.50 g agaroz hassas tart1 ile tartilip erlenin geperlerine degmeyecek sekilde
TAE’nin igerisine bosaltilir. Cozelti, icerisinde en ufak agaroz peltesi kalmamas1 ve berrak goriintiiye
kavusmasi i¢in mikrodalga firin vasitasiyla isitildiktan sonra sogumaya birakilir. Bu esnada elektroforez
tanki icin gerekli hazirliklar yapilmistir. Sicakli§i tenimizi yakmayacak bir kivama gelen sivi,

lkatilasmadan tankin kasetine dokiilmiistiir.

[Memeli DNA’s1, bilindigi lizere negatif yiiklii molekiiler bir pargadir. Elektroforez tankindaki jel, bu
yapiya uygun olarak, kuyucuklarin negatif yonde oldugu sekilde konumlandirilmistir. Yaptigimiz jelde
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bulunan kuyucuklara, PZR {iriinleri yiikleme boyasi ile beraber yiiklenir. Tankin iki ucunda bulunan anot
ve katot uclarina akiimiilator vasitasiyla elektrik akimi verilir. Elektrik akimina maruz kalan DNA, yiikiin
negatif oldugu taraftan pozitif oldugu tarafa dogru ilerlemeye baslar. Bu hareket, jelin kivamina ve
IDNA’nin agirligina bagl olarak farklilik gosterebilir. 150 ml hacimli jelde yapilan ¢alismalarda yaklagik
00 dakikalik bir yliriitme yapilmistir.

Elektroforez islemine tabi tutulan agaroz jel, igindeki DNA’lar1 UV altinda goriinebilir kilmak amaciyla
etidyum bromiir (EtBr) ile muamele edilmistir. Belli bir siire bu kimyasala maruz birakildiktan sonra UV
temelli goriintiileyiciler vasitastyla goriintiilenmistir (Sekil 3.6). Olumlu sonug alinan 6rnekler dizileme

hizmet alimi i¢in -20°C’de saklanmuistir.

Sekil 3.6 APOB gen bdlgesine ait jel goriintiilemesi

3.4 Dizileme ve Biyoistatistik Programlarimin Kullanim

ENA dizileme, DNA molekiiliiniin istenilen bolgesinin niikleotid sirasinin tam olarak belirlenmesidir.
NA dizilemek i¢in yaklasik olarak ayni zamanda piyasaya ¢ikan Maxam-Gilbert kimyasal yikilim

metodu ve Sanger-Coulsen zincir sonlandirma metodu olmak tizere iki teknik mevcuttur. Bu ¢alismada
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[Mus sitokrom oksidaz alt iinite 1 (CO1) ve Apolipoprotein b (APOB) bélgesinin dizisinin ¢ikarilmasi

Sanger-Coulson teknigini temel alan otomatik dizi cihazlariyla hizmet alimi seklinde gerceklestirilmistir.

Calisilan populasyonlarin genetik yapisina iliskin tanitici istatistikler, populasyonlar arasi ve i¢i genetik
farklilagsmanin derecesi ve filogenetik aga¢ olusturulmasit gibi molekiiler seviyedeki analizlerin
gerceklestirilmesi i¢in kullanilan yazilimlara ilaveten birgok degisik ticretli ya da licretsiz biyoinformatik
ara¢c mevcuttur. Bu calismada DNA dizi analizi ile haplotipik lokuslardan elde edilecek molekiiler
diizeydeki verilerden filogenetik iligkilerin ¢ikarsamasi, en uygun metotlarin segilerek evrimsel iliski
agacinin olusturulabilmesi ve istatistik acidan degerlendirmelerin yapilabilmesi i¢in ¢ogunlugu internet

lizerinden erigilebilen ¢esitli {icretsiz biyoinformatik araglar kullanilmastir.

BioEdit 7.0.5.3 (Hall, 1999) protein ve niikleik asit dizilerini diizenlemek, hizalamak, manipiile ve analiz
etmek i¢in temel fonksiyonlara sahip ticretsiz bir yazilimdir. Bu ¢alismada dizi analizi sonucunda ABI
ya da Beckman Coulter gibi otomatik dizi analiz sistemlerinden (.scf uzantili) kromatogram dosyasi
seklinde elde edilen veriler, bu kromatogram dosyalarimi goriintiileyebilen, bir biyolojik dizi hizalama
editorii ve dizi analiz programi olan BioEdit kullanilarak analiz edilmistir. Bu program ile her bir bireyin
mitokondriyal DNA’smin sitokrom oksidaz alt tinite 1 ve niikleer DNA’sinin apolipoprotein b bolgesine
ait forward (ileri) ve reverse (geri) primerlerle elde edilen dizi analizi verileri hizalanmistir (Sekil 3.7).
Hem ileri hem de geri okumaya ait kromatogramlar goz ile kontrol edilerek o bireye ait ortak dizi
olusturulmus, her bir birey icin elde edilen ortak diziler programin i¢erdigi Clustal W modiilii kullanilarak
hizalanmistir. Gerektigi takdirde hizalanan dizilerin bas ve son kisimlarinda ayni hizadaki baz ile
baslamasi ve ayn1 hizadaki baz ile bitmesi saglanarak diziler esit uzunluga getirilmis ve bu dizilerin diger
analizlerinin gerceklestirilebilmesi i¢in pek ¢ok analiz programimin tanidigi Fasta formatinda

diizenlenmistir.

BioEdit ile olusturulan veri seti bir baska ticretsiz yazilim olan MEGA 7 (Kumar vd. 2016) (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis) programi ile degerlendirilmistir. Bu program molekiiler evrimsel
genetik analizleri gergeklestirmek icin kullanilmaktadir. MEGA, karsilagtirmali dizi analizi igin ¢esitli
[istatistiksel ve matematiksel metotlar igermektedir ve koruma biyolojisi, sistematik, gelisimsel evrim ve
populasyon genetigi gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Bu program ile evrimsel mesafelerin, dizi
istatistiklerinin hesaplanmasi1 ve genetik verilerden filogenetik aga¢ cizilmesi gibi bircok analiz

gerceklestirilebilmektedir.

DnaSP v5 (Librado ve Rozas 2009) niikleotid dizi verilerinden, haplotip belirlemeyi, DNA
polimorfizmini analiz eden, Fu ile Tajima testlerini iceren nétralite testlerini ve molekiiler populasyon

genetigi ile ilgili ¢cok sayida analiz gergeklestirebilen bir yazilimdir. Bu yazilim vasitasiyla tezde
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kullanilan Mus bireylerinin haplotip sayisi, ¢esitliligi, DNA polimorfizmi, evrimleri ve gelecekleri

hakkinda bilgi sahibi olmamizi saglayan nétralite testleri uygulanmustir.

Network (Bandelt vd. 1999, Polzin ve Daneschmand, 2003) programi ile Mus cinsi igerisinde belirlenen

haplotiplerin aralarindaki iliski ag1 olusturuldu ve mutasyon noktalar1 belirlendi.

BEAST (Bayesian Evolution Analysis by Sampling Trees) (Suchard vd. 2018) programu ile, dis gruplar
dahil olmak {izere, bireylerin budanmis “consensus” veri seti ile evrim analiz agaci ¢izimi yapilarak,

evrimsel ayrilma zamanlari ortaya koyuldu.

Arlequin 3.5.2.2 (Excoffier ve Lischer, 2010) programi ile projede ¢aligilan iki Mus tiiriiniin gen akislari,
populasyon durum degerlendirmesi i¢in kullanilan AMOVA modili ile fiksasyon indisleri
hesaplanirken, ayrica gen akis1 ve farklilasma istatistiklerini degerlendirmek amaciyla Fst ve Nm

degerleri hesaplandi ve bu iki deger kendi aralarinda karsilastirilarak yorumlandi.

Sekil 3.7 BioEdit programi ve i¢cindeki Clustal W modiilii kullanilarak yapilan analizler

IV.  Analiz ve Bulgular

Bu calismada, ¢alisma alanindan Mus cinsine ait M. domesticus ve M. macedonicus’a ait ornekler
kullanildi.
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4.1 Mitokondriyal DNA Sitokrom Oksidaz Alt Unite 1 (CO1) Gen Bélgesi Verileri

CO1 gen bolgesi i¢in, bu ¢alismada Tiirkiye’den 43 farkli lokaliteden 73 Mus 6rneginin yapilan PZR
islemleri ile DNA’lar1 ¢ogaltildi. Bunlara ek olarak GenBank’tan alinan Mus musculus domesticus, Mus
spretus ve Rattus norvegicus dizileriyle gergeklestirilen budama islemleri sonucunda 680 baz cifti
uzunlugunda veri seti olusturuldu. Verisetlerine uygulanan DnaSP haplotip testi sonucunda, Mus

ornekleri kendi arasinda 33, GenBank dizileri ile beraber toplamda 36 haplotip bulundu (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 Mus domesticus ve Mus macedonicus 'un CO1 gen bolgesi haplotipleri

Haplotip | Haplotip | GenBank - Miize | Lokalite (Ornek Sayis1) Tiir ismi
Sirasi Sayist Numarasi
Hap 1 |1 2804 Samsun - Kurupelit (1) Mus
macedonicus
Hap 2 |1 2805 Samsun - Kurupelit (1) Mus
macedonicus
Hap 3 |1 2806 Samsun - Kurupelit (1) Mus
macedonicus
Hap 4 1 2958 Balikesir - Gonen (1) Mus
macedonicus
Hap 5 |1 3205 Kocaeli - Golciik (1) Mus
macedonicus
Hap 6 |11 3376, 3767, 3768, | Artvin - Ardanug (1), Artvin - | Mus
3803, 3804, 3823, | Bor¢ka (3), Artvin - Hopa (2), | domesticus
3859, 3860, 3896, | Trabzon - Yomra (2),
3939, 6833 Zonguldak (1), Bolu - Abant
(1), Bozcaada (1)
Hap 7 |2 3429, 3470 Ordu - Efirli (2) Mus
macedonicus
Hap 8 |4 3438, 3444, 4225, | Corum (2), Diizce - | Mus
5627 Haciyakup (2) macedonicus
Hap 9 |1 3484 Ardahan - Posof (1) Mus
domesticus
Hap 10 |1 3772 Rize - Ikizdere (1) Mus
domesticus
Hap 11 |3 3782, 6978,6991 | Ordu - Fatsa (1), Istanbul | Mus
(2) domesticus
Hap 12 | 1 3784 Ordu - Fatsa (1) Mus
domesticus
Hap 13 | 4 3793, 3794, 3819, | Rize - Ardesen (2), Rize - | Mus
3894 Ikizdere (1), Zonguldak (1) | domesticus
Hap_14 | 2 3836, 3837 Trabzon - Siirmene (2) Mus
domesticus
Hap 15| 2 3940, 3949 Diizce - Kopriibasi (2) Mus
domesticus
Hap 16 | 2 4091, 4092 Bartin - Ulus (2) Mus
domesticus




EK-11 Sonug Raporu Formati

Hap 11 |3 3782, 6978,6991 | Ordu - Fatsa (1), Istanbul | Mus
(2) domesticus
Hap 17 |1 4224 Diizce - Haciyakup (1) Mus
macedonicus
Hap 18 | 2 4360, 6803 Kirklareli - Islambeyli (1), | Mus
Edirne - Uyiikliitatar (1) domesticus
Hap 19 | 11 4365, 6753, 6762, | Kirklareli - Evciler (1), | Mus
6857, 6869, 6870, | Kirklareli - Kirikkéy (2), | macedonicus
6877, 6878, 6891, | Balikesir - Bandirma (1),
7005, 7006 Gokgeada - Ugurlu (2),
Gokceada - Bademli (2),
Canakkale - Gelibolu (1),
Canakkale - Findikli (2)
Hap 20 | 4 4366, 6795, 6800, | Edirne - Tatarlar (1), | Mus
7124 Edirne - Yenikadin (1), | domesticus
Edirne - Sazhidere (1),
Edirne - Enez (1)
Hap 21 |1 4772 Amasya - Suluova (1) Mus
macedonicus
Hap 22 | 1 5457 Kirklareli - | Mus
Biiyiikkarigtiran (1) macedonicus
Hap_23 | 2 5465, 6467 Edirne - Degirmenyani (1), | Mus
Kirklareli - Inece (1) macedonicus
Hap 24 | 1 6544 Kocaeli - Masukiye (1) Mus
macedonicus
Hap 25 |1 6806 Marmara Adas1 - Topaga¢ | Mus
(1) domesticus
Hap 26 | 1 6807 Marmara Adasi1 - Topaga¢ | Mus
(1) domesticus
Hap_27 | 3 6835, 6840, 6844 | Bozcaada (3) Mus
domesticus
Hap 28 | 1 6863 Gokgeada - Ugurlu (1) Mus
macedonicus
Hap 29 | 1 6890 Canakkale - Gelibolu (1) Mus
macedonicus
Hap_30 | 1 6921 Canakkale - Giineyli (1) Mus
domesticus
Hap 31 | 2 6997, 6999 Bursa - Ulubat (2) Mus
domesticus
Hap_32 | 1 7001 Canakkale - Biga (1) Mus
domesticus
Hap 33 |1 7118 Edirne - Orhaniye (1) Mus
macedonicus
Hap 34 |1 AB451019.1 Japonya (1) Rattus
norvegicus
Hap 35 |1 KY018921.1:532 | Avustralya (1) Mus spretus
9-6873
Hap 36 | 1 GQ905754.1 Almanya - Sassenberg (1) | Mus musculus
domesticus
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Elde edilen haplotiplerden filogenetik agaclar ¢izebilmek i¢in MEGA 7 (Kumar vd. 2016) programinda
en iyi filogenetik test modeli belirlemek amaciyla test edildi (Sekil 4.1).

Table. Maximum Likelihood fits of 24 different nucleotide substitution models
Model Parameters BIC AICc InL (+) (+G) R AA) AT AC) AG) #AT) MAC) MAG) nTA) HTC) HTG) HCA) HCT) HCG) (GA) (GT) HGC)

TNO3 74 2684.972 2192.770 -1021.427 na  na 435 0360 0.290 0.270 0.080 0.021 0.019 0.098 0.026 0.154 0.006 0.026 0.166 0.006 0439 0.021 0.019
HKY 73 2687.626 2202.050 -1027.093 na na 4.15 0.360 0.290 0.270 0.080 0.025 0.023 0.066 0.031 0.223 0.007 0.031 0.240 0.007 0.297 0.025 0.023
TNO3+1 75 2603.649 2194.822 -1021.427 0.00 no/a 455 0.360 0.290 0.270 0.080 0.021 0.019 0.098 0.026 0.154 0.006 0.026 0.166 0.006 0439 0.021 0.019

Sekil 4.1 CO1 Bolgesi Filogenetik Model Belirleme Testi Sonuglari

IMEGA’daki uygunluk testi dogrultusunda ‘“Maximum-Likelihood” (ML) agaci ¢izebilmek en uygun
modelin TN93 istatistik modeli (Tamura ve Nei 1993) oldugu belirlendi. CO1 gen bdlgesinin haplotipleri
icin en uygun filogenetik test modelinin belirlenmesiyle beraber, bu haplotipler i¢in uygun modelde
“Maximum-Likelihood” agac1 (Sekil 4.2) ¢izildi. Daha sonra, haplotipler diizeyinde degisimleri gérmek
amaciyla “Maximum-Parsimony” agaci ¢izildi (Sekil 4.3). Tim bu agaclardan elde edilen ortak
sonuglara gore, Mus cinsi beklendigi tizere Mus macedonicus ve Mus domesticus olarak iki dala ayrildi.
GenBank’tan dizisi alinan tiirlerden Mus musculus domesticus, Mus domesticus’un bulundugu dalin
icinde yerlesti. GenBank’tan alinan Mus spretus dizisi ise bu iki tiire disaridan baglanirken, GenBank
Rattus norvegicus dizisi kendi aralarinda tam bir ayrim gosterdi ve Mus cinsi haplotiplerine en dis koldan

baglandi.

Hap 13 Ardesen, ikizdere, Zonguldalk

Hap 32 Biga

Hap 26 Marmara Adasi

Hap 25 Adas1

Hap 15 Kopriibas

Hap 16 Bartn-Ulus

Hap 6 Ardanuc, Borcka, Hopa, Yomra, Zonguldak, Abant, Bozcaada
Hap 18 vli, Dryiilslii

Hap 11 Fatsa, Silivri

Hap 12 Fatsa

Hap 31 Bursa

Hap 36 M.

Hap 20
Hap 14 Siirmene

Hap 27 Bozcaada

Hap 30 € Giineyli
Hap 10 ki

Hap9 ArdahanPosof

Mus domesticus

Hap2 Samsun-Kurupelit

Hap 3 Samsun-Kurupelit
Hap 1l Samsun-Kurupelit
Hap 4 Génen
Hap 21 Suluova
Hap 5 Kocaeli-Géleiik
10 32 Hap 7 Efirli
6 Hap 8 Corum, Haciyakup, Tosya

11

27

Mus macedonicus
37 Hap 17 Hacivakup

Hap 24 Masukive
39 Hap 22 Biiyiikkarsoran
Hap 23 Degirmenyeni, inece
Hap 33 Orhaniye
Hap 19 Evciler, Kariklkdy, i 5 Bademli, Ugurlu, C Findakls,
Hap 28 Ugurlu
16 Hap 29 Gelibolu
Hap 35 Mus spretus

36
17
13
21

Hap 34 Ratrus norvegicus

Sekil 4.2 TN93 Istatistik Modeli ile Cizilen CO1 Gen Bélgesi ML Agaci




EK-11 Sonug Raporu Formati

Hap 6 Ardanug, Borcka, Hopa, Yomra, Zonguldak, Abant, Bozcaada
Hap 36 M. m. domesticus

Hap 32 Biga

Hap 31 Bursa

Hap 30 C Giineyli

Hap 26 Marmara Adasi

Hap 25 Marmara Adas:

evli, Uyiilliitatar Mus domesticus

— nikadm, Sazhdere, Enez
36 I—E Hap 14 Sii
15 Hap 27
Hap 13 Ardesen, fkizdere, Zonguldak

— Hap 11 Fatsa, Silivri
79 L— Hap 12 Fatsa
Hap 10 ikizdere
Hap 9 Ardahan-Posof

Hap 2  Samsun-Kurupelit

25 Hap 1l SamsunKurupelit
100 Hap 3 Samsun-Kurupelit
61 Hap 4 Ginen

Hap 5 Kocaeli-Gilciik
Hap 8 Corum, Hacryakup, Tosya
14 Hap 7 Efiuli
1o Hap 21  Suluova Maus macedonicus
1 61 Hap 17
Hap 24 Masukiy
Hap 22
Hap 23
Hap 28 Ug
Hap 29 Gelibolu
Hap 19 Ervciler, Kunkkdy, Bahikesi 5k da-Bademli, Ugurlu, C klkale Findikl, Gelibol
12 Hap 33 Orhaniye
Hap 35 Mus
Hap 34 Rarm

41

16
12
12

Sekil 4.3 CO1 Bolgesine Ait Maximum-Parsimony Agact

Daha sonra haplotiplerin aralarindaki iliski ag1, “Median-Joining” yontemiyle ortaya koyuldu (Sekil 4.4).
Yapilan iliski ag1 analizi sonucunda, tiirlerin evrim siirecinde ugradigi mutasyonlar, diger bir deyisle
doniim noktalar belirlendi. Analiz sonucunda, R. norvegicus ve Mus spretus dis gruplarinin net sekilde
Mus domesticus ve Mus macedonicus 6rneklerinden ayrildigi gézlemlendi. Beklendigi tizere Mus cinsi,
M. domesticus ve M. macedonicus olmak tizere iki ayr1 kiimede gruplanirken, Mus musculus domesticus
alt tiirii ile Mus spretus ve M. domesticus tiirleri arasinda 1 adet mutasyon basamagi bulunmustur. M.
macedonicus ise M. domesticus’tan farkli olarak 3 adet mutasyon evresinden gegerek geldigi tespit edildi.
M. macedonicus bireyleri kendi aralarinda ise Trakya kiimesi, Dogu Marmara-Karadeniz kiimesi ve
Samsun (Kurupelit) kiimesi olmak {izere gruplandigi gozlemlendi. M. domesticus ise kendi iginde
heterojen bir dagilim gosterirken, Ardahan (Posof) ve Trabzon (Siirmene) 6rneklerinin bu heterojen

yumaktan ortak bir mutasyon basamagi ile ayrildig: tespit edildi.
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' Mus domesticus

Mus macedonicus

. Mus spretus
Mus musculus domesticus (GenBank)

@ Rarrus norvegicus

Sekil 4.4 CO1 Bolgesi Tiirler Aras1 Median-Joining iliski Ag

Analizlerin bireysel bazda “Bayesian” filogenetik uygulamalar1 ise BEAST ve BeaUti biyoistatistik
programlariyla gergeklestirildi. Bu islem gerceklestirilmeden dnce bireyler tizerinden tekrar uygun model

HKY+G istatistik modeli olarak belirlendi (Sekil 4.5).

Table. Maximum Likelihood fits of 24 different nucleotide substitution models
Model Parameters BIC AlICc InL (+h (+G) R fA) AT) AC) AG) rAT) n(AC) HAG) HTA) HTC) HTG) H(CA) HCT) HCG) H(GA) HGT) HGC)
HKY+G 154 5780.507 4423.194 -2057.118 n/a 022 340 0.298 0284 0249 0.169 0.032 0.028 0.131 0.033 0.194 0.019 0.033 0.221 0.019 0.232 0.032 0.028

HEY-1 154 5781.716 4424403 -2057.723 0.66 n/a 331 0298 0284 0249 0.169 0.032 0.028 0.130 0.034 0.193 0.019 0.034 0.220 0.019 0.230 0.032 0.028
T92+G 152 5784.019 4444321 -2069.694 n/a 023 329 0291 0291 0.209 0.209 0.033 0.024 0.161 0.033 0.161 0.024 0.033 0.225 0.024 0.225 0.033 0.024

Sekil 4.5 CO1 Bolgesi Tiim Bireyler Icin Uygun Model Testi Uygulamasi

Belirlenen model tizerinden BEAST programinin BeaUti eklentisinde hazirlanan girdi dosyas islenerek,
BEAST uygulamasiyla filogenetik agaglar olusturuldu. Olusturulan agaclarin belli bir kismi, yine ayni
programin TreeAnnotator eklentisiyle ortadan kaldirildi. Daha sonra FigTree uygulamasi ile Bayesian
cikarsamasi i¢in filogenetik aga¢ modeli ¢izildi (Sekil 4.6). HKY+G modelinde (Hasegawa vd. 1985)

cizilen agag, Mus cinsi i¢in belirgin bir ayrim verdi.

Yapilan analiz ile R. norvegicus un Mus’tan ayriminin yaklasik 11,77 milyon yil (10,90 — 12,45 milyon
y1l) dnce gergeklestigi goriildii. Mus cinsinde ise kendi i¢cinde M. macedonicus’a ayrilma siireci 4,79
milyon yil 6nce gergeklesirken, M. domesticus ise M. spretus’tan 3,53 milyon yil 6nce ayrildig tespit

edildi. M. macedonicus 6rneklerinin kendi igerisinde kismen bir ayrima sahip oldugu ve Karadeniz-
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Gonen-Golciik soy hatt1 ile Trakya-Gokgeada-Bandirma-Masukiye soy hatti arasindaki ayrilmanin
yaklasik 0,88 milyon yil 6nce gergeklestigi tahmin edildi. M. domesticus’un ise iliski ag1 analizinde
ortaya ¢ikan sonuglarla ortiisiir nitelikte dagilimin gézlendigi ve Enez-Yenikadin-Sazlhidere-Tatarlar-
Stirmene-Bozcaada kolunun tiiriin geri kalaninda 0,77 milyon yil 6nce ayrildig goriildii. Agacta Rize —
ikizdere, Ardesen, Zonguldak soy hattinda yer alan GenBank &rnegi M. m. musculus’un (GQ905754.1)
ise, bu hattan 0,32 My ayrildigi goriildii. Ayrica Ardahan 6rneginin, tliriin diger tiim Orneklerinden

yaklasik 1,73 My6 ayrildigi goriildii.
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Sekil 4.6 HKY+G Istatistik Modelinde Cizilmis CO1 Bayesian Agaci
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IBaz degisimleri g6z oniine alindiginda, transisyon ile ger¢ceklesen mutasyonlar koyu karakterler ile ifade
edilirken; transversiyona ugrayan bazlar italik karakterler ile belirtilmistir. Analizde, M. domesticus
bireyleri icin en iyi modelleme testi olarak teyit edilen T92 istatistik parametresi (Tamura 1992)
uygulandi. Yine bu test ile sadece Mus domesticus’un 42 bireyine ait CO1 gen bolgesi niikleotit frekansi
ortaya koyuldu (Cizelge 4.2).

[Filogenetik testlerin ardindan, Mus domesticus bireyleri tizerinde MEGA ve DnaSP niikleotit gesitliligi

ile mutasyonel degisimleri (Cizelge 4.3), haplotip ¢esitliligi ve frekansi incelenip, polimorfik bolge

tespitleri ve notralite testleri yapildi.
Cizelge 4.2 CO1 gen bolgesinde M. domesticus bireylerinin niikleotit frekanslari
A T/U 9 G

%029.43 %029.43 %20.57 %20.57

Cizelge 4.3 CO1 gen bolgesinde M. domesticus’ta meydana gelen baz degisimleri

CO1 gen bolgesi igin M. domesticus bireylerine DnaSP programinda uygulanan diger bir test kiimesi ile,
kendi icerisinde sahip oldugu haplotip degeri (h), haplotip ¢esitliligi (Hd), niikleotit ¢esitiligi (),
ortalama niikleotit farkliligi (k) degerleri hesaplandi (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4 M. domesticus bireylerinde CO1 gen bolgesi igin h, Hd, pi ve k degerleri

Haplotip Degeri | Haplotip Cesitliligi Niikleotit Ortalama
(h) (Hd) Cesitliligi (7) Niikleotit
Farkhihg (k)
17 0,909 0,00484 3,286

[M. domesticus tiiriine ait bireylerde DnaSP programiyla gerceklestirilen baska bir test ile, genetik
dizilerindeki monomorfik ve polimorfik bdlgeler hesaplandi. Bu bolgelerin gegirdigi mutasyonlar

rakamsal olarak ifade edildi (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5 M. domesticus i¢in CO1 gen bolgesi dizilerindeki polimorfizm verileri

Monomorfik (Sabit) Bolgeler Polimorfik (Degisken) Bolgeler

642 37 (37 adet mutasyon bulundu)

Cinsin gelecegini de yakindan ilgilendiren ndtralite testleri ile darbogaz olusumunun s6z konusu olup-

olmadig1 konusunda fikir elde edildi (Cizelge 4.6).

Tajima’nin D testi, Fu ve Li’nin D testi ile yine Fu ve Li’nin F testi sonucunda negatif degerler
gbzlemlendi. Bu degerler incelemede istatistiksel olarak anlamli bir aralikta bulundugu goriildi (P<0.5).
Bu sonuglar, olduk¢a fazla yeni mutasyon olabilecegini, populasyonda genisleme goriilebilirligini ve
nadir haplotip miktarinda kayda deger bir artis yasanabilecegini isaret etmistir. Diger taraftan ise Fu'nun
|Fs istatistiksel degeri ise bu sonuglar1 onaylayan bir sonug vererek tiiriin geleceginin sikint1 igerisinde

olmadigini isaret etti.
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Cizelge 4.6 M. domesticus bireylerinin CO1 gen bolgesindeki notralite testleri verileri

Tajima’nin D Fu ve Li’nin D Fu ve Li’nin F Fu’nun Fs Degeri

Degeri Degeri Degeri

-2,14489 -2,56677 -2,87401 -6,385

Arlequin programi (Excoffier ve Lischer, 2010) AMOVA test modiilii (Cizelge 4.7) ile M. domesticus
icin AMOVA verileri elde edildi. Bu testte drnekler iki grupta ve dort farkli alt grupta ele alindi. Ilk
grubun birinci alt grupta heterojen dagilimm hakim oldugunu Karadeniz (Artvin, Trabzon, Bolu,
Zonguldak, Rize)-Ardahan — Bozcaada haplotiplerinden meydana gelirken, ikinci alt grup Karadeniz
(Ordu, Rize, Zonguldak, Diizce, Bartin) — istanbul haplotiplerinden olusmustur. Diger grubun ise iiciincii
alt grubu Marmara — Trakya haplotipleri ile dordiincti alt grubu Adalar haplotiplerinden meydana

gelmistir.

Cizelge 4.7 CO1 gen bolgesi M. domesticus AMOVA verileri

Varyasyon d.f Kareler Toplami1 Varyans Varyasyon
Kaynagi Bilesenleri Yiizdesi
Gruplar Icinde 1 5.239 0.07110 Va 4.07
Gruplardaki 2 6.849 0.21978 Vb 12.59
Populasyonlar
Arasinda
Populasyonlar 38 55.270 1.45447 V¢ 83.33
Icinde
Toplam 41 67.357 25.04595
FSC =0.51713 Vb(P = 0.00489+-0.00203)
Fiksasyon
Lo FST =0.50901 Vc¢(P = 0.00000+-0.00000)
Indisleri
FCT =-0.01681 Va(P = 0.32160+-0.01518)

Yine ayni1 program ile olusturulan gruplar i¢in Fst (Cizelge 4.8) hesaplandi. Bu hesaplamalar ile

populasyonlarin gen akislari ortaya koyuldu.
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Cizelge 4.8 M. domesticus tiirtiniin CO1 gen bolgesi Fst degerleri

Karadeniz (Artvin, Karadeniz (Ordu, Marmara - Trakya
Trabzon, Bolu, Rize, Zonguldak,
Zonguldak, Rize) — Diizce, Bartin) -
Ardahan — Bozcaada Istanbul

Karadeniz (Artvin, 0.00000
Trabzon, Bolu,
Zonguldak, Rize)
— Ardahan —
Bozcaada

Karadeniz (Ordu, 0.10070* 0.00000
Rize, Zonguldak,
Diizce, Bartin) -

Istanbul

Marmara - Trakya 0.09709* 0.21031* 0.00000

Adalar 0.19632* 0.37794* 0.18869* 0.00000

|Bu sonuglara gére M. domesticus populasyonlar arasi gen akisinin kesilmedigi gériilmiistiir. Ozellikle
Marmara — Trakya alt grubu ile Karadeniz (Artvin, Trabzon, Bolu, Zonguldak, Rize) — Ardahan —
Bozcaada alt grubu arasindaki gen akiginin oldukga yiiksek sekilde devam ettigi goriilmektedir. Diger
taraftan Marmara — Trakya ile Adalar arasindaki gen akisinin su ve kara bariyerlerine ragmen devam
ettigi goriilmektedir. Igerisinde Karadeniz haplotiplerini barindiran iki alt grup arasindaki gen akist ise,
icerisinde Bozcaada’yi igeren Karadeniz alt grubunun Marmara — Trakya alt grubuyla oldugundan daha

az olmasina ragmen, oldukea yiiksek seviyededir.

Fst degerleri 0’dan 1’e yaklastikca gen akiginda azalma oldugunu ifade ederken, Nm degerleri i¢in bu
durum 0’a yaklastik¢a kesilen gen akigini temsil ettiginden dolayi, hesaplanan Nm degerleri, Fst

degerlerinin anlamlariyla paralellik igerisinde oldugu goriildi (Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.9 M. domesticus’ta CO1 gen bolgesi i¢in Nm degerleri

Karadeniz Karadeniz (Ordu, Marmara - Trakya Adalar
(Artvin, Trabzon,  Rize, Zonguldak,
Bolu, Zonguldak,  Diizce, Bartin) -
Rize) — Ardahan — Istanbul

Bozcaada

Karadeniz
(Artvin, Trabzon,
Bolu, Zonguldak,
Rize) — Ardahan —

Bozcaada

Karadeniz (Ordu,
Rize, Zonguldak, 2.23273
Diizce, Bartin) -

Istanbul

Marmara - Trakya
2.32492 0.93873

1.02341 0,41148 1.07494

|Daha sonra cins i¢in yapilan filogenetik testleri, tiir diizeyinde gerceklestirmek i¢in en uygun istatistiksel

modeli belirleme testi gergeklestirildi (Sekil 4.7) ve TN93 (Tamura ve Nei 1993) modeli en uygun test

modeli olarak belirlendi.

Table. Maximum Likelihood fits of 24 different nucleotide substitution models
Model Parameters BIC AlCe mL () (+G) R flA) AT) AC) AG) HAT) MAC) MAG) {TA) HTC) HTG) HCA) »CT) HCG) HGA) »GT) HGC)

TNO3 42 1624717 1378.556 -646.393 nla 0.016 0.013 0.105 0.016 0.131 0.003 0.016 0.159 0.003 0.508 0.016 0.013

nfa 676 0329 0331 0272 0.068

HKY 41 1628644 1388313 -6523504 nfa nfa 615 0329 0331 0272 0068 0.022 0.018 0.059 0.022 0236 0005 0.022 0287 0.005 0285 0022 0018

TNG3+1 43 1631.703 1379.715 -646.140 000 nla 676 0329 0331 0271 0068 0016 0.013 0105 0016 0131 0003 0016 0159 0003 0508 0.016 0.013

Sekil 4.7 M. domesticus CO1 gen bélgesi igin en uygun model belirleme sonucu

[Belirlenen model dogrultusunda tiir i¢i, dig gruplar (Mus spretus, M. m. domesticus, Rattus norvegicus)

katilarak “Maximum-Likelihood” (Sekil 4.8) analizi gergeklestirildi.
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Hap 10 islambeyli, Uyiikliitatar
Hap 12 Marmara Adas:
Hap 13 Marmara Adas1

Hap 9 Bartm-Ulus
Hap 6 Ardesen, ikizdere, Zonguldak
Hap 1 Ardanuc, Borcka, Hopa, Yomra, Zonguldak, Abant, Bozcaada

Hap 4  Fatsa, Silivri .
Hap5 Fatsa Mus domesticus

Hap 16 Bursa
Hap 18 M. m. domesticus
Hap 3 ikizdere

Hap 15 Canakkale-Giineyli
Hap 14 Bozcaada

Hap 11 Tatarlar, Sazhdere, Yenikadn, Enez

Hap 7 Siirmene
Hap2?  Ardahan

Hap 20 Mous spretus

Hap 19 Rattus norvegicus

Sekil 4.8 M. domesticus CO1 gen bolgesi Maximum-Likelihood agaci

Biitiin testler yine M. macedonicus tiirii icin de uygulandi. ilk 6nce tiiriin bireyleri i¢in en iyi model

belirleme testi ile model parametre belirlendi (Sekil 4.9).

Table. Maximum Likelihood fits of 24 different nucleotide substitution models
Model Parameters BIC AlICc L (+)) (+G) R AA) AN AC) AG) rAT) HAC) HAG) HTA) HTC) HTG) HCA) HCT) HCG) HGA) GT) HGC)

T92 61 2932488 2447527 -11623583 nla nfa 211 0.293 0293 0.207 0207 0.046 0.033 0.142 0.046 0.142 0.033 0.046 0.201 0.033 0.201 0.046 0.033
K2 60 2041699 2464682 -1172167 nla  n/a 211 0250 0250 0230 0250 0.040 0.040 0.170 0.040 0.170 0.040 0.040 0.170 0.040 0.170 0.040 0.040
T92+41 62 2942207 2449302 -1162465 040 n/a 212 0293 0293 0.207 0207 0.046 0.032 0.142 0.046 0.142 0032 0.046 0.201 0.032 0.201 0.046 0.032

Sekil 4.9 M. macedonicus tiirii i¢in model parametre belirleme testi sonuglari

Elde edilen test sonuclari ile yapilan niikleotit mutasyon oranlari verileri (Cizelge 4.10) ve niikleotit

yiizdeleri (Cizelge 4. 11) ortaya koyuldu.

Baz degisimleri goz Oniine alindiginda, transisyon ile ortaya ¢ikan mutasyonlar koyu karakterler ile ifade
edilirken; transversiyon mutasyona maruz kalan bazlar italik karakterler ile belirtilmistir. Yapilan bu

analizde T92 (Tamura 1992) istatistiksel parametresi kullanilmistir.

[M. macedonicus bireyleri i¢cin CO1 gen bolgesi haplotip degeri (h), haplotip cesitliligi (Hd), niikleotit
cesitiligi (), ortalama niikleotit farklilig1 (k) degerleri DnaSP programiyla hesaplandi (Cizelge 4.12).
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Cizelge 4.10 CO1 gen bolgesi i¢in M. macedonicus’ta meydana gelen mutasyonlar

Cizelge 4. 11 M. macedonicus bireylerinin CO1 gen bolgesi niikleotit frekanslari

A T/VU C G

%029.33 %029.33 %020.67 %20.67

Cizelge 4.12 M. macedonicus tiiriiniin CO1 gen bolgesindeki h, Hd, t ve k degerleri

Haplotip Degeri | Haplotip Cesitliligi (Hd) Niikleotit Ortalama Niikleotit
(h) Cesitliligi () Farkhhg (k)
17 0,871 0,00461 ENISES

31 birey tlizerinden yapilan bu analizde, tiiriin ortalama niikleotit farkliliginin diisiik olmasina ragmen
haplotip c¢esitliginin olduke¢a yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Yapilan testlerde tiiriin 6rnek sayisinin

yarisindan fazlasinda haplotip miktar1 goze ¢arpmaistir.
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Testlere ek olarak yine DnaSP programindaki modiillerden tiiriin polimorfik bdlge miktar1 (Cizelge 4.13)

ve notralite verileri (Cizelge 4. 14) analiz edildi.

Cizelge 4.13 M. macedonicus’un CO1 gen bolgesi polimorfik bolge verileri

Monomorfik (Sabit) Bolgeler Polimorfik (Degisken) Bolgeler
650 30 (31 mutasyon goriildii)

Cizelge 4.14 M. macedonicus CO1 gen bolgesi nétralite verileri

Tajima’nin D Fu ve Li’nin D Fu ve Li’nin F Fu’nun Fs Degeri
Degeri Degeri Degeri
-2,14699 -3,69419 -3,76120 -9,048

Notralite verilerine gore elde edilen tiim degerlerin istatistiksel olarak olduk¢a anlamli (P<0.02) oldugu
ve tiirlin geleceginin tehlike altinda olmadigini gostermektedir. Elde edilen degerlerin tamaminin negatif
degerlere sahip olmasi tiirtin haplotip c¢esitliligi acisindan, herhangi bir genetik darbogaz agisindan
sikintida olmadigini gostermistir. Notralite verilerinin, polimorfizm verileri ile uyumlu oldugu

bulunmustur.

Arlequin ile Fst (Cizelge 4.15) ve Nm (Cizelge 4.16) degerleri hesaplanarak, tiiriin tehlike durumu
hakkinda bilgi elde edildi.

[M. macedonicus tiirii populasyonlari i¢in gen akisi hesaplamasinda Arlequin programi kullanilmistir. Bu
programin AMOVA verilerine gore belirlenen populasyonlar arasi, i¢i ve populasyonun kendi i¢indeki

gen akis degerleri ortaya koyulmustur (Cizelge 4.17).

Fst verilerine gore, tiiriin Kurupelit soyhattinin ile Marmara-Adalar soyhatti ile arasindaki gen akis1 diger
soyhatlarina oranla oldukc¢a yavasladigi goriildii. Kocaeli soyhatt1 ile Marmara-Adalar soyhattinin
beklenmedik bir sekilde gen akisinin azaldigi tespit edildi. Fst verileri ile Nm verileri karsilastirildiginda,
iki verinin birbiriyle uyum igerisinde oldugu ve yine Kurupelit populasyonlari ile Kocaeli populasyonu,

[Marmara-Adalar populasyonlariin farklilagmaya bagladigi goriilmiistiir.




EK-11 Sonug Raporu Formati

Cizelge 4.15 M. macedonicus CO1 gen bolgesi Fst Verileri

Karadeniz Kurupelit Marmara-Adalar

Karadeniz

Marmara-Adalar 0.49836*

0.38968* 0.28358* 0.63222* 0.0000

Cizelge 4.16 M. macedonicus CO1 gen bélgesi Nm verileri

0.67447*

Karadeniz Kurupelit Marmara- Kocaeli
Adalar

Marmara- 0.25165 0.12066
Adalar

0.39156 0.63158 0.14544
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Varyasyon Kaynaklari

Cizelge 4.17 M. macedonicus CO1 gen bolgesi AMOVA verileri

Fiksasyon Indisleri

izerinden incelendi.

d.f Kareler toplam1 Varyans Varyasyon orani
bilesenleri
Gruplar Arasi 1 10.900 -0.03294 Va -1.68
Gruplarin igindeki 2 10.128 1.03017 Vb 52.58
populasyonlar arasi
Populasyonlar 27 25.972 0.96193 Vc 49.60
Icindeki
Toplam 30 47.000 1.95916

FSC =0.51713 Vb (P = 0.00000+-0.00000)
FST = 0.50901 Vc (P = 0.00000+-0.00000)

FCT =-0.01681 Va (P = 0.66178+-0.01071)

Hap 9 Evciler, Kinkkiy, Gilcg:

da-Bad

1i, Ugurlu, C

Yapilan testlere ek olarak M. macedonicus CO1 gen bolgesi i¢in tiir diizeyinde ML (Sekil 4.10) agaci

Hap 16 Gelibolu

Hap 15 Gékceada Ugurlu
Hap 14 Balikesir- Bandirma
Hap 17
Hap 11 Biiviikkaristiran

Findilclh

Hap 18 Orhaniye

100

-

30
—

53|?|:

— Hap §
39— Hap 13

59 Hap 4
g

Hap 12 Degirmenyeni
Haciyakup
Masulkiye
Suluova
Ginen

Hap 10

Kocaeli-Gilciile
Hap 6
Hap 7
Hap 2
Hap1l
Hap 3
Hap 21
Hap 20
Hap 19

Efirli

Corum, Haciyakup, Tosya
Samsun-Kurupelit
Samsun-Kurupelit
Samsun-Kurupelit

M. m. domesticus

Mus spretus

Rarus nervegicus

Sekil 4.10 M. macedonicus CO1 gen bolgesi ML agaci

e Findikls, Gelibol

Mus macedonicus
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4.2 Niikleer Apolipoprotein B (APOB) Gen Bolgesi Verileri

Niikleer DNA’nin APOB gen bolgesi i¢in laboratuvardaki mevcut dokulardan, 39 farkli lokaliteden 74
birey ile ¢alisildi. Dis grup olusturmak amaciyla GenBank veritabanindan Mus macedonicus, Mus
spretus ve Rattus norvegicus tiirlerine ait diziler alindi. BioEdit programiyla gerceklestirilen, dizilerin
baslar1 ve sonlarinin esit uzunlukta olacak sekilde kesilmesi islemiyle, 1120 baz ¢ifti uzunlugunda ortak
bir veri seti olusturuldu. Elde edilen veri setine DnaSP programinda uygulanan haplotip belirleme testi

ile, gen bolgesinde bireyler ve GenBank dizileri i¢in 26 adet haplotipin varligi tespit edildi (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.18 APOB gen bolgesinde elde edilen haplotip verileri

Tiir Ismi Haplotip | Haplotip GenBank- Lokalite (Ornek
Sirasi Sayisi Miize Sayisi)
Numarasi
Mus domesticus | Hap_1 15 2881-3376- Samsun-Kurupelit
3768-3772- (1), Artvin-Ardanug
3781-3782- (1), Artvin-Borgka
3896-3939- (1), Rize-ikizdere
4091-4366- (1), Ordu-Fatsa (2),
6817-6833- Zonguldak (1), Bolu
6835-6840- (1), Bartin (1),
6921 Edirne-Tatarlar (1),
Marmara Adast (1),
Bozcaada (3),
Canakkale-Giineyli
1)
Mus domesticus | Hap_2 1 3484 Ardahan (1)
Mus domesticus | Hap_3 1 3767 Artvin-Borgka (1)
Mus domesticus | Hap_4 1 3793 Rize-Ardesen (1)
Mus domesticus | Hap_5 1 3794 Rize-Ardesen (1)
Mus domesticus | Hap_6 1 3803 Artvin-Hopa (1)
Mus domesticus | Hap_7 1 3804 Artvin-Hopa (1)
Mus domesticus | Hap_8 1 3819 Rize-Ikizdere (1)
Mus domesticus | Hap_9 1 3823 Artvin-Borgka (1)
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Cizelge 4.18 APOB gen bolgesinde elde edilen haplotip verileri (devami)

Mus Hap_10 |8 3836-3853-3859-3860- Trabzon-Siirmene (1),
domesticus 3894-4360-6922-7001 Ordu-Fatsa (1), Trabzon-
Yomra (2), Zonguldak
(1), Kirklareli-Islambeyli
(1), Canakkale-Glineyli
(1), Canakkale-Sinekei

1)
Mus Hap 11 |1 3837 Trabzon-Sitirmene (1)
domesticus
Mus Hap 12 |1 6795 Edirne-Yenikadin (1)
domesticus
Mus Hap_13 |1 6803 Edirne-Uyiikliitatar (1)
domesticus
Mus Hap 14 |1 | 6805 Edirne-Uyiikliitatar (1)
domesticus
Mus Hap_15 |4 6806-6807-6818-6844 Marmara Adast  (3),
domesticus Bozcaada (1)
Mus Hap 16 |1 6997 Bursa-Ulubat (1)
domesticus
Mus Hap 17 |1 7124 Edirne-Enez (1)
domesticus
Mus Hap_18 |25 | 2804-2806-2812-2958- Samsun-Kurupelit  (3),
macedonicus 3429-3438-3441-3444- Balikesir-Gonen (1),

3470-4224-4225-4365- Ordu-Efirli (2), Corum
4772-5457-5465-5627- (3), Diizce-Haciyakup
6753-6762-6852-6877- (2), Kirklareli-Evciler
6878-6890-6891-7005- (1), Amasya-Suluova (1),
7006 Kirklareli-
Biiyiikkaristiran (1),
Edirne-Degirmenyani
(1), Kastamonu-Tosya
(1), Kirklareli-Kirikkoy
(2), Balikesir-Bandirma
(1), Gokgeada-Bademli
(2), Canakkale-Gelibolu
(2), Canakkale-Findikli

()
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Cizelge 4.18 APOB gen bolgesinde elde edilen haplotip verileri (devami)

Mus Hap_19 |1 3205 Kocaeli-Golciik (1)
macedonicus

Mus Hap 20 |1 6857 Balikesir-Bandirma (1)
macedonicus

Mus Hap 21 |1 6863 Gokgeada-Ugurlu (1)
macedonicus

Mus Hap 22 |1 6870 Gokgeada-Ugurlu (1)
macedonicus

Mus Hap 23 |1 7118 Edirne-Orhaniye (1)
macedonicus

Mus Hap 24 |1 AB285437.1 (@)

macedonicus

Mus spretus | Hap 25 |1 MF947503.1 @

Rattus Hap 26 |1 U53873.1 1)

norvegicus

Belirlenen haplotiplere “Maximum-Likelihood” agac1 ¢izebilmek i¢in en uygun aga¢ modeli tespit testi
IMEGA programinda uygulandi. Test sonucunda en uygun modelin T92 (Tamura, 1992) oldugu belirlendi
(Sekil 4.11).

Table. Maximum Likelihood fits of 24 different nucleotide substitution models
Model Parameters BIC  AlCc L #) (+6) R fA) fT) AC) AG) HAT) nAC) HAG) HTA) HTIC) HIG) HCA) HCT) HCG) nGA) GT) HGC)
T92 51 7390801 6989.287 -3443507 na na 170 0287 0.287 0213 0213 0.052 0.039 0.135 0.052 0.135 0.039 0.052 0.182 0.039 0.182 0.052 0.039

K2 500 7399777 7006.131 -3452934 nla na 168 0.250 0250 0230 0230 0.047 0.047 0.137 0.047 0.157 0.047 0.047 0.157 0.047 0.157 0.047 0.047
19241 52 7400679 6991.298 3443507 000 na 170 0287 0.267 0.213 0213 0.052 0.039 0.135 0.032 0.135 0.039 0.052 0.182 0.039 0.182 0.052 0.039

Sekil 4.11 APOB gen bolgesi test modeli uygunluk verileri

Test modeli uygunluk verilerine gore belirlenen T92 istatistiksel parametresi (Tamura, 1992) ile
“Maximum-Likelihood” agaci ¢izildi (Sekil 4.12).

ilogenetik agactan elde edilen verilere gére, Mus macedonicus ile Mus domesticus’un ve Mus spretus
Ee Rattus norvegicus’tan keskin bir ayrim ile tamamen ayrildigi gézlemlendi. Mus macedonicus
haplotipleri icerisinde, Hap 20 (Balikesir — Bandirma), Hap 21 (Gokg¢eada — Ugurlu), Hap 22 (Gokgeada
— Ugurlu) haplotiplerinin bulundugu soy hatti, Hap 23 (Edirne — Orhaniye), Hap 19 (Kocaeli), Hap 18

(Samsun — Kurupelit, Balikesir — Gonen, Ordu — Efirli, Corum, Diizce, Kirklareli — Evciler, Amasya,

Kirklareli — Biiylikkaristiran, Balikesir — Bandirma, Gokg¢eada — Bademli, Canakkale — Gelibolu,
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Canakkale — Findikli) ve Hap 24 (AB285437.1 - M. macedonicus dis grup) haplotiplerinin bulundugu
soy hattindan neredeyse tamamen ayrilmistir. Diger taraftan, M. domesticus’ta ise Hap 2 (Ardahan) ile

Hap 9 (Artvin — Borgka) haplotipleri, tiiriin diger tiim haplotiplerinden ayrilmistir.

Idizdere, Ordu-Fatza, Zonguldak, Bolu, Bartwn, Edirne-Tatarlar, Marmara Adasi, Bozeaada, Canakkale-Ciineyli

Mus domesticus

Hap 10 Trabzon-Sii , Ordu-Fatsa, Trabzon-Yomra, Zonguldak, Karklareli-fslambeyli, Canakkale-Giineyli, Canaldal
Hap3  ArrvinBorcka

—Hap? Avialan
s4b—=Hapd ArvinBorcka

29
47 b Hap 24 Mus macedonicus

Hap 26 Rattusnorvagicus

Hap 25 Musspretus

Sekil 4.12 APOB gen bolgesi Maximum-Likelihood agaci

Cizilen “Maximum-Likelihood” agacini takiben, “Maximum-Parsimony” agaci ile de haplotiplerin

degisimlerine iligkin veriler elde edildi (Sekil 4.13).

Gergeklestirilen diger bir analiz ile de “Maximum-Parsimony” agaci ¢izildiginde, ML agacinin verilerini
destekler nitelikte sonuglar elde edildi. M. macedonicus 6rneklerine ait haplotiplerde, ¢izilen diger tim
agaclarda oldugu tizere, Hap 20 (Balikesir — Bandirma) ve Hap 22 (Gok¢eada — Ugurlu) soy hatt1 diger
soylardan ayrildi, ama bu sefer Hap 21 (Gokgeada — Ugurlu) haplotipinin, Hap 23 (Edirne — Orhaniye)’iin
bulundugu soy hatt1 ile birlestigi goriildii. M. domesticus bireylerinin haplotiplerinde ise Hap 2
(Ardahan), Hap 9 (Artvin — Borgka), Hap 7 (Artvin — Hopa) haplotipleri tiiriin diger haplotiplerinden
ayrildi.
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Haplf Bursa

Hap$ Rizelkindere

Hap1? Edirne-Yenilaim

Hilp 1 Sumsun Kurapelit, Artvin-Ardanug, Artrin-Borcks, Rize-fkizdere, Ordu-Fatsa, Zonguldak. Belu, Bartw, Fdirne-Tatarbar, Marmara Adan, Bozeaads, Canakdoale Cimerli

3 Bdire{yiklitanr
Edirne {yiklitatar

5 Marmara Adass, Bozeaada
Trabaon Sirmene Mus domesticns
7 HdimeTnez

1 ArvinBorcka

Traheon:Sirmene, Ordn-Fatea, Trabzon-Vomrs, Tonguldak Korklareli-flamhevli, Canakale-Ginel, Conalduale Sinekei

Rize-Anfegen
5 Rize-Andesen

24 Musmacedouicus

15 Musspretus

26 Rormsnorvegicus

Sekil 4.13 APOB gen bélgesine ait Maximum-Parsimony agaci

M. domesticus tiirii haplotiplerinin kendi aralarinda, dis grup dahil edilerek filogenetik analizlerini
gerceklestirmek amaciyla istatistiksel parametre belirleme testi uygulandi (Sekil 4.14). Uygulanan bu

test ile T92 (Tamura 1992) en uygun test olarak belirlendi.

Table. Maximum Likelihood fits of 24 different nucleotide substitution models

Model Parameters BIC  AICc WL (t) (+G) R fA) AT AC) AG) nAT) nAC) HAG) HTA) n(TC) NTG) n(CA) HCT) HCG) HGA) HGT) NGC)
92 39 7031281 6734630 -3328210 nla nla 172 0290 0290 0210 0210 0052 0038 0134 0052 0134 0038 0052 0185 0038 0185 0052 0038

7040893 6736.641 -3328210 000 w/a  1.72 0.290 0290 0.210 0.210 0.052 0.038 0.134 0052 0.134 0.038 0.052 0.185 0.038 0.185 0.052 0.038

0.134 0.038 0.052 0.185 0.038 0.185 0.052 0.038

T92+1 40
T92+G 40 7041.091 6736.839 -3328309 n/a 200.00 1.72 0.290 0290 0.210 0.210 0.052 0.038 0.134 0.032

Sekil 4.14 M. domesticus haplotiplerinin APOB gen bdlgesi i¢in en iyi test modeli

Bu istatistiksel parametre dogrultusunda, tiiriin haplotipleri ve dis gruplar dahil edilerek ‘“Maximum-

[Likelihood” agaci (Sekil 4.15) ¢izildi.
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25 Hap 1

Hap 10
Hap3

—Hap2
54— Hap 9

Hap 18
Hap 20
Hap 19

Sawsun, Artvin-Ardanug, Artvin-Borgka, Rize-Ikizdere, Ordu, Zonguldal, Bolu, Bartu, Edirne-Tatarlar, Marmara Adasy, Bozeaada, Canakkale-Gineyli

Edirne-Uyuklutatar

Marmara Adasy, Bozeaada

7  Edime-Fnez
7 Artvin-Hopa
2 Edirne-Yenikadm

Artvin-Hopa

8 Rize-lkizdere

Bursa-Ulubat
Rize-Ardesen

5 Rize-Ardesen

Trabzon-Siirmene, Ordu, Trabzon-Yomra, Zonguldak, Kirklareli, Canakkale-Giineyli, Canakkale-Sinekci

Artvin-Borcka
Ardahan

Artvin-Borgka

Mus macedonicus
Rateus norvegicns
Mus spretus

Mus
domesticus

Sekil 4.15 M. domesticus haplotiplerine dis grup katilarak ¢izilen ML agaci

Tim bu veriler dogrultusunda M. domesticus tiirii igin Network programi kullanilarak, tiiriin haplotipleri

ve dis gruplarla olan iliskisini degerlendirmek amaciyla “Median-Joining” iliski ag1 ¢izildi (Sekil 4.16).

H_11

‘M'us domesticus

@ Mus macedonicus (GenBank)
‘ Mus spretus

@ Rattus norvegicus

H_1a % " Lom

Sekil 4.16 APOB gen bolgesinde M. domesticus tiirii haplotiplerinin iliski agi

Yapilan haplotip analizlerinin ardindan tiirlerin ayr1 ayr birey diizeyinde MEGA’da uygun test modeli
belirleme verilerine (Sekil 4.17) gore, daha sonra MEGA ve DnaSP biyoistatistik programlar ile

niikleotid mutasyonlar1 (Cizelge 4.19) ve ¢esitliligi, polimorfizm, polimorfik bdlge tespiti ve nétralite

testleri uygulanda.
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Tahle. Maximum Likelihood fits of 24 different nucleotide substitution models
Model Parameters BIC  AlCc WL () (+G) R f4) A1) AC) AG) rAT) {AC) HAG) H(T4) KHTC) HTG) HCA) HCT) HCG) HGA) HGT) HGC)

192+G 81 3978774 3271571 -1354.118 wa 003 041 0301 0301 0.199 0.199 0.106 0.070 0.039 0.106 0.039 0.070 0.106 0.090 0.070 0.090 0.106 0.070
T924G-T 83 3981971 3267.159 -1350.408 0.49 0.05 041 0301 0301 0.199 0.199 0.106 0.070 0.059 0.106 0.039 0.070 0.106 0.090 0.070 0.090 0.106 0.070
HKY+G 84 3984.893 3261473 -1346.361 na 005 041 0318 0.285 0.234 0.163 0.099 0.082 0.049 0.111 0.071 0.057 0.111 0.086 0.057 0.09% 0.099 0.082

Sekil 4.17 APOB gen bolgesinde M. domesticus bireyleri igin uygun model testi verileri

Baz degisimleri goz oniine alindiginda, transisyon mutasyonlar koyu karakterler ile ifade edilirken;
transversiyon gergeklesen bazlar italik karakterlerle belirtilmistir. Bu baz mutasyonlarinin tespit
edilmesinde T92+G (Tamura, 1994) istatistiksel modeli kullanildi. Ayni test tizerinden Mus bireylerinde
1192 baz ciftlik dizi igerisinde bulunan niikleotitlerin frekanslar1 da ortaya koyuldu (Cizelge 4.20).

Cizelge 4.19 APOB gen bolgesi M. domesticus bireylerinde meydana gelen mutasyonlar

- 10.55 6.96 5.95
10.55 = 5.95 6.96
10.55 9.02 - 6.96
9.02 10.55 6.96 -

M. domesticus bireylerine APOB gen bélgesi igin DnaSP programinda uygulanan testler ile, kendi
icerisinde sahip oldugu haplotip degeri (h), haplotip ¢esitliligi (Hd), niikleotit ¢esitliligi (x), ortalama
niikleotit farklilig1 (k) degerleri hesapland1 (Cizelge 4.21).
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Cizelge 4.20 M. domesticus bireylerinin APOB gen bolgesindeki niikleotit verileri

A T/U C G

230,13 %030,13 %19,87 219,87

Cizelge 4.21 M. domesticus bireylerinde APOB gen bélgesi igin h, Hd, & ve k verileri

Haplotip Degeri Haplotip Niikleotit Ortalama
(h) Cesitliligi (Hd) Cesitliligi () Niikleotit
Farkhhg (k)

17 0,830 0,00214 2,128

[M. domesticus bireylerinde DnaSP programiyla gergeklestirilen diger bir test ile, genetik dizilerindeki

monomorfik ve polimorfik bolgeler ortaya koyuldu. Bu bdlgelerin gecirdigi mutasyonlar rakamsal olarak

hesap edildi (Cizelge 4.22).

Cizelge 4.22 M. domesticus bireylerinin APOB gen bdlgesi polimorfizm verileri

Monomorfik (Sabit) Bolgeler Polimorfik (Degisken) Bolgeler

977 18 (19 Adet Mutasyon mevcut)

[Fu'nun Fs degeri, Tajima’nin D testi, Fu ve Li’nin D testi ile yine Fu ve Li’nin F testi sonucunda negatif
degerler ortaya koyuldu (Cizelge 4.23). Bu sonuglarin istatistiksel bir énem arz etmedigi (P>0.5)

programin hesaplarina gore belirlendi.
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Cizelge 4.23 Mus domesticus bireylerinin APOB gen bolgesi notralite verileri

Tajima’nin D’si Fu ve Li’nin D’si Fu ve Li’nin F’si Fu’nun Fs Degeri

-1,70493 -1,97198 -2,22555 -10,599

[Fu'nun Fs degeri bu bilesenlerden bagimsiz olarak degerlendirildiginde, populasyonda genislemenin

miimkiin oldugunu ve nadir goriilebilir haplotip miktarinda ciddi bir artis yasanabilecegini gostermistir.

CO1 uygulamasinda oldugu tizere AMOVA testleri (Cizelge 4.24) Arlequin programi ile (Excoffier ve
[Lischer, 2010) gergeklestirildi. Bu testler sayesinde populasyonlar arasinda, populasyonlarin gruplari

arasinda ve gruplarin igerisinde farkliliklar tespit edilerek AMOVA verileri olusturulmustur.

Cizelge 4.24 M. domesticus i¢in APOB gen bolgesi AMOVA verileri

Varyasyon d.f Kareler toplami Varyans Varyasyon
Kaynagi bilesenleri orani
Gruplar I¢inde 1 3.235 0.03778 Va 3.25
Gruplardaki
Populasyonlar
Arasinda 4 10.143 0.29116 Vb 25.04
Populasyonlar 34 29.183 0.83381 Vc 71.71
I¢inde
Toplam 40 42.561 1.16274
FSC = 0.25881 Vb (P = 0.00000+-0.00000)
Fiksasyon
L Ay FST =0.28289 V¢ (P = 0.00000+-0.00000)
Indisleri
FCT =0.03249 Va (P = 0.24731+-0.01461)

Arlequin programi sayesinde yapilan diger bir test ile Fst degerleri (Cizelge 4.25) ve Nm degerleri ortaya
lkoyulmustur (Cizelge 4.26).

Hesaplamada; 1, Artvin — Hopa ve Ardahan haplotiplerini; 2, Rize — Ardesen haplotiplerini; 3, Samsun
- Kurupelit, Ardanug ile Bor¢ka (Artvin), Rize — Ikizdere, Ordu — Fatsa, Zonguldak, Bolu — Abant, Bartin

— Ulus, Edirne — Tatarlar, Marmara Adasi, Bozcaada, Canakkale — Giineyli bireylerinin oldugu

haplotipleri; 4, Siirmene ile Yomra (Trabzon), Ordu — Fatsa, Zonguldak, Kirklareli — islambeyli, Giineyli
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ile Sinekg¢i (Canakkale) bireylerini iceren haplotipleri; 5, Marmara Adasi ve Bozcaada haplotiplerini; 6,
|Uyiikliitatar, Enez ve Yenikadim (Edirne) haplotipleri gruplarini temsil etmistir.

Cizelge 4.25 M. domesticus bireylerinin APOB gen bolgesi Fst degerleri

0.00000

0.14679  0.00000

0.35153* 0.41672  0.00000

0.27576  0.44045 0.32414*  0.00000

0.15167  0.30603  0.28387  0.34489*  0.00000

0.15304* 0.26486* 0.07572  0.35707* 0.03309  0.00000

M. macedonicus haplotipleri i¢in tekrar kendi igerisinde, tiir i¢in bir en iyi parametre belirleme testi

yapilmistir (Sekil 4.18). Bu testin sonucunda en uygun model T92 (Tamura 1992) olarak belirlenmistir.

Table. Maximum Likelihood fits of 24 different nucleotide substitution models

Model Parame ters  BIC AICc InL +) (+G) R fliA) AT) AC) AG) rAT) HAC) #AG) (TA) HTC) HIG) 1CA) HCT) (CG) HGA) HGT) +{GC)
T92 17 6415557 6300122 -3133.015 nfa  nla 241 0287 0287 0213 0213 0.041 0031 0.151 0.041 0.151 0.031 0.041 0.204 0.031 0204 0.041 0.031
T92+1 18 6424353 6302.133 -3133.015 0.00 wna 241 0287 0287 0213 0.213 0.041 0.031 0.151 0.041 0.151 0.031 0.041 0.204 0.031 0204 0.041 0.031
T92+G 18 6424.540 6302.320 -3133.108 nfa 200.00 243 0.287 0287 0.213 0.213 0.041 0.031 0.152 0.041 0.152 0.031 0.041 0.205 0.031 0205 0.041 0.031

Sekil 4.18 M. macedonicus haplotiplerinin APOB en iyi model testi sonucu

Bu testler dogrultusunda tiirlin kendi haplotipleri arasina dis gruplar katilarak, “Maximum-

Likelihood”(Sekil 4.19) ve “Maximum-Parsimony” (Sekil 4.20) agaglari ¢izilmistir.
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Cizelge 4.26 M. domesticus bireylerine ait Nm degerleri

1,45313
0,46119  0,34992

0,65659 031761  0,52128

139831  0,56692  0,63067  0,47488

1,38356  0,69388  3,05157  0,45016 7,30469

-

Yapilan testler dogrultusunda M. macedonicus’un haplotipler ve dis gruplari arasindaki iligkileri
fincelemek i¢in “Median-Joining” ¢izimi yapildi (Sekil 4.21).

H-"P | S b GntoE s o, i Kok e, Ao el oo, o Deme, Komans, ko ik, B B, Glpod e, el ke mdls
Hap Mistucedoricis

Hap3 BB
Mg

Hp¥ Gikpre g I
ap. Gkl macedomicys

Hap§ Eime-Ortie
Hapd Gilpein i
Tapd Bovaebilei
Hapd Remsnanegicas
Hap§ Miespmts

Sekil 4.19 M. macedonicus haplotipleri ve dis gruplardan olusan APOB ML Agaci
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63
35

36

- —Hap 8 Mussprems

100

Hap 9 Rattus norvegicus

Hap7  Musmacedonicus

Sekil 4.20 M. macedonicus haplotiplerinin dis gruplu APOB gen bolgesi MP agaci

Mus macedonicus
@ Mus macedonicus (GenBank)
. Mus spretus
W Rartus norvegicus

Sekil 4.21 M. macedonicus tiiriiniin Median-Joining Analizi Cizimi

Tiirlin bireysel analizlerinde kullanilmak iizere, birey lizerinden en iyi istatistiksel parametre modeli

hesaplamasi gerceklestirildi (Sekil 4.22).

Table. Maximum Likelihood fits of 24 different nucleotide substitution models
Model Parameters BIC  AlCc mL () (G R fA) AL AC) AG) AMAT) MAC) HAG) HIA) nIC) HIG) HCA) MCT) HCG) HGA) HGT) HGC)
T92 59 3513371 3025306 -1453531 nfa n/a  0.64 0301 0301 0.199 0.199 0.090 0.060 0.079 0.090 0.079 0.060 0.090 0.120 0.060 0.120 0.090 0.060
0.64 0318 0.284 0.231 0.166 0.085 0.069 0.067 0.095 0.093 0.050 0.095 0.114 0.050 0.128 0.085 0.069

0.64 0301 0.301 0.199 0.199 0.090 0.060 0.079 0.090 0.079 0.060 0.090 0.120 0.060 0.120 0.090 0.060

HKY 61 3522215 3017613 -1447676 nfa na

T92+1 60 3523.648 3027315 -1453.331 0.00 na

Sekil 4.22 M. macedonicus bireyleri APOB gen bolgesi i¢in en uygun test modeli

Yapilan test ile belirlenen parametre sayesinde bireylerin niikleotitlerinde meydana gelen mutasyonlar

(Cizelge 4.27), niikleotit oranlar1 (Cizelge 4.28) belirlendi.
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[Cizelge 4.27 M. macedonicus i¢in APOB gen bolgesindeki niikleotit mutasyonlari

Niikleotit

[Cizelge 4.28 M. macedonicus bireylerinin APOB gen bolgesi niikleotit oranlari

A T/U C G

%030,11 %030,11 %019,89 %019,89

[M. macedonicus bireylerinin niikleotit gesitliligi, haplotip say1 ve gesitlilikleri, ortalama niikleotit
farklilig1 olctildii (Cizelge 4.29).

M. macedonicus bireylerinde uygulanan diger bir test ile, genetik dizilerindeki monomorfik ve
olimorfik bolgeler ortaya kondu. Bu bdlgelerin gegirdigi mutasyonlar rakamsal olarak ifade edildi

(Cizelge 4.30).

|Cizelge 4.29 M. macedonicus bireylerinin APOB gen bolgesi h, Hd, «t, k degerleri

Haplotip Degeri (h) Haplotip Niikleotit Ortalama
Cesitliligi (Hd) Cesitliligi (n) Niikleotit
Farkhligx (k)

6 0,310 0,00130 1,262
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Cizelge 4.30 M. macedonicus bireylerinin APOB gen bolgesi sabit ve degisken bolgeleri

Sabit (Monomorfik) Bolgeler Degisken (Polimorfik) Bolgeler

950 18 (18 Mutasyon tespit edildi)

IM. macedonicus bireylerinin populasyonlarinin ne durumda oldugu hakkinda bilgi sahibi olabilmek

adina notralite testleri uyguland: (Cizelge 4.31).

Cizelge 4.31 M. macedonicus bireylerinin APOB gen bolgesi notralite testi verileri

Tajima’nin D’si Fu ve Li’nin D’si  Fu ve Li’nin F’si Fu’nun Fs

-2,48758 -4,18318 -4,28287 -0,959

Gergeklestirilen noétralite testleri dogrultusunda M. macedonicus verilerinin istatistiksel agidan ¢ok
Onemli oldugu goriilmiistiir (P<0.001). Bu dogrultuda sonuglar, tiiriin populasyonlarinda oldukg¢a fazla
yeni mutasyon bulundugunu, populasyonun genislemeye acik oldugunu ve nadir haplotip miktarinda az

da olsa bir artiga sahip olabilecegini igaret etti.

Notralite verilerine paralel olarak uygulanan AMOVA testi (Cizelge 4.32) ve Fst (Cizelge 4.33) ile Nm

(Cizelge 4.34) degerlerinin hesaplamasi sayesinde tiirtin populasyonlar1 arasindaki gen akisi ifade edildi.
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|Cizelge 4.32 M. macedonicus bireylerinin APOB gen bolgesi AMOVA verileri

Varyasyon 1. Kareler Varyans Varyasyon

Kaynag Toplami Bilesenleri oranlari

Grup i¢indeki 4.250 1.87785 Vb 121.02
populasyonlar
arasi 1

27 13.346 0.49430 Vc 31.86
0 pie7 sstes

FSC =0.79162 Vb (P = 1.00000+-0.00000)

Fiksasyon
Indisleri FST = 0.68144 Vc (P = 0.00000+-0.00000)

FCT =-0.52876 Va (P = 0.67253+-0.01599)

Fst verilerine gore, Karadeniz-Trakya soy hatti ile Gokgeada-Ugurlu, Golclik-Gonen populasyonlarinin
en akisinda azalma tespit edildi. Ancak bunlardan sadece Karadeniz-Trakya ile Golciik-Gonen

opulasyonlarinin ayrimu istatistiksel olarak anlamli bulundu.

(Cizelge 4.33 M. macedonicus bireylerinin APOB gen bdlgesi Fst degerleri

Karadeniz - Trakya Ugurlu Golciik - Gonen

Karadeniz - Trakya 0.00000

0.79728 0.00000

Golciik - Gonen 0.69729* -0.05556 0.00000
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Fst degerleri ile paralel olarak, Nm degerlerinin de Karadeniz-Trakya ile diger iki soy hatt1 arasindaki

farklilasmanin yiiksek oldugu goriildii.

Cizelge 4.34 M. macedonicus bireylerinin APOB gen bolgesi Nm degerleri

0,063565

0,10853 inf

V. Sonuc ve Oneriler

5.1 CO1 Gen Bolgesi Bulgularinin Genel Degerlendirmesi

Yapilan ¢alismalarda Mus cinsinin Rattus cinsinden ayrilmasinin Orta Miyosen doneminde gergeklestigi

eoriilmektedir. Bu bilgi, literatiirdeki fosil kayitlariyla da uyumluluk gostermektedir.

M. macedonicus bireylerinin ¢esitlilik gostermesi i¢in gerekli olan adaptasyon kosullarinin oturmast,
Karadeniz bdlgesinde, Marmara’dan daha 6nce gergeklestiginden dolay1 bireylerin bu bdlgede ayrimi
daha erken gerceklesmistir. Ozellikle Kurupelit (Samsun), ilgili gen bolgesi igin 3 farkli haplotip
cikartmasi, bu yerin ¢esitlilik agisindan diger tiim lokalitelerden ¢ok daha yiiksek 6neme sahip oldugunu
ortaya koymustur. Mus macedonicus 6rneklerinde bu gen bdlgesi i¢in yapilmis molekiiler filogenetik bir
calisma bulunmadigindan, elde edilen veriler, bu gen bolgesi acisindan molekiiler diizeyde

tartisilamamuastir.

M. domesticus ise diger tiirden ¢ok daha sosyal ve insanlarla kommensal bir tiir oldugu igin gokca
andropojenik etkiye maruz kalmistir. Buna ek olarak her ne kadar cografi bir bariyer olarak diisiiniilse
de, bogazlarin bu tiir i¢in bir engel teskil etmemesi s6z konusudur. Caligmada, bireylerin oldukca yiiksek

heterojenitede dagildiklar1 gdzlemlenmistir. M. musculus domesticus’un GenBank dizisi bu dagilimda,
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kendine ayr1 bir yer edinmeden Rize — ikizdere, Ardesen ve Zonguldak drnekleri ile beraber ayni soy

hattinda yer almiglardir.
5.2 Mus APOB Gen Bolgesi Bulgularinin Genel Degerlendirmesi

Niikleer bir gen bolgesi oldugu icin, kendi biinyesinde mutasyonlara izin vermeyen oldukca fazla genetik
tamir mekanizmasi barindirmaktadir. Bundan dolay1 yapilan analizlerde tiir ayrim1 net sekilde ortaya
lkoyulsa da haplotip dagilimlarinda, CO1 gen bolgesine nazaran daha az haplotip sayis1 ve gesitliligi,
niikleotid ¢esitliligi ve ortalama niikleotid farklilig1 gézlemlendi. Beklendigi lizere ¢ok diisiik diizeyde
polimorfik bolge bulunurken, bunlarin ugradigi1 mutasyon sayist bu bélgelere oranla fazlalik gosterdigi
tespit edildi. Yapilan notralite testleri ile, cinsin Tiirkiye topraklarinda kayda deger bir mutasyon gegirme
[kapasitesine ve buna bagli genetik cesitlilige sahip oldugu ortaya koyuldu. Niikleotid mutasyon degerleri
ise beklenildigi gibi CO1 gen bolgesine kiyasla daha diisiik seviyelerdedir. Ayrica tiirler aras1 gen
akisinin neredeyse tamamen kesildigi, M. domesticus’ta ¢cok daha yogun olmak iizere iki tiirde de gen

akisinin devam ettigi tespit edilmistir.

Filogenetik analizler ile ¢izilen “Maximum-Likelihood” ve “Maximum-Parsimony” agaclarinda cins iki
tire ayrilmistir. M. domesticus ve M. macedonicus igin tiir i¢i dagilimda ¢ok farkli cografi bolgelerden
bireyleri bir arada barindirmaktadir. Ayrica dagilimda M. macedonicus GenBank 6rnegi kendine, yine

kendi tiirlinden bireylerin i¢inde bulundugu soy hattinda yer bulmustur.

[M. macedonicus’un ve M. domesticus’un APOB gen bdlgesinin literatiirde herhangi bir galigmasinin
bulunmadigi icin, bu gen bolgesinin molekiiler filogenetik diizeyde karsilastiriimasi yapilamamustir.
Ayrica bu gen bolgesi i¢in Mus-Rattus ayrim degerleri bilinmediginden dolayr Bayesian agaci

cizilememistir.
5.3 Verilerin Mus Cinsinin Filocografyasi ile Tliskisi

Bu calismanin yapildigi alanda, Mus cinsi Posof’tan (Ardahan) Marmara bolgesini de i¢ine alacak
sekilde Bulgaristan hududuna kadar uzanan bir alanda drnekler degerlendirildi. Bu yayilis alani iginde
[Mus cinsinin evrimini etkileyebilecek cok sayida cografik bariyer mevcuttur. Istanbul ve Canakkale
Bogazlari, Marmara Denizi, Sakarya, Kizilirmak, Melet Irmagi1 ve Coruh nehri kanyonu giintimiizde Mus
cinsi tiirlerinin yayilis alanlarinda gen akisin1 kesme potansiyeline sahip cografik engellerdir. Bunun
disinda Mus cinsi tiirlerine ait populasyonlarin birbirlerinden izole olmasini saglayan hem Marmara
Denizi hem de Ege Denizi’'nde adalar mevcuttur. Gokgeada, Bozcaada ve Marmara adast onemli
adalardir. Bunun disinda Mus cinsi tiirleri hem yogun dag olusumlarinin yasandig: alanda (Karadeniz)

hem de Pleyistosen iklim degisikliklerinin etkili oldugu bir bdlgede yasamaktadirlar. CO1 gen bdlgesi
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dizilerine dayanarak olusturulan ayrilma zamani agacina gére M. domesticus ve M. macedonicus’un 4.79
IMy0 birbirlerinden ayrildigi tahmin edildi. Bu ayrilma zamani erken-gec¢ Pliyosen donemine karsilik
gelmektedir. Bu donem hem iklim dalgalanmalar1 hem de tektonik olaylarin yasandigi bir donemdir.
Rudra vd. (2016) mtDNA kontrol bolgesi dizi analizlerine dayanarak Mus cinsi iginde biri Asya digeri
de Palearktik olmak iizere iki biiyiikk soy hattinin varligimi ortaya koymuslardir. Arastiricilar M.
domesticus’u M. musculus domesticus olarak ele almislar ve M. domesticus ile M. macedonicus’u
Palearktik soy hattina dahil etmislerdir. Arastiricilar iki soy hattinin ayrilma zamanini 5.47 Myo olarak
vermislerdir. Ayrica, soy hatlari igindeki farklilasmanin ise 4.2-4.4 Myo gerceklestigini tespit etmislerdir
(Chevret vd. 2005). Buna karsin, Rudra vd. (2016) tarafindan soy hatlar1 i¢indeki farklilasma 4.63-4.7
IMy0 olarak tespit edilmistir. Bu calismada ise Mus cinsi i¢indeki ayrilma zamani 4.79 Myil olarak
hesaplandi. Bu ayrilma zamaninin hem Chevret vd. (2005) hem de Rudra vd. (2016)’nin bulgulariyla
uyum i¢inde oldugu goriildii. Arastiricilar M. macedonicus grubunun M. spretus’tan 2.9 Myd ayrildigini
tahmin etmislerdir. Bu ¢alismada mtDNA CO1 dizilerine dayanarak yapilan analize gére M. spretus cinse
ait iki tiiriin olusturdugu soy hattindan 3.53 My6 ayrildigi tahmin edildi. Bu ayrilma zaman1 Rudra vd
(2016)’1n bulgularindan farklilik gosterdigi goriildi. Bu farklilik kullanilan gen bolgelerinin
farkliligindan kaynaklanmis olabilir. Suzuki vd. (2004) hem mtDNA hem de ¢ekirdek DNA dizilerini
analiz ederek Mus macedonicus, Mus spicilegus ve Mus spretus’u Mus musculus musculus tiir grubu
icinde toplamislardir. Arastiricilar ¢cekirdek DNA dizilerine dayanarak Mus cinsinin kdkeninin 5.6 My®o,
IMus alt cinsi i¢indeki tiirlerinin orijinini ise 2-3 Myd olarak vermislerdir. Bu calismada ise Tiirkiye
ornekleri i¢in 4.79 My6 olarak tespit edilmistir. Arastiricilar mtDNA Cyt-b gen bolgesine dayanarak
Paleartik grubuna dahil ettikleri Mus macedonicus, M. musculus, M. spicilegus, M. spretus tiirleri

arasindaki farklilagsmay1 1.1 My®6 olarak vermislerdir. Bu ¢alismada ise daha yiiksek deger bulundu.

Chevret vd. (2005) dort alt cinsin (Mus, Pyromys, Nannomys ve Coelomys) 7.8 - 6.8 My6 farklilastigi ve
Cerling vd. (1997)’ne atif yaparak bu yayilmayr da memeli hayvan faunasinda biiyiik degisiklige yol
acan acik alanlarin genislemesine baglamislardir. Orth vd. (2002) 77 Mus macedonicus 6rnegini mtDNA
kontrol bolgesine dayanarak analiz etmisler ve iki ana soy hatt1 elde etmislerdir. Arastiricilar bu soy
hatlarina dayanarak M. macedonicus i¢in biri Karadeniz bolgesi digeri de Kafkasya’nin giineyinde olmak
tizere iki farkli sigmagin varligin ileri stirmiislerdir. Bir¢ok arastirici da Pleyistosen siiresince yasanan
iklim degisiklikleri (buzul donemleri) sonucu Karadeniz bolgesindeki siginaklara sigian bazi
populasyonlarin farkli birer genetik soy hattina farklilastigin1 ortaya koymusladir. Bu ¢alismada M.
macedonicus i¢inde 0.88 Myo ayrilan biri Anadolu digeri de Gokgeada 6rneklerini i¢ine alan Trakya
olmak {izere iki soy hatt1 tespit edildi. Bu iki soy hattinin ayrilma zamani iklimde sogumanin goriildigii
orta-Pleyistosen’e karsilik gelmektedir. Bu da Orth vd. (2002)’de oldugu gibi M. macedonicus igin

Karadeniz buzul siginagmni desteklemektedir. Yapilan analizler M. macedonicus’un Karadeniz’de
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batidan doguya dogru Efirli’ye (Ordu) kadar yayilis gosterdigini ortaya koydu. Bu da M. macedonicus
icin bir tanesi Trakya digeri de bat1 Karadeniz buzul siginagini isaret etmektedir. Yapilan analizlerde M.
domesticus’un bir tane Posof (Ardahan) 6rneginin 1.73 My6 tiiriin geri kalanindan ayrildigi goériildii. Bu
ayrilma zamaninin Pleyistosen donemine karsilik geldigi goriildii. Tiiriin geri kalani i¢in ise Karadenizde
Pleyistosen iklim dalgalanmalari tarafindan etkilenmedigi goriildii. Macholan vd. (2007) mtDNA kontrol
bolgesi dizi analizine dayanarak M. macedonicus’un Israil’den tanimlanan M. macedonicus speltoides
alttiiriiniin gecerliligini teyit ederek M. macedonicus macedonicus’un Avrupa ve Asya populasyonlari
arasinda genetik bir farkliligin olmadigini ortaya koymuslardir. Arastiricilarin aksine bu c¢alismada
mtDNA COI gen bolgesi dizi analizine dayanarak iki farkli soy hattinin varligi ortaya konmustur.
[Macholan vd. (2007) M. macedonicus’un Akdeniz-Karadeniz baglantisinin olmadigi zaman
Karadeniz’in giiney kiyis1 boyunca ilerleyerek Avrupa’ya yerlestigini belirtmislerdir. Bu calismada
MtDNA CO1 gen bolgesi dizi analizleri ise Macholan vd. (2007)’nin aksine M. macedonicus’un
Karadeniz boyunca bir yayilis yolunun olmadigi I¢ Anadolu boyunca hem Karadeniz’e (Efirli’ye kadar)
hem de Avrupa’ya bir genislemenin olabilecegi sdylenebilir. Giindiiz vd. (2005) mtDNA kontrol bolgesi
dizi analizlerine dayanarak M. m. domesticus’un batiya yayilmasinin Anadolu’dan olmasinin muhtemel
oldugunu ileri siirmiislerdir. Benzer sekilde Rajabi-Maham vd. (2008) mtDNA kontrol bolgesi dizi
analizine dayanarak M. m. domesticus igin Avrupa’ya genislemeyi Akdeniz ve Karadeniz/Istanbul bogaz
olmak tizere iki yayilis rotasi tespit etmislerdir. En eski Mus fosili Asya’da (Pakistan) bulunmus ve 5.7
[My0 yasindadir. Bu da Mus i¢in Anadolu’dan Avrupa’ya yayilis yolunu desteklemektedir. Saglam vd.
(2014) Phonochorion ve Kankili¢ vd. (2018) Coruh kanyonunun D. nitedula’yr dogu-bat1 populasyonlari
olarak ayirdigini ortaya koymuslardir. Karadeniz bolgesinde yer alan populasyonlart dogu-bat1 yoniinde
izole eden ve Karadeniz’e akan bazi akarsularin (Kizilirmak, Melet Cay1 ve Coruh Nehri) Glis glis
(Helvaci vd. 2012), Myodes glareolus (Colak vd. 2015), Phonochorion (Saglam vd. 2014) ve D. nitedula
(Kankili¢ vd. 2018) populasyonlarinin farklilasmasina katki sagladigi tespit edilmistir. Bu caligmada
Karadeniz bolgesinde hem M. domesticus hem de M. macedonicus i¢in mevcut cografik engellerin

farklilasmaya yol agmadig goriildii.
5.3.1 Gok¢eada, Bozcaada ve Marmara Adasi’nmin etkisi

Bu calismada Bozcaada ve Marmara Adasi’nda M. domesticus, Gok¢eada’da da M. macedonicus
kaydedildi.

Yiiz 6l¢iimii 285.5 km? olan Gokgeada Ege Denizi’nin kuzeyinde yer almaktadir. Gokgeada Gelibolu
Yarim Adasi’na 13 km uzakliktadir. Yapilan arazi ¢alismasinda Gokgeada’dan M. macedonicus’a ait
ornekler elde edildi. M. macedonicusun hem Anadolu’da hem de Trakya’da yayilis gosterdigi tespit

edildi. Gokgeada’da yasayan M. macedonicus’un adaya hangi rota lizerinden ve nasil tasindigini
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belirlemek &nemlidir. ki gen bolgesinden (cekirdek APOB ve mtDNA COI) elde edilen diziler

ullanilarak genetik iliskileri ortaya koyan iliski agaglar1 ¢izildi. Filogenetik agaglardan mtDNA CO1
P agacinda Gokgeada, Trakya drnekleriyle beraber ayri bir dal olarak ayrild1. Istisna olarak Haciyakup
(Diizce), Masukiye (Kocaeli) ve Bandirma’dan (Balikesir) birer haplotip bu dalda yer aldi. Anadolu’dan
haplotiplerin adada bulunmasi Anadolu’dan adaya gen girislerinin oldugu seklinde yorumlanabilir.
Cekirdek APOB gen bolgesine gore herhangi bir farklilasma goriilmedi. Bunun sebebi g¢ekirdek
genlerinin daha ge¢ evrimlesmesinden kaynaklanmis olabilir. CO1 gen bolgesi dizilerine dayanarak
ayrilma zamanlar1 tahmin edildi. Buna gore tespit edilen iki soy hatt1 arasindaki ayrilma zamani 0.88
[My1l olarak tahmin edildi. Bu ayrilma zamani orta-Pleyistosen’e karsilik gelmektedir. Pleyistosen
doneminde iklim dalgalanmalarina bagli olarak bir¢ok buzul donemi yasanmistir. Bu da biri Anadolu’da

digeri de Trakya’da iki muhtemel buzul sigimaginin varligini isaret etmektedir.

[Unverdi (2016) M. macedonicus’a ait drnekler iizerinde yaptignt mt DNA Cyt-b ve mtDNA kontrol
bolgesi analizlerinde Gokgeada orneklerinin farkli bir soy hatti olarak ayrildigi, mtDNA Cyt-b gen
bolgesine gére hem Anadolu hem de Trakya ile filogenetik yakimlik gosterirken, mtDNA kontrol
bolgesine gore Trakya ile ayni dalda yer aldigini ortaya koymustur. MtDNA kontrol bolgesi bulgularinin
bu proje ¢alismas ile yapilan mtDNA CO1 gen bolgesi analizi ile uyum i¢inde oldugu goriildii. Unverdi
(2016) mtDNA Cyt-b gen bolgesine dayanarak yapmis oldugu ayrilma zamani analizinde M.
domesticus’un Gokgeada drneklerinin yer aldigi soy hattinin tiiriin geri kalanindan yaklasik 0.091 Myo
farklilagtigini ortaya koymustur. Unverdi (2016) M. macedonicus’un adaya insan yerlesiminden énce
gelmis olabilecegini ortaya koymustur. Bu caligmada da M. macedonicus’un adaya insan yerlesiminin

olmadig1 zaman ulastig: bulgusunu (Unverdi 2016) desteklemektedir.

Ozkan ve Krystufek (1999) Gokceada Apodemus’larinin Trakya Apodemus’larina benzer oldugunu
ortaya koymuslardir. Selvi (2019), Gokgeada A. sylvaticus’un Trakya soy hatti icinde yer aldigini ortaya
koymustur. Jeolojik olarak Gokc¢eada’nin Trakya’ya bagl olmasi (Koral vd. 2009, Avcioglu vd. 2016),
Ozkan ve Krystufek (1999), Unverdi (2016), Selvi (2019) ve bu ¢alismada elde edilen sonuglari
destekledigi goriildii. Pleyistosen siiresince, gerek Ege gerekse Marmara denizinde deniz su
seviyesindeki diistisler (Perissoratis ve Conispoliatis 2003, Canals vd. 2009, Papoulia 2017) sonucunda
olusan kara kopriileriyle M. macedonicus’un adaya ulasmis olabilecegi sOylenebilir. Selvi (2019)
tarafindan belirtildigi gibi bu calismada da Gok¢eada’nin izole bir ada olmadig goriildii. Benzer sekilde
Seker vd. (2017) Gokgeada’ya ait M. macedonicus, A. sylvaticus ve R. rattus iizerinde yaptiklari

karyolojik ¢aligmada ana kara ile ada arasinda karyolojik bir farkin olmadigini tespit etmislerdir.

Bozcaada Ege Denizi’nde Marmara Adasi ise Marmara Denizi’nde yer almaktadir. Bu iki adada da M.

domesticus yayilis gostermektedir. Analiz edilen iki gen bolgesi bakimindan hem Bozcaada hem de
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[Marmara Adasi’nin M. domesticus’un farklilasmast iizerinde etkili olmadig: gériildii. Unverdi (2016)’de
oldugu gibi her iki adaya da hem Anadolu’dan hem de Trakya’dan M. domesticus girislerinin oldugu
goriildii. Bozcaada’da ti¢ 6rnegin 0.177 Myo tiiriin geri kalanindan ayrildigi tahmin edildi. Selvi (2019)
mMtDNA Cyt-b ve mtDNA kontrol bdlgesi dizi analizine dayanarak hem A. witherbyi’nin Bozcaada
orneklerinin hem de A. sylvaticus’un Marmara Adasi orneklerinin Trakya soy hatti iginde yer aldigini

ortaya koymustur.

Bu calismada Karadeniz, Marmara bolgeleri ve Trakya’da yayilis gésteren Mus cinsi iki gen bolgesine
gore analiz edildi. Biitiin ¢caligma alaninda M. domesticus ve M. macedonicus’un yayilis gosterdigi tespit
edildi. Bu iki tiirden M. domesticus’un ¢aligma alaninin tiimiinde yayilis gosterirken, M.macedonicus’un
ise batidan Efirli’ye (Ordu) kadar yayilis gosterdigi goriildii. Gokgeada’da M. macedonicus’un Bozcaada
ve Marmara Adasmda ise M. domesticus’un yayilis gosterdigi ortaya koyuldu. Adalardaki

kolonizasyonun insan yerlesiminden once gerceklestigi tahmin edildi.
5.4 Oneriler

Bundan sonra yapilacak ¢aligmalarda Anadolu’yu kapsayacak sekilde toplanacak 6rnekler ve daha fazla

gen bolgesi dizileri kullanilarak, adalar kolonizasyonun arastirilmasi 6nemli gériilmektedir.

Ayrica, Posof soy hattinin kesin sinirlarinin tespiti i¢in daha genis alanlardan toplanacak 6rnekler analiz
edilebilir.

VI.  Gelecege Iliskin Ongériilen Katkilar

Bu proje ¢alismasinda Trakya, Gokceada, Bozcaada, Marmara Adasi ve Karadeniz bolgesinden
toplanan 6rnekler genetik olarak analiz edilmistir. Elde edilen genetik analiz sonucunda Mus cinsine
ait iki tliriin arastirma alaninda yayilis gosterdigi ortaya konmustur. Filogenetik ve filocografik agidan
her iki gen bolgesi bakimindan adalarin hem Anadolu hem de Trakya ile iligki i¢inde oldugu
goriilmiistiir. Bu da adalarin hem Trakya hem de Anadolu’dan gen akisi ile etkilendigini
gostermektedir. CO1 gen bolgesine gére Mus domesticus ve M. macedonicus’un Trakya ve Anadolu
populasyonlar1 arasinda belirgin farkliliklarin oldugu tespit edildi. Karadeniz bolgesinde ise iki tiiriin
yayilis gosterdigi ve M. macedonicus’un Ordu’da populasyonu tespit edildi. Ayrica Posof’tan

(Ardahan) alinan bir 6rnegin genetik olarak her iki tiirden tiir seviyesinde farkli oldugu gortilmiistiir.

Bu proje ¢alismasi sonucunda gelecekte yapilacak ¢alismalar i¢in asagidaki oneriler sunulabilir;
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1. Mus macedonicus’un Anadoludan Ordu’ya genislerken hangi yayilma yolunu kullandigi, bu

yayilma orgiisiine jeolojik, tektonik ve iklim degisikliklerinin etkisinin belirlenmesi,

2. Hem morfolojik ozellikleri incelenerek hem de yeni gen bdlgeleri ile analiz edilerek
Posof’tan daha fazla 6rnek incelenerek Posof popiilasyonunun taksanomik durumunun

aragtirilmasi,

3. Bilindigi iizere adalarda Anadolu ve Trakya’dan go¢ eden insanlar yasamaktadir. Bu
insanlarin daha Once yasadiklar1 yerlerde Mus ornekleri incelenerek insan araciligi ile ada

populasyonlarinin kdkenlerinin arastirtlmast,

4. Pleyistosen doneminde hiikiim siiren buzul ¢aglarinda deniz seviyesinde yasanan algalmalarin

Anadolu ve Trakya’dan gen akisinin nasil etkilendiginin arastirilmasi,

5. Anadolu son donemde tespit edilen fosil kayitlar1 ile popiilasyonlarin ayrilma zamanlarinin

karsilastiriimasi,

6. Anadolu, Avrupa ile Asya arasinda gecis bolgesidir. Anadolu’da yasayan cinse ait tiirlerin
kokeninin belirlenmesi icin biitiin toplanacak drneklerin genetik olarak analiz edilmesi ve
analiz sonucu elde edilen verilerin bolgenin gecirmis oldugu jeolojik, tektonik iklimsel
degisikliklerin etkilerinin karsilagtirilmasi ve filocografyasinin detayli bir sekilde ortaya

konmasi,

VIl.  Saglanan Altyap:r Olanaklari ile Varsa Gerceklestirilen Projeler

VIII. Saglanan Altyap1 Olanaklariin Varsa Bilim/Hizmet ve Egitim Alanlarindaki
Katkilar
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X.  Ekler
a. Mali Bilango ve Agiklamalari

Butce

il Detaylar

Butge Onceki Yildan Baslangig Eklenen Dugulen Eklenen Dagulen Harcanan Harcanan  Bloke Edilen  Bloke Edilen

Kodu Sl Devir Odenegi Aktarma Aktarma Odenek Odenek e (Mahsup) (Diger) (Avans) (Diger) Glan
TUKETIME YONELIK MAL VE
2079 03.2 MALZEME ALIMLARI 0,00 6.150,00 0,00 0,00 0,00 0,00 6.150,00 0,00 6.057,00 0,00 0,00 93,00
03.5 HIZMET ALIMLARI 0,00 8.850,00 0,00 0,00 0,00 0,00 8.850,00 0,00 8.850,00 0,00 0,00 0,00
Toplam 0,00 15.000,00 0,00 0,00 0,00 0,00 15.000,00 0,00 14.907,00 0,00 0,00 93,00
Butge Acikl Onceki Yildan Baslangig Eklenen Dugulen Eklenen Dagulen Net Odenek Harcanan Harcanan  Bloke Edilen  Bloke Edilen Kal
Kody ~Sema Devir Odenegi Aktarma Aktarma Odenek Odenek &k Ddens’ (Mahsup) (Diger) (Avans) (Diger) =an
2020 TUKETIME YONELIK MAL VE
032 MALZEME ALIMLARI 93,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 93,00 0,00 0,00 0,00 0,00 93,00
Toplam 93,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 93,00 0,00 0,00 0,00 0,00 93,00

b. Makine ve Techizatin Konumu ve ilerideki Kullanimina Dair Aciklamalar
c. Teknik ve Bilimsel Ayrintilar

d. Sunumlar (bildiriler ve teknik raporlar) (Altyap: ve Yonlendirilmis Projeler icin
uygulanmaz)
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