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TURKIYE 'DE YAYILIS GOSTEREN KIZIL TiLKI (VULPES VULPES) VE iKi
KANID TURUNUN (CANIS LUPUS ve C. AUREUS) (CARNIVORA:
MAMMALIA) Y KROMOZOMAL DNA ZFY GEN BOLGESI DiZiLERININ
GENETIK ANALIZI
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OZET

Bu calismada, Turkiye'de yayilis gosteren kanid tirlerinin Y kromozomal DNA'sinda
genetik varyasyonu arastirmak ve filogenetik iligkilerini ortaya koymak icin ilk 6nce
kanid orneklerinin esey tayini yapildi. Daha sonra u¢ kanid tirtnin (Vulpes vulpes,
Canis lupus ve C. aureus) Y kromozom DNA's: izerindeki Zfy geninin (539-562 bg)
niikleotid dizileri elde edildi. Her bir tir icin bir haplotip tespit edildi. Ug kanid tdirti igin
Turkiye ve Gen Bankasi'ndan elde edilen DNA dizileri birlikte analiz edildi ve bu analiz
her bir tir icin DNA dizilerinin ayn1 haplotipe ait oldugunu ortaya ¢ikardi. Analiz
sonuclarina gore, her bir tiriin DNA dizileri arasinda varyasyon bulunmamaktadir. Bu
calisma, U¢ kanid turunde analiz edilen Zfy gen bdélgesinin oldukga korunmus oldugunu

gosterdi.
Anahtar Kelimeler: Vulpes vulpes, Canis lupus, Canis aureus, Y kromozomu,

Zfy geni, Turkiye
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GENETIC ANALYSIS OF ZFY GENE SEQUENCES ON Y CHROMOSOMAL
DNA OF THE RED FOX (VULPES VULPES) AND TWO CANID SPECIES
(CANIS LUPUS and C. AUREUS) (CARNIVORA: MAMMALIA) DISTRIBUTED
IN TURKEY

Omer Fikret GURKAN
Graduate School of Natural and Applied Sciences, Erciyes University,
M.Sc. Thesis, November 2013
Supervisor: Prof. Dr. Coskun TEZ

ABSTRACT

In the present study, to investigate the genetic variation and to infer phylogenetic
relationships of Turkish canids, firstly, the sex determination of canid samples were
performed. Secondly, sequences of the Zfy gene (539-562 bp) on the Y chromosome
DNA for three canid species (Vulpes vulpes, Canis lupus and C. aureus) were obtained.
It was determined that each species had single haplotype. The sequences obtained from
Turkish samples and GenBank for three canid species were analyzed together, and this
revealed that all sequences belonged to single haplotype for each species. According to
the present analysis, there was no variation among the sequences of each canid species.
This study indicated that the Zfy gene region analyzed in three the Turkish canid species

was highly conserved.
Key Words: Vulpes vulpes, Canis lupus, Canis aureus, Y chromosome, Zfy gene,

Turkey
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GIRiS

Memeli hayvanlar smifi olarak bilinen Mammalia'nin Carnivora takimina ait
Canidae familyas1 icerisinde 13 cins ve 35 tiir yer almaktadw [1]. Bu tiirlerden kizil
tilki, Vulpes vulpes (Linnacus, 1758). Kuzey Amerika’nm biiyitk bir kismi biitiin
Avrupa, hemen hemen tiim Asya, Kuzey Afrika ve 19. viizyilda Avustralya’va insanlar
tarafindan  getirildikten somra giiniimiizde kitanin bityitk bir kismmda  yayilis
gostermektedir [1. 2]. Gri kurt (Canis lupus Linnacus, 1758). kuzey yarmmkiire boyunca
cok genis bir alanda yayilis gdstermektedir [3]. Altm cakal (Canis aureus Linnacus,
1758) ise orta ve kuzey Afrika, Balkan yarimadasi ve Tiirkiyve'vi de kapsayacak sekilde
Ortadogu, Orta, Giiney ve Giineydogu Asya'da yayilis géstermektedir [1]. Canidae

familyasimnm bu iic tiirii Tiirkiye'de de genis yvayilis gostermektedir [1. 4].

Son yillarda Canidae familyasinin bu ii¢ tiirii ile ilgili molekiiler temelli olarak
allozim, mikrosatellit ve maternal (anaya ait) kikenli mitokondrial DNA'ya (sitokrom b.
kontrol bélgesi-d-loop) dayali ¢ok sayida ¢alisma meveut olup mitokondriyal DNA'ya
dayali calismalarda ¢ok sayida haplotip ve soy hatt1 tespit edilmistir [5-33]. Buna
karsilik bu tic kanid tiirii ile ilgili paternal (babaya ait) kékenli calismalar nispeten azdir

[34. 35].

Yabani popiilasyonlarda bireylerin esey tayini bu popiilasyonlarm dinamiklermi
ve vyapismi anlama a¢isindan Gnemlidir [36. 37]. Ayrica esey tayini dogal
popiilasyonlarin ekolojik durumlarinm tespiti acisindan da gereklidir [38]. Esey
kromozomlarmndan olan Y kromozom DNA'sinda bulunan Zfy (zine finger protein)
genleri, oldukea korunmus omurgalt bir gen ailesidir [39-42]. Euteryan memelilerde Zfy
genleri, yaklasik 100 milyon yil dnce keseli ve euteryan memeli soy hatlar: ayrildiktan
sonra esey kromozomlar: igerisine dahil oldugundan. cinsiyete baghdular [43]. Y
kromozom DNA belirtecleri, erkek bireylerin genetik ve filocografik tarihinin yeniden

olusturulmasi igin potansiyel olarak yiiksek degere sahiptirler. Yaygin olarak kullanilan



mitokondriyal DNA'nin avantaj saglayan dzelliklerinin bircogu Y kromozomu ile de
paylasilmaktadir, Ozellikle hem mtDNA hem de Y kromozom DNA'si haploittir.
Rekombimasyona maruz kalmaz, klonlonarak babadan kalitlanir ve hem anadan hem de
babadan gelen niiklear lokuslarla kiyaslandifinda nispeten daha hizli bir sekilde evrim
gecirmektedir. Eutervan memelilerde Y kromozomunun rekombinasyon yapmayan
(non-recombining region=NRY) bélgesinde yer alan Zfy geni, maternal ve paternal
olarak kanitlanan molekiiler belirteclerle kivaslama yapilmas: i¢in iyi bir adaydw [44-
48). Dizi analizi yapilacak olan Y kromozomu tizerindeki Z{y final mtron bélgesinin
onemli &zelliklerinden birt, paternal soy hatlar1 bilgisini saglamasi sayesinde
mtDNA'dan elde elden bilgileri tamamlayabilmesidir [50]. Yapilan calismalar, Zfy geni
final intron bolgesinin tilr ve tiir {istii seviyelerde filogenetik olarak bilgi veriei

oldugunu géstermektedir [49, 50].

Carnivora takimma ait taksonlarla ilgili olarak esey tayini ve esey
kromozomlarmndaki gen bélgelerine ait dizilerdeki polimorfizmi tespit etmek icin bir
cok ecalisma bulunmaktadw [35. 37, 51-63]. Slattery ve ark. [51]. kamivor
memelilerdeki ti¢ Y kromozom geninden izole ettikleri SINE elementleri arasindaki
cesitliligin desenlerini belirlemislerdir. Murakami ve ark, [52]. ise kdpeklerde, Luechini
ve ark. [53]. bat:1 Italya Alplerinde kolonize olan kurt siiriilerinin molekiiler takibi igin,
Hattori ve ark. [54]. deniz su samurlarinda. Williams ve ark. [35]. koyunlar ig¢in bir
predatér olan Canis latrans't tanimlamak icin Ortega ve ark. [55]. ise bes kanid tiiriinde
esey tanimlamasi icin Zfx ve Zfy gen bélgelerini calistilar. Memeli hayvanlar i¢in Shaw
ve ark. [37]. karnivora tiirlerini de kapsayan cinsiyet tespiti icin giivenilir bir metot
gelistirdiler. Diger yandan Curtis ve ark. [56], pinniped bireylerinin eseylerini tespit
etmek igin bir protokel gelistirmis ve test etmiglerdwr. Ayrica Y kromozom DNA Zfy
gen bélgesinin dizi analizini yapmuislardyr. Statham ve ark. [57]. bes mustelid tiiriiniin
molekiiler esey tanmimlamasimi ve bes tiiriin Zfx ve Zfy gen bélgelerindeki varyasyonu
belirlerken Xu ve ark. [58], dev panda tiiriinde esey tespiti icin ve Pagés ve ark. [59] ise
bir karnivor familyasi olan Ursidac'nin filogenisi olustururken Zfy gen bélgesi dizilerini
kullanmislardir. Bunlardan baska iki gri kurt (Canis lupus ve C. lycaon) ile ku kurdu
(Canis latrans) arasmdaki genetik farklilasmayi arastwan Rutledge ve ark. [60]. bu
calismada Zfx ve Zfy gen bélgelerine ait dizileri de kullanmislardir. Tashima ve ark.
[61]. ise Carnivora takmmi icerisinde yer alan Mustelidae familyasinin Meles cinsine ait

porsuk tiirlerinin  Zfy geni final intronundaki CAN-SINE'lerin  molekiiler



varsyasyonlarmi ve tanimlamasmi arastirnmslardir. Son zamanda yapilan calismalarda
Wilson ve ark. [62]. Kuzey dogu Amerika'da iic Canis tiirii arasmdaki hibridasyonun
genis belirtilerini Y kromozom DNA analizinden elde edilen kanitla desteklendigini
tespit ederken. Bo ve ark. [63]. iki sansar tiriinde (Martes zibellina ve M. foina) esey

tayini ve Zfx ile Zfy gen bolgelerindeki dizi polimorfizmini arastirnuslardir.

V. vulpes, C. lupus ve C. aureus tiirleri ile ilgili diinyanm degisik yerlerinde esey
tayinine dayanan molekiiler calismalar meveut olup [34. 35] bu ¢ahsmalar icerisinde
esey kromozomal (X ve Y) DNA genlerine dayanan karsilastwmali ¢alismalar az
sayidadir [34, 35]. Bu ¢alismalarda paternal Y kromozom DNA's1 Zfy gen bélgesi ile
ilgili ¢alismalar aguwlikls olarak Canis tiirlerini kapsarken [34. 35] Vulpes tiirleri ile ilgili

olarak nispeten az calisma vardr [34].

Tiirkiye'de vayilis gisteren Canidae familyasma ait ti¢ tiirle ilgili molekiiler
temelli genetik ¢alismalar ¢ok smnwlt sayida olup sadece kizil tilki (V. vulpes) ile ilgili
olarak mtDNA'nm kullanildigi bir calismaya rastlanilnasty [64]. Buna karsilik
Tiirkiye 'de vayilis gbsteren Canidae familyasinin iic tiiriiniin esey kromozom (X ve Y)

DNA'larmin genetik analizinin vapildigt ¢alismalara rastlanilmamastar.

Bu calismada, paternal Y kromozomal DNA'nm Zfy final intron dizilerinin
analizini yaparak Tiirkiye'de yayilis gdsteren Canidae familyasma ait ii¢ tiirdeki genetik
varyasyonun tespit edilmesi ve bu sayede Tiirkive'nin farkli bdlgelerinden elde edilen
ii¢ tiire ait bireyler arasindaki genetik 1liskinin ortaya konulmasi, Gen Bankasi'ndan elde
edilecek verilerle birlikte Tiirkiye'de yayilis gosteren kazil tilki, gri kurt ve altin ¢cakalin
Zty gen bdlgesindeki dizilerin karsilastrmasmm yapilmas: ve cinsiyeti bilinmeyen

drneklerin cinsiyet taymini yaparak disi erkek oranini tespit edilmesi amaclanmstar.



1.BOLUM
GENEL BIiLGIiLER
1.1. Takim: Carnivora

Bu takimin tyeleri etcil ve iyi birer avcidirlar. Genel olarak koku alma duyulart
gelismis olup genis kafataslar1 vardir. Premolar ve molar disler, kopek dislerine benzer
bir degisim gostermistir. Genelde alt ve st genede U¢ parcali kesici disleri vardur.
Kopek disleri oldukea iyi gelismistir [65].

Karnivorlar, tropiklerden kutuplara karasal habitatin hemen hemen her tipinde
ve Dbircok sucul habitatta bulunurlar. Bu takimin Gyeleri, ormanlarda ¢ollerde,
cayirhiklarda, caliliklarda, tundra bolgesinde agik buz Uzerinde yasarlar. Sucul ve yari
sucul turler ise, tath su nehirlerinde, géllerde, sazliklarda deniz kiyisindaki alanlarda ve
acik denizlerde yasarlar. Karnivorlar, tum biyik kara kitleleri Uzerinde (Avustralya’da

cok az sayida) ve tim okyanuslarda yayilis gosterirler [66].
1.1.1. Familya: Canidae

Canidae temsilcileri orta buyuklikte karnivorlardandir. Kurtlar, cakallar, tilkiler,

kopekler bu grubun tyeleri arasindadir ve bu familya 13 cins ve 35 tir icermektedir [1].
1.1.1.1. Tur: Vulpes vulpes (Linnaeus, 1758)
1.1.1.1.1. GOrunusi

Orta boyuta sahip kanidlerdendir. Vulpes cinsi icerisinde en buyik vicutlu grubu
olusturur. Yetiskin vicut agirhg: 3 ila 14 kg arasinda dagilim gostermektedir. Erkek
bireyler genel itibari ile disilerden daha buyuktir. Avrupa kizil tilkilerinde erkekler
ortalama 6,7 kg, disiler ise ortalama 5,4 kg’dir. Avrupa ve Kuzey Amerika da
yasayanlara gore Orta dogu collerindeki kizil tilkiler, daha kiglktirler. Kuzey
Amerika'daki kizil tilkilerde eseysel dimorfizm acgik bir sekilde gdzlemlenir [2, 3].

Dudagin Ust kisminda beyaz bir bolge bulunan ince bir agza sahiptirler.



Burun bolgesi uzun olup, kopek disleri uzun ve sivridir. Molar disleri cok da genis
degildir. Dis formilu 3/3, 1/1, 3/4, 3/3= 42' dir. Kulaklar, sivri uc¢lu, genis, kalkik ve
arka kismi siyah renklidir. Kurk, kirmizims: kahverengidir, ancak renk kahverengiden
koyu kirmiziya veya sarimsi griye kadar ¢ok cesitli tonlarda olabilir. Boyun ve/veya
gOgus beyaz renge sahip olabilir. Bacaklar uzun, incedir. Bacaklarin alt kismi siyah
renktedir. Uzun kuyruk, kahn ve yogun sekilde killarla kaplidir. Bazen kuyrugun ug
kismi beyaz olabilir. Yetigskin kizil tilkinin vicut ve bas uzunlugu, 455-900 mm
arasinda, kuyruk uzunlugu 300-555 mm omuz yuksekligi 350-400 mm arasindadir [3].

1.1.1.1.2. Habitat1 ve Ekolojisi

Kizil tilkiler tundra ¢ol, orman, bozkir ve sehir merkezi gibi cok cesitli
habitatlar: tercih ederler. Dogal habitat: kurak, makiligi bol olan karisik alanlar ve
agaclik alandir. Kizil tilkiler, bozkirlarda, daglk, ¢olimsi, kumul alanlarda ve tarim
arazilerinde bol miktarda bulunur. Yerlesim alanlarina da girerler. Degisik kiguk

memelilerle beslendikleri gibi ¢oplerle de beslenirler. Bu yiizden omnivordurlar [67].

1.1.1.1.3. Yayihsi
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Sekil 1.1. Vulpes vulpes (Linnaeus, 1758)’in Dlnya’daki yayilis1 [68].

Kizil tilki Vulpes vulpes, Kuzey Amerika’nin buytk bir kismi, bltin Avrupa,
hemen hemen tum Asya, Kuzey Afrika ve 19. yizyilda kitaya getirilmesiyle
Avustralya’nin buyuk bir kisminda yayilis gostermektedir [1, 2].

Kizil tilkinin yasam alani olarak, tundralar, c¢Oller, ormanlar ve sehir
merkezlerinin de dahil oldugu cesitli yerlerden kayitlar verilmistir. Dogal habitat: kurak,
karma araziler, makilikler, bozkirlar, daglik alanlar, tarim arazileri ve ormanlik alanlarin

kiyt kesimleridir. Deniz seviyesinden 4500 m yukseklige kadar olan yerlerde



yasayabilirler [3, 69]. Kizil tilki, Palaearktik bolge icerisinde yer alan tlkemizde de ¢ok
genis bir yayilis alanina sahiptir [4].

1.1.1.2.Tur: Canis lupus (Linnaeus, 1758)
1.1.1.2.1. Gorunusi

Gri kurt olarak bilinen Canis lupus, 60 kg'in Gzerinde agirligi olan en blytk
kanid tdraddr. Genel gorinuim ve oransal olarak daha uzun bacaklar, daha bulyik
ayaklar, daha kisa kulaklar, egik gozler, kivrik kuyruk, daha uzun ve daha gir kis karku
ve kisin ¢ene hizasina gelen pergemi hari¢ blydk bir Alman coban kdpeginden farkl
degildir. Kurk kalin ve genellikle benekli gri, ancak siyah neredeyse saf beyaz, kirmizi

veya kahverengi olarak degisebilir [68].
1.1.1.2.2. Habitat1 ve Ekolojisi

Kuzey yarimkurenin karasal habitatlarindaki uygun besinleri yerler. Besinleri
ekstrem olarak degisken olup ¢ogunlukla buyik ungulatlardan (degisik geyik turleri
gibi) olusmaktadir. Kurtlar ayrica daha kigik av hayvanlarini, ¢iftlik hayvanlarini,
lesleri ve ¢opleri de yerler [69].

1.1.1.2.3. Yayihsi

Gri kurdun (Canis lupus) tarihsel dagihsi Kuzey Amerika'da 15° N ve
Hindistan'da ise 12° N olup diinyanin en genis yayilisasahip memeli turtdar. Gri kurt
Bat1 Avrupa ve ABD'nin ¢cogunda ve Meksika'da populasyonlar: yok olmus durumdadir.
Gunumiizdeki dagilis1 cok daha smirhdir. Kurtlar 6ncelikle yaklasik olarak 75° N den
12° N enleme kadar Ozellikle Kanada, Alaska, Kuzey Amerika ve Asya'da vahsi
insanlardan uzak alanlarda bulunmaktadir. Gri kurdun ginimuzdeki yayilisi Sekil
1.2'de gosterilmektedir [68].
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Sekil 1.2. Canis lupus Linnaeus, 1758’un Diinya’daki yayilis1 [68].

1.1.1.3. Tar: Canis aureus (Linnaeus, 1758)
1.1.1.3.1. Gérunusu

Altin ¢akal olarak bilinen Canis aureus orta blytklikte bir kanid olup Canis
cinsinin en tipik temsilcisidir. Erkek ve disi bireyler arasinda viicut agirligi bakimindan
yaklasik olarak % 12'lik fark vardir. Temel kirk rengi altin rengidir. Bununla birlikte
kirk rengi mevsimsel olarak soluk krem sarisindan koyu sarimsi kahverengiye kadar
degisiklik gosterebilir. Sirt tarafinda post, genellikle siyah, kahverengi ve beyaz killarin
karisimindan ibarettir. Kuyruk siyah uclu ve bronz renkli puskillidir. Bacaklar

nispeten uzun olup kiguk ayak uclu, narin ayaklar: vardir [68].



1.1.1.3.2. Habitat1 ve Ekolojisi

Altin cakal, kuru habitatlara tolerans: ve omnivor beslenme tarzindan dolayj,
karasal ortamin ¢ok degisik habitatlarinda yasar. C6l ortamindan her zaman yesil olan
ormanlara kadar degisik habitatlar: isgal ederler. Altin ¢akallar, firsat¢i olup geceleyin

insan habitatlarina girerek ¢coplerdeki besinleri de yiyebilirler [70].
1.1.1.3.3. Yayihsi

Altin gakal Afrika'nin bati sahilindeki Senegal'den doguda Misir'a kadar Kuzey
Afrika'da ve Kuzey-dogu Afrika'da genis yayilishidir. Yayilis alan: icerisinde Kuzeyde
Fas, Cezayir ve Libya glineyde Nijerya, Cad ve Tanzanya yer almaktadir. Altin c¢akal
yayilis smirmi  Arabistan yarimadasindan Bati Avrupa iglerine Avusturya ve
Bulgaristan'a ve dogu boyunca Tirkiye, Suriye, Irak, iran, Orta Asya, tim Hindistan
altkitasi, ondan sonra dogu ve gineyde SriLanka, Myanmar, Tayland ve Cin Hindi'ne
kadar genisletmistir (Sekil 1.3) [68].

Yayilig sinir

Sekil 1.3. Canis aureus Linnaeus, 1758’un Dunyada’ki yayilis1 [68].
1.2. ZFX ve ZFY Genleri

Euteryan X kromozomu bir zinc finger geni (insanlarda ZFX ve diger turlerde
Zfx seklinde ifade edilir) icermektedir. Buna karsilik bir homolog gen (insanlarda ZFY
veya diger tiurlerde Zfy) Y kromozomu Uzerinde bulunmaktadir. Bu genler tim
euteryanlarin esey (cinsiyet) kromozomlar: tzerinde yer almaktadir [71]. Euteryan
memelilerdeki X ve Y kromozomlari pseudootozomal bélge denilen kisa bir bolgeyi

paylasirlar ve orada rekombinasyon gerceklesebilir [72]. Zfx lokusunun kromozomal



lokasyonu insanlarda ve farelerde farklidir [73]. Ancak her iki taksonda
pseudootozomal bolgenin digsinda yerlesmistir. Bu yizden X ve Y kromozomal
genlerinin rekombinasyon olmaksizin birbirinden bagimsiz olarak evrimlestigi tahmin
edilmektedir [71]. Bir ¢cok euteryan memeli turii hem X hem de Y kromozomunda tek

bir kopya olarak zinc finger genine sahiptirler [73-75].

Son yillarda yapilan ¢alismalarda Y kromozomu Uzerinde 20 gen tanimlanmis ve
bu genlerin % 55'i erkek bireylerde testislerin gelisimi ve sperm uretimiyle ilgisi
bulunmustur [76]. Zfy geni orjinal olarak testislerin belirleyici faktor oldugu distnilen
zinc finger proteini icin kodlama yapmaktadir. Aktif olarak erkek bireylerde kopyasi
vardir ve spermlerin veya testislerin olgunlasmasiyla ilgili oldugu kabul edilmektedir
[77]. Zfy geni memeli hayvanlarin bir ¢ok turtinde olduk¢a korunmus bir gen olup
kemirgenler ve insanlar ile ilgili popllasyon ¢alismalarinda Y kromozomu icgin ve
yabani yasamla ilgili calismalarda esey spesifik bir belirte¢ olarak kullanilmaktadir [37,
78-80]. Ayrica karnivorlarin geyikgillerin ve kemirgenlerin filogenetik ¢alismalarinda
da kullanilmistir [50, 78, 81].

Y kromozom belirtecleri erkek bireyin genetik ve filocografik tarihinin yeniden
ingaast icin potansiyel olarak yuksek bir degere sahiptir. Disi popilasyon genetigi
calismasi icin kullanilan mitokondriyal DNA'nin avantajli 6zelliklerinin gogu Y
kromozomu ile paylasilir. Ozellikle her ikisi de haploid olup rekombinasyon yapmazlar
ve klonlanarak kalitlanirlar. Ayrica biparental olarak kalitlanan niklear lokuslarla
karsilastirildiginda nispeten hizh bir sekilde evrimlesirler [44, 45, 48, 82, 83]. Insandaki
Y kromozomu bir kisa ve bir uzun kola sahiptir. Kisa koldaki pseudootozomal bolge
2600 kb iken uzun koldaki 500 kb olarak tespit edilmistir [84].



2.BOLUM
MATERYAL VE METOT
2.1. Orneklerin Toplanmasi ve Saklanmasi

Bu c¢alismada, hicbir canli hayvanin yasamina son verilmeden tamamen kara
yollarinda kaza sonucu 6lmis Canidae familyasmin Turkiye'de yayilis gosteren (¢ tiri
kizil tilki (Vulpes vulpes) (Sekil 2.1), gri kurt (Canis lupus) (Sekil 2.2) ve altin ¢akal
(Canis aureus) (Sekil 2.3) 6rneklerine ait 2002—2013 yillar1 arasinda toplanmis dokular,
paternal Y kromozomal DNA’nin Zfy gen bolgesine ait dizileri elde etmek igin
kullanild:.

Almnan dokular, 6li hayvan 6rneklerinden steril ve tek kullanimlik bisturi ile
alindiktan sonra, % 99 etil alkol icerisine konuldu ve ¢alismaya kadar +4 °C de Erciyes
Universitesi, Fen Fakiltesi, Biyoloji Boliimiin’de muhafaza edildi. Calisma sirasinda li¢
kanid tirtnin toplam 93 6rnegine ait dokular kullanildi. Calisilan 6rneklere ait ayrintili
bilgi (lokalite, koordinat, tarih vb.) ve drneklerin (i¢ taksona gore dagilimlari, Sekil 2.4
ve Tablo 2.1'de g0Osterilmistir.

Yapilan c¢alismanin metodu ve kullanilan hayvan 0Ornegi sayisi, Erciyes
Universitesi, Deney Hayvanlar: Yerel Etik Kurulu tarafindan hayvan haklar: ve hayvan

deneyleri etigine uygun bulunmustur.
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Sekil 2.1. Karayolunda motorlu tasitin carpmasi sonucu yasami sonlanmas bir kizil tilki
ornegi, Soke-Aydin, 6rnek no:1406, 09.08.2012 (Fotograf Doga Can TEZ).

Sekil 2.2. Karayolunda motorlu tasitin carpmasi sonucu yasami sonlanmus bir altin cakal
ornegi; Ovacik-Artvin, 6rnek no:1271, 14.08.2009 (Fotograf Servet Ozcan).
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Sekil 2.3. Karayolunda motorlu tasitin carpmas: sonucu 6lmds ve doku aldigimiz bir gri
kurt O6rnegi, Sorgun-Yozgat, 6rnek no:1336, 27.09.2010 (Fotograf Osman
IBIS).
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Sekil 2.4. Vulpes vulpes, Canis aureus ve Canis lupus 6rneklerinin toplandig: yerleri gosteren harita



Tablo 2.1. Toplanan drneklerin listesi, miize numaras: ve koordinat bilgileri.

SiraNo |Haritada |Muze No/Esey |Takson Adi Doku Tipi Lokalite Koordinatlar Tarih
Lokalite
Kodu
1 1 1361/ Disi V. vulpes Kas + Kuyruk Kumlucabaglar 41°40° N 08.11.2010
EDIRNE 26°34’ E
2 2 923 / Erkek V. vulpes Kuyruk + Kas Tagkopru 41°21N 13.07.2002
Babaeski 27°02’E
KIRKLARELI
3 3 610 / Erkek V. vulpes Kuyruk Kandira 41°04’907” N 05.08.2007
KOCAELI 30°10°238” E
41m
4 5 637 / Disi V. vulpes Kuyruk KARABUK 41°09°810” N 23.08.2007
32°38’428” E
304m
5 6 1389 / Erkek V. vulpes Kas Cakiarlarkoyu 38°40°787” N 20.07.2011
Kopribast 28°20°282” E
MANISA 1155feet
6 7 1410/Bilinmiyor | V. vulpes Kas + Kuyruk Uzundere 38°21°197” N 09.08.2011
Gaziemir 27°05’545” E
IZMIR 170m
7 8 1408/ Disi V. vulpes Kas + Kuyruk Selguk 37°56°575” N 09.08.2011
iIzZMiR 27°18°096” E

21m

14



Tablo 2.1’in devami

SiraNo | Haritada Mtize No / Esey | Takson Adi Doku Tipi Lokalite Koordinatlar Tarih
Lokalite
Kodu

8 9 1406 / Erkek V. vulpes Kas Soke ¢ikist 37°45’°415” N 09.08.2011
Kusadasi 27°21°162” E
AYDIN 153m

9 10 1332/Bilinmiyor | V. vulpes Kulak Kurucabiik(Datcaya 36°45°598” N 12.07.2010
30km) 27°54°341” E
Datca 72feet
MUGLA

10 11 1404 / Disi V. vulpes Kas Yaras 37°09°536” N 04.08.2011
MUGLA 28° 28°458” E

720m

11 12 925/ Disi V. vulpes Kuyruk Tavas 02.08.2002
DENizLIi

12 14 1380 / Erkek V. vulpes Alt Dudak Bozan 37°58’228” N 17.07.2011
Dazkir1 29°54°232” E
AFYON 2890feet

13 15 669 / Erkek V. vulpes Kuyruk Dikici koyu 38°00°140” N 07.09.2007
Dinar 30°11°522” E
AFYON 940m

15



Tablo 2.1’in devami

SiraNo | Haritada Mtize No / Esey | Takson Adi Doku Tipi Lokalite Koordinatlar Tarih
Lokalite
Kodu
14 15 670 / Erkek V. vulpes Kuyruk Dikici koyu 38°00°140” N 07.09.2007
Dinar 30°11°522” E
AFYON 940m
15 16 1323/ Disi V. vulpes Kas Aydogmus 37°55’ N 21.06.2010
Keciborlu 30°17 E
ISPARTA
16 17 706 / Disi V. vulpes Kuyruk ISPARTA 37°52’539” N 09.09.2007
30°30°730” E
935m
17 18 707 / Disi V. vulpes Kuyruk Egirdir 37°50°753” N 09.09.2007
ISPARTA 30°51°579” E
922m
18 19 924 | Erkek V. vulpes Kuyruk + Kas Egirdir 37°50’ N 02.08.2002
ISPARTA 30°51’ E
19 20 668 / Disi V. vulpes Kuyruk ISPARTA 38°03°203” N 06.09.2007
31°25’615” E
1200m
20 21 1107/ Disi V. vulpes Kas + Kulak ligin 38°18°062”" N 07.09.2008
KONYA 31°39’356” E

1080m
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Tablo 2.1’in devami

SiraNo | Haritada Mtize No / Esey | Takson Adi Doku Tipi Lokalite Koordinatlar Tarih
Lokalite
Kodu
21 22 1326/Bilinmiyor | V. vulpes Kas Avsar koyi 37°42°477” N 08.07.2010
Beysehir 31°44°533” E
KONYA 1140m
22 23 1377/Bilinmiyor | V. vulpes Kas Sarikdy 37°47° N 16.07.2011
Beysehir, KONYA 31°48’ E
23 24 1111/ Erkek V. vulpes Kas + Kulak Beysehir 37°54°691” N 10.09.2008
KONYA 31°56°955” E
1270m
24 25 664 / Disi V. vulpes Kuyruk KONYA 37°53’613” N 05.09.2007
32°09°022” E
1565m
25 26 1434/ Disi V. vulpes Kas Seydisehir 37°45’°037” N 08.11.2011
KONYA 32°05’392” E
1573m
26 27 1122/ Disi V. vulpes Kas + Kulak KONYA 37°45’674” N 14.09.2008
32°12°683” E
1328m
27 28 926 / Erkek V. vulpes Kuyruk 20.km G. Konya 01.07.2003

Seydisehir yolu
KONYA
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Tablo 2.1’in devami

SiraNo | Haritada Mtize No / Esey | Takson Adi Doku Tipi Lokalite Koordinatlar Tarih
Lokalite
Kodu
28 29 663 / Disi V. vulpes Kuyruk KONYA 38°01°340” N 05.09.2007
32°51°829” E
1001m
29 30 1325/ Erkek V. vulpes Kulak Zincirli 38°02" N 08.07.2010
KONYA 32°53’E
30 31 1495/ Disi V. vulpes Kulak Cumra 37°21°751” N 10.08.2012
KONYA 32°47°701” E
1064m
31 32 1480 / Erkek V. vulpes Kulak Zengen 37°49°219” N 07.08.2012
Eregli 34°16°607” E
KONYA 3615feet
32 33 1248/Bilinmiyor | V. vulpes Kulak + Kuyruk Geris Akseki 36°58°049” N 17.7.2009
ANTALYA 31°44°840” E
748m
33 34 1494 | Erkek V. vulpes Kulak KARAMAN 37°11°653” N 10.08.2012
33°08°748” E
1035m
34 35 1017/ Disi V. vulpes Kas + Kulak Kayatdnu mah. 37°14°318” N 29.07.2008
KARAMAN 33°21°128” E

1039m

18



Tablo 2.1’in devami

SiraNo | Haritada Mtize No / Esey | Takson Adi Doku Tipi Lokalite Koordinatlar Tarih
Lokalite
Kodu

35 36 627 / Erkek V. vulpes Kuyruk Kemerhisar 37°45°509” N 20.08.2007
Bor 34°34°032” E
NiGDE 1128m

36 37 708/Bilinmiyor | V. vulpes Kuyruk Carikh 38°11°639” N 22.09.2007
NiGDE 34°59’174” E

1368m

37 38 927 [ Erkek V. vulpes Kas Kanlikavak 11.08.2003
Goksun
K.MARAS

38 39 1356 / Erkek V. vulpes Deri Ergani 38°15" N
DIYARBAKIR 39°46° E

39 40 803 / Erkek V. vulpes Kas Arguvan 22.06.2008
MALATYA

40 41 1160/ Disi V. vulpes Kulak Pinarbasi 38°43’N 06.02.2009
KAYSERI 36°33’E

41 42 953/ Disi V. vulpes Kulak Pinarbasi 38°41°848” N 11.07.2008
KAYSERI 36°21°790” E

1546m
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Tablo 2.1’in devami

SiraNo | Haritada Mtize No / Esey | Takson Adi Doku Tipi Lokalite Koordinatlar Tarih
Lokalite
Kodu
42 43 952 / Erkek V. vulpes Kulak Erciyes Dag1 38°31’587” N 11.07.2008
KAYSERI 35°31°566” E
2215m
43 44 1108/Bilinmiyor | V. vulpes Kulak Esmekaya 38°15’152” N 07.09.2008
AKSARAY 33°28’°976” E
971m
44 45 934/ Disi V. vulpes Kuyruk + Kulak AKSARAY 38°30°969” N 08.07.2008
34°21°098” E
1227m
45 46 933/ Erkek V. vulpes Kuyruk + Taberkdl | Acigél 38°32°691” N 08.07.2008
NEVSEHIR 34°29°174” E
1264m
46 47 660 / Erkek V. vulpes Kuyruk Bozca 38°44’331” N 05.09.2007
Avanos 35°02’312” E
NEVSEHIR 1048m
47 48 661/ Disi V. vulpes Kuyruk + Dil Avanos 38°41°409” N 05.09.2007
NEVSEHIR 34° 48°850” E
1012m
48 49 1137/ Erkek V. vulpes Kas + Kulak Calis 38°58°846” N 25.10.2008
NEVSEHIR 34°54°890” E
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Tablo 2.1’in devami

SiraNo | Haritada Mtize No / Esey | Takson Adi Doku Tipi Lokalite Koordinatlar Tarih
Lokalite
Kodu
49 50 1096 / Disi V. vulpes Kas + Kulak KIRSEHIR 39°05’094” N 03.09.2008
34° 16’287 E
1200m
50 51 1497/ Disi V. vulpes Kulak + Kuyruk Sereflikochisar 38°57°381” N 13.08.2012
ANKARA 33°33°780” E
993m
51 52 1496 / Disi V. vulpes Deri Sereflikochisar 39°08°980” N 12.08.2012
ANKARA 33°17°645” E
52 53 1097 / Disi V. vulpes Kulak Elmadag 39°55’348” N 05.09.2008
ANKARA 33°15’923” E
1072m
53 54 1100/ Disi V. vulpes Kas + Kulak ESKISEHIR 39°30°058” N 05.09.2008
31°13’424” E
1028m
54 55 536 / Erkek V. vulpes Kuyruk Ozliice 39°29°185” N 23.07.2007
Bogazliyan 35°04°298” E
YOZGAT 1099 m
55 56 587 / Erkek V. vulpes Kuyruk Bahadin 39°36°066” N 28.07.2007
Sarikaya 35°15’707” E
YOZGAT 1123m
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Tablo 2.1’in devami

SiraNo | Haritada Mtize No / Esey | Takson Adi Doku Tipi Lokalite Koordinatlar Tarih
Lokalite
Kodu
56 59 1438 / Erkek V. vulpes Kulak Topgu koyu 39°43’ N 05.11.2011
YOZGAT 34°49° E
57 60 1439/ Disi V. vulpes kuyruk Divanh koyu 39°45’ N 05.11.2011
YOZGAT 34° 48’ E
58 61 733/ Erkek V. vulpes Kuyruk YOZGAT 39°48°504” N 27.10.2007
34° 46°330” E
1204m
59 62 538/Bilinmiyor | V. vulpes Kas Bogazkale 39°56°087” N 23.07.2007
CORUM 34°42°963” E
1215m
60 63 1337/ Disi V. vulpes Kas + Kulak Alaca 40°18°711” N 27.09.2010
CORUM 34° 48°126” E
3524feet
61 64 777 | Erkek V. vulpes Dil AMASYA 40°41°779” N 11.06.2008
35°48°’765” E
408m
62 65 821/ Disi V. vulpes Kulak Bekdigin 40°59’861” N 29.06.2008
Havza 35°46°125” E
SAMSUN 725m
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Tablo 2.1’in devami

SiraNo | Haritada Mtize No / Esey | Takson Adi Doku Tipi Lokalite Koordinatlar Tarih
Lokalite
Kodu

63 66 1344/ Disi V. vulpes Kulak Bayindir kdyi 41°01’ N 06.11.2010
Kavak 36°02’ E
SAMSUN

64 67 1343/ Disi V. vulpes Kas Ahirli kéyi 41°05" N 31.10.2010
Kavak 35°59" E
SAMSUN

65 68 1345 / Erkek V. vulpes Kas Gocebe koyi 41°09° N 07.11.2010
Kavak 36°08’ E
SAMSUN

66 68 1346 / Disi V. vulpes Kas Gocebe koyi 41°09° N 07.11.2010
Kavak 36°08’ E
SAMSUN

67 69 1254/ Disi V. vulpes Kulak Gokcebayir 40°41°648” N 28.07.2009
Akkus 36°59’460” E
ORDU 1028m

68 70 954/ Erkek V. vulpes Bobrek Karakoca 23.12.2007
Ulubey, ORDU

69 72 760 / Disi V. vulpes Kuyruk + Kas TOKAT 40°03’833” N 08.06.2008

36°29°187” E

1143m
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Tablo 2.1’in devami

SiraNo | Haritada Mtize No / Esey | Takson Adi Doku Tipi Lokalite Koordinatlar Tarih
Lokalite
Kodu
70 73 763 / Erkek V. vulpes Kulak Camlibel TOKAT 40°04°261” N 09.06.2008
36°29°011” E
71 73 1273/ Disi V. vulpes Eos Camlibel gecidi 39°56°971” N 16.08.2009
TOKAT 36°31°742” E
1577m
72 74 1027 / Disi V. vulpes Kas + Kulak Zara 39°51°772” N 18.08.2008
SIVAS 37°37°428” E
1340m
73 75 1266/Bilinmiyor | V. vulpes Kuyruk Seyfibeli gecidi, 39°48°925” N 09.08.2009
(Gokdin) 37°08°300” E
SIVAS 1420m
74 76 1269/ Disi V. vulpes Kas + Kulak Refahiye 39°56°265” N 09.08.2009
ERZINCAN 38°44°499” E
1554m
75 77 1070/ Disi V. vulpes Kas + Kulak Kelkit 40°14°022” N 29.08.2008
GUMUSHANE 39°27°077" E
1723m
76 78 1045 / Erkek V. vulpes Yanak Ilica 39°58°751” N 20.08.2008
ERZURUM 40°56°382” E

1881m
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Tablo 2.1’in devami

SiraNo | Haritada Mtize No / Esey | Takson Adi Doku Tipi Lokalite Koordinatlar Tarih
Lokalite
Kodu
77 79 1046 / Disi V. vulpes Ust Cene Horasan 40°00°299” N 21.08.2008
ERZURUM 41°57°455” E
1594m
78 80 1270/ Disi V. vulpes Kulak + Kuyruk Horosan 40°04°220” N 11.08.2009
ERZURUM 42°14°473” E
1539m
79 82 1409 / Erkek V. vulpes Kas Kars Erzurum ¢ikisi 40°34° N 08.08.2011
KARS 43°02’E
80 84 1470/ Disi V. vulpes Kas + Kuyruk Kagizman yol ayrim: | 41°31°018” N 30.06.2012
KARS 42°57°181” E
1790m
BAKILACAK
81 89 1445/ Disi V. vulpes Kulak Macka 14.12.2011
TRABZON
82 13 1381/ Disi C. aureus/ V. vulpes | Deri Serinhisar 37°37°214” N 17.02.2011
DENizLIi 29°15°493” E
3575feet
83 71 1339/ Disi C. aureus Efirli 41°00°276” N
ORDU 37°49°613” E
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Tablo 2.1’in devami

SiraNo | Haritada Mtize No / Esey | Takson Adi Doku Tipi Lokalite Koordinatlar Tarih
Lokalite
Kodu
84 87 1271/ Erkek C. aureus Kas Ovacik 41°09°095” N
ARTVIN 41°55’162” E
632m
85 88 1257/ Disi C. aureus Kulak 4 Km Bati, Findikh 41°14°840” N
RiZE 41°06°350” E
7m
86 4 1448 | Erkek C. lupus Kuyruk/ Kulak/Kas |Yazica koyu 40°24° N 15.02.2012
Kibriscik 31°57° E
BOLU
87 57 1437/ Erkek C. lupus Kulak Sarikaya 40°00° N 05.11.2011
YOZGAT 35°34’ E
88 58 1336 / Erkek C. lupus Kulak/ Kas Sorgun 39°49°471” N 27.09.2010
YOZGAT 35°03°128” E
3744feet
89 81 1334/ Disi C. lupus Arka Damak Tekman 39°38" N ?
ERZURUM 41°33’E
90 83 1516/ Disi C. lupus KARS 40°37° N 28.02.2013

43°07’ E
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Tablo 2.1’in devami

SiraNo | Haritada Mtize No / Esey | Takson Adi Doku Tipi Lokalite Koordinatlar Tarih
Lokalite
Kodu
91 85 1441 | Erkek C. lupus Dil Karakurt 11.01.2012
KARS
92 86 1518/ Disi C. lupus Nebioglan kdyi 40°58” N 15.04.2013
ARDAHAN 42°55’E
93 90 1460/ Disi C. lupus Kas Abant civari 40°37° N 15.03.2012
BOLU 31°17E
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2.2. Ug Kanid Turune Ait Dokulardan DNA izolasyonu

Turkiye’nin degisik lokalitelerinden toplanan u¢ kanid tlrlne ait 93 ornekten
alinan ve etil alkolde saklanan kas, kuyruk, kulak gibi degisik dokulardan total DNA
elde edilmistir. Total DNA izolasyonu i¢in QIAGEN adh firma tarafindan uretilen ve
ticari olarak satilmakta olan QIAGEN DNeasy® Blood &Tissue Kit kullanilmistir. Bu
caligmada total DNA izolasyonu sirasinda kit ile birlikte gonderilen protokol takip
edilmistir.

2.3. Total DNA izolasyon islemleri:

Tum santrifiij asamalari oda sicaklhiginda (15 — 25 °C) gerceklestirildi.

Vorteks islemi 5 — 10 saniye arasinda yapildi.

Gerekli olmast durumunda Buffer AL ve Buffer ATL 56 °C’ye sitilarak tekrar
¢ozindu.

Kitin ilk kullaniminda Buffer AW1 ve AW2’ye % 99.9” luk Etanol eklendi.

Izolasyona baslamadan once thermal block 56 °C’ye ayarlandh.

Steril 1,5 mI’lik ependorf tupleri etiketlenerek hazirland.

Kitle birlikte gelen DNeasy Mini spin column ve koleksiyon tipleri etiketlendi.

Etil alkolde saklanan dokulardan 25 mg’dan fazla olmayacak sekilde etiketlenmis
tuplere alind1.

Lizis asamasmin daha etkili olabilmesi icin alinan doku parcalar1 daha kuguk pargalara
bolind.

Uzerine 180 pl ATL Buffer eklendi ve tiipler karistirilds.

20 pl Proteinaz K eklendi ve karistirild.

Bu ependorf tipleri daha 6nce +56 °C’ye ayarlanmis thermal block’a alind1.

Dokular tamamen lizis oluncaya kadar burada bekletildi (yaklasik 3 — 4 saat).

Bu slire boyunca ependorf tlpleri diizenli araliklarla (25 — 30 dk) karistirild.

Tamamen lizis olan 6rnekler thermal bloktan alind: ve yaklasik 15 saniye karistirildi.
Uzerine 200 pl AL Buffer eklendi ve karistirildi.

200 pl % 96 — 100’lik etanol eklendi ve karistirildi.

Homojen bir soliisyon elde etmek igin Buffer AL ve etanol miimkin oldugunca ¢abuk
eklendi ve tlpler karistirildi.

Elde edilen karisim dnceden hazirlanmis DNeasy Mini spin column’a aktarildi ve spin

columnlar 2 mP’lik koleksiyon tlpleri igerisine yerlestirildi.
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DNeasy Mini spin columnlar 6.000 rcf’de 1 dakika santrifuj edildi.

Altta biriken sivi ve koleksiyon tiipu atild.

DNeasy Mini spin column yeni bir 2 mI’lik koleksiyon tlpa icerisine yerlestirildi.
Uzerine 500 pl Buffer AW1 eklendi.

DNeasy Mini spin columnlar 6.000 rcf’de 1 dakika santrifuj edildi.

Altta biriken siv1 ve koleksiyon tipu atilds.

DNeasy Mini spin column yeni bir 2ml’lik koleksiyon tipl igerisine yerlestirildi.
Uzerine 500 pl Buffer AW2 eklendi.

DNeasy Mini spin columnlar 20.000 rcf’de 3 dakika santriftj edildi.

Spin column dikkatli bir sekilde siviya degmeden alind.

Altta biriken sivi ve koleksiyon tiipu atild.

DNeasy Mini spin column membranmin kuru olmasi énemlidir. Buradan tasinacak olan
etanol ileriki safhalar igin olumsuz sonug dogurabilir.

Etanoliin membran ile temasi halinde DNeasy Mini spin columnlar tekrar 6.000 rcf’de 1
dakika santriftj edilir.

DNeasy Mini spin columnlar 6nceden etiketlenmis 1,5 ml’lik ependorf tipleri icerisine
yerlestirildi.

Dogrudan membran tzerlerine 200 pl Buffer AE eklendi.

DNeasy Mini spin columnlar oda sicakiginda 1 dakika inkiibasyona birakildh.

6.000 rcf’de 1 dakika santrifij edildi.

Istenilmesi durumunda bu basamak tekrarlanabilir.

DNeasy Mini spin column atilir ve ependorfta biriken sivi +4 °C’de saklanir.

Uzun sireli saklamak i¢in tipler -20 °C’ye alind1.

Yapilan islemler sonucu Total DNA’nin elde edilip edilmediginin anlasilmas: igin
agaroz jel elektroforezi yapild.

2.3.1. Incelenen Orneklerin Cinsiyet Tayini

Doku drnekleri toplanirken mimkin oldugu kadar cinsiyet tayini yapilmaya
caligildi. Bununla beraber bazi 6rneklerin cinsiyet tayini mimkin olmadigindan elde
edilen total DNA’lar, PCR yontemi ile cinsiyet tayini yapilirken kalipp DNA olarak
kullanildi.
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Erkek bireylerin varligini tespit etmek igin;
Lgl331 5-CAA ATC ATG CAAGGATAG AC-3’
Lgl 335 5’-AGA CCT GAT TCC AGA CAG TAC CA-3’ [81] primerleri kullanild1.

Cinsiyet tayininde kullanilan PCR bilesenleri ve miktarlari:

Bilesenler Kullanilan miktar Son konsantrasyon
10X Taq Buffer 2.5 ul 1X

10 uM LgI331 Primer 2.5 ul 1uM

10 uM Yint2 335 Primer 2.5 pl 1uM

10 mM dNTP mix 0.5 ul 200 uM

Taq DNA Polimeraz 5 0.15 pl 2u

u/pl

25 mM MgCI2 1.5ul 2 mM

DNA (/5 oraminda 25y -

seyreltilis)

Steril Distile Su (dH20) 12.85 ul

Total Hacim 25 pl

Hedef bolgenin ¢ogaltiimasi igin gradient 6zelligine sahip thermocycler (SENSOQEST)
kullanild:.
Cinsiyet tayini igin PCR dongu sartlar::

Basamak Sicakhk (°C) Sure Dongu Sayist
On Denatiirasyon 94 °C 5 dakika 1
Denattrasyon 94 °C 30 saniye 30

Baglanma 55 °C 30 saniye 30

Uzama 72 °C 30 saniye 30
Sonlandirma 72 °C 10 dakika 1

2.3.2. 'Y kromozomal DNA'nin ZFY Gen Bolgesinin PCR ile Cogaltiimasi

Calisilan 6rneklerden elde edilen total DNA’lar, amplifiye edilmesi hedeflenen

Y kromozomal DNA'nin Zfy gen bélgesi icin kalip DNA olarak kullanild:.
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Kullanilan primer gifti:

Lgl 331  5-CAA ATC ATG CAA GGA TAG AC-3’ [81]

Yint2 335 5’-GTC CAT TGG ATA ATT CTT TCC-3’'dir [85].

Zfy gen bolgesini amplifiye etmek igin kullanilan PCR bilesenleri ve miktarlar::

Bilesenler Kullanilan miktar Son konsantrasyon
10X Taq Buffer 5 ul 1X

10 uM LgI331 Primer 5ul 1uM

10 uM Yint2 335 Primer 5yl 1uM

10 mM dNTP mix 1l 200 uM

Taq DNA Polimeraz 5 0.3 pl 2u

u/pl

25 mM MgCI2 3ul 2mM

DNA (/5 orannda 5pd e

seyreltilis)

Steril Distile Su (dH20)  25.7 ul

Total Hacim 50 pl

Istenilen bdlgenin  cogaltilmas: icin gradient Gzelligine sahip thermocycler
(SENSOQEST) kullanildu.

Zfy gen bdlgesini amplifiye etmek igin gerekli olan PCR dongu sartlari:

Basamak Sicakhk (°C) Sure Dongu Sayist
On Denatiirasyon 94 °C 5 dakika 1
Denattrasyon 94 °C 30 saniye 35

Baglanma 52 °C 30 saniye 35

Uzama 72 °C 30 saniye 35
Sonlandirma 72 °C 10 dakika 1

2.3.3. PCR Urunlerinin Agaroz Jelde Y iritilmesi ve Gorintiilenmesi

PCR Urint % 2’lik agaroz jelde yurutdldd.
Bunun ic¢in bir erlen igerisine 3 gram agaroz kondu ve (zerine 150 ml 0.5X TAE
(Trisma Base, Glacial Asetic Asid, EDTA) cOzeltisi eklenerek karistirildi.
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Elde edilen karisim mikrodalgada agaroz tamamen ¢oziinene kadar 1sitild.

Agaroz tamamen c¢Oziindlikten sonra (zerine 10 mg/ml’lik Ethidium Bromide
cozeltisinden 9 ul eklendi.

Manyetik karistiricida karisim 50 — 55 °C’ye gelinceye kadar karigtirildi.

Elektroforez tepsisine taraklar yerlestirildi ve karisim yavasca dokuldi.

Agaroz jel tamamen donuncaya kadar beklendi ve donduktan sonra taraklar dikkatlice
jelden alind1.

Elektroforez tepsisi elektroforez tankina yerlestiridi ve tzerine jeli tamamen kaplayacak
kadar 0,5X TAE ¢ozeltisi eklendi.

Elde edilen total DNA’dan 10 pl alinip temiz bir PCR tipine kondu ve Uzerine 2 pl 6X
Loading Dye eklendi, pipetle karistirild.

Karisim jelde acilan kuyucuklara aktarildi.

Bos bir kuyucuga 6 pl 100 bp DNA Ladder konuldu.

Jele 80 volt dogrusal akim verilerek drneklerin jel Gizerinde, elektriksel alanda 60 dakika
yurtiimesi sagland:.

Sure sonunda jel elektroforez tankindan ¢ikarilip géruntiileme cihazina yerlestirildi ve

UV altinda gorintulenip fotografi cekildi.

2.3.4. PCR Urunlerinin DNA Dizi Analizi

Uc Kkanid turtine ait her bir érnek icin spesifik primer ciftleri kullanilarak elde
edilen PCR urunlerinin saflastiriimas: ve DNA dizi analiz islemleri, PCR asamasindaki
primer ¢ifti kullanilarak hem ileri hem de geri yonde hizmet alimi1 ile yapildi. RefGen
(ODTU-Teknopark/Ankara) Gen Arastirmalar: ve Biyoteknoloji Laboratuari’nda ABI
3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) kullanilarak ham DNA dizi verileri elde
edildi.

2.3.5. 'Y Kromozomal DNA'nin Zfy Gen Bolgesine Ait Dizilerin Okunmasi

ve Duzenlenmesi

DNA dizi analizi ile elde edilen G¢ kanid tlrlne ait tim ham DNA dizilerinin
diizenlenmesi ve hizalanmasi BioEdit programi [86] ile her drnek icin ayr1 ayr1 yapild.
Ug kanid tiiriiniin her bir 6rnege ait ileri ve geri yondeki Y kromozom DNA Zfy gen
bolgesi dizi verileri, alt alta gelecek sekilde birlestirildi. Bu islemden sonra ileri ve geri

primerler ile elde edilen DNA dizileri ve kromatogramlari birlikte gézden gegirilerek ve
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her bir tur igin ilgili bélgenin ortak dizisi olusturuldu. Ayni baz dizisi uzunluga getirilen
ve birlestirilen tim diziler diger programlar tarafindan da okunabilmesi ve diger dosya
tiplerine donusturulebilmesi icin FASTA ve NEXUS dosya formatlarinda kaydedildi.

2.3.6. Y Kromozom DNA Zfy Gen Bolgesi Dizilerinin Genetik Analizi

Turkiye'de yayilis gosteren l¢ kanid tlrtne ait orneklerden elde edilen Y
kromozom DNA Zfy gen bolgesine ait DNA dizileri, her bir takson igin ayr1 ayr1 bir
araya getirildi ve her bir tir icin DNA veri seti olusturuldu. Olusturulan veri seti
icerisindeki haplotip sayisini (farkli baz dizisine sahip diziler) ve her bir haplotipe sahip
ornekleri tespit etmek icin DnaSP v.5.00.04 [87] program: kullanildi. Farkli baz dizisine
sahip ornekler alinarak sadece haplotipleri iceren yeni bir veri seti olusturuldu. Bu veri
seti genetik analizlerde kullanild.

3 ture ait Gen Bankasi'ndan (NCBI: National Center for Biotechnology
Information) elde edilen Y kromozom DNA Zfy gen bdlgesi dizileri (Tablo 2.2) ile bu
caligmada bulunan haplotipler, her bir tir igcin ayri1 ayri bir araya getirilerek hem
karsilastirma yapildi hem de yeni DNA veri setleri elde edildi. Gen Bankas: ve bu
caligmadan elde edilen dizilerin karsilastirmas: ve veri seti olusturmak icin DnaSP
v.5.00.04 [87] program1 kullanildi. Turkiye'den toplanan tg¢ kanid tirtine ait 6rneklerden
elde edilen veri setindeki diziler arasindaki genetik uzaklik degerleri, Kimura 2-
Parametre (K2P) [88] baz degisim modeli secilerek hesaplandi. Ayrica, 10.000 tekrarl:
Neighbor Joining (Komsu birlestirme) analizi, MEGAS5 [89] programinda Kimura-2-
Parametre baz degisim modeli kullanilarak yapild.

Tablo 2.2. Gen Bankasi'ndan elde edilen Canidae familyasinin (¢ tlrine ait Y
kromozom DNA Zfy gen bolgesi dizileri

Sira Erisim Takson Lokalite Kaynak
Numarasi
1. AB622140 V. vulpes Japonya, Hokkoido [34]
2. AB622147 C. lupus Asahiyama Hayvanat Bahgesi [34]
3. KF021270 C. lupus Bilinmiyor [Yayin yok]
4. AB622145 C. aureus Bulgaristan [34]
5. KF021269 C. aureus Bilinmiyor [Yayin yok]
6. FN421125 Martes martes Bilinmiyor [90]

Dizilerin baz kromatogrami, Geneious version (R6.1.6) programiyla [91] elde edildi.



3. BOLUM
BULGULAR

3.1. U¢ Kanid Turanin (Vulpes vulpes, Canis lupus ve C. aureus) Y Kromozom
DNA Zfy Gen Boélgesinin Analizi

Bu cahsmada Turkiye karayollarinda motorlu tasitlarin carpmasi sonucu
yasammi kaybetmis Canidae Familyasinin g tirine (Vulpes vulpes, Canis lupus ve C.
aureus) ait 6rnekler kullanilds.

Vulpes vulpes (Linnaeus, 1758)

1758. Canis vulpes Linnaeus, Syst. Nat., 10th ed.,1:40.
Tip Yeri: Upsala, Isvec.

Canis lupus Linnaeus, 1758
1758. Canis lupus Linnaeus,

Tip Yeri: Isvec.

Canis aureus Linnaeus, 1758
1758. Canis aureus Linnaeus,

Tip Yeri: Benna daglari, Laristan, iran.

Ug tire ait 6rneklerden alinan dokulardan once, total DNA elde edildi. Total
DNA elde edilmesi basarili olan 6rneklerin cinsiyet tayini ve hedeflenen gen bdlgesinin

(Y kromozom DNA Zfy gen bolgesi) PCR ile ¢cogaltilmas: islemi yapild.
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3.1.1. dncelenen Ug Tire (Vulpes vulpes, Canis lupus ve C. aureus) Ait
Orneklerden Total DNA izolasyonu

Turkiye’nin degisik lokalitelerinden toplanan Vulpes vulpes (81), Canis lupus
(8) ve C. aureus (4) tirlerine ait toplam 93 drnekten alinan ve etil alkolde saklanan kas,
kuyruk, kulak gibi degisik dokulardan total DNA elde edildi. Ug tiire ait 6rneklerin
degisik dokularindan elde edilen total DNA'lar, % 1’lik agaroz jelde yurutildi ve UV
altinda gorintilendi. Bu ¢alismada sadece kizil tilkilere ait jel goruntist verildi (Sekil
3.1).

1439 1344 1361 1389 1343 1408 1345 1404 1380 1337 1346

Sekil 3.1. Kizil tilki (Vulpes vulpes) tirtine ait total DNA’larin agaroz jel gorunttsu

3.1.2. incelenen Ug Tiire (Vulpes vulpes, Canis lupus ve C. aureus) Ait
Orneklerin Cinsiyet Tayini

Total DNA eldesi basarili olan 81 V. vulpes, 8 adet C. lupus ve 4 adet C. aureus
orneginden doku ahnirken go6zleme dayali olarak bir kisminin cinsiyet tayini
yapilmasina ragmen doku 6rneklemesi farkli kisiler tarafindan yapildig: i¢in Lgl-331 ve
Lgl-335 primer cifti kullanilarak toplam 93 Ornegin cinsiyet tayini yapildi. Cinsiyet
tayini sonucunda V. vulpes tiirline ait 81 érnekten 67’°sinin cinsiyeti belirlenebildi ve 32
ornegin erkek ve 35 6rnegin disi oldugu tespit edildi, C. lupus tirtine ait cinsiyet tayini
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yapilan 8 drnekten 4’(inlin erkek ve 4’nlinde disi oldugu, C. aureus tirine ait cinsiyet
tayini yapilan 4 6rnekten 1’nin erkek ve 3’niin disi oldugu tespit edildi.

Canidae familyasinin Turkiye'de yayilis gosteren Ug tlrtne ait Orneklerin
cinsiyet tayini icin elde edilen PCR drlnleri, % 2’lik agaroz jelde yurdtuldid ve UV
altinda goriintilendi. Bu ¢alismada sadece kizil tilkilere ait jel goruntst verildi (Sekil
3.2). Jel goruntuleri (Sekil 3.2) incelendiginde cift bantlar erkek 6rnekleri, tek bantlar
ise disi 0rnekleri ifade etmektedir.

1254 1439 1344 1361 1389 1343 1408 1345 1404 1380 1337 1346 1406 nk.

Sekil 3.2 Kizal tilki (Vulpes vulpes) tlrlne ait 6rneklerin cinsiyet tayini icin Lgl 331 ve
Lgl 335 primerleri kullanilarak elde edilen PCR  (r(nlerinin agaroz jel
elektroforez gorintisu.

Cinsiyet tayininden sonra g ture ait 0rneklerin erkek/ disi oran1 hesapland: ve

oranlar Tablo 3.1'de verildi.

Tablo 3.1. Turkiye'de yayilis gosteren ug¢ kanid turine (Vulpes vulpes, Canis lupus ve
C. aureus) ait cinsiyet oran.

TUR Toplam 0rnek | Tespitedilen | Tespit edilen Erkek / disi
sayisi Erkek sayisi Disi sayis1 orani
Vulpes vulpes 81 32 35 0,91
Canis lupus 8 4 4 1
Canis aureus 4 1 3 0,33
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3.1.3. Incelenen Ug Tiire (Vulpes vulpes, Canis lupus ve C. aureus) Ait
Orneklerin Y Krozomal DNA Zfy Gen Bolgesinin PCR ile
Cogaltilmasi

Cinsiyet tayini sonucunda erkek oldugu tespit edilen g tlre ait toplam 37
ornegin total DNA’lar1, Lgl 331 ve Yint2 335 spesifik primer cifti ile Y krozomal DNA
Zfy gen bolgesinin ¢ogaltilmasi igin kaynak olarak kullanildi. Y krozomal DNA Zfy
gen bolgesinin yaklasik 600 bg¢'lik kismi spesifik primer ciftleri kullanilarak PCR ile
cogaltildi. Cogaltma islemi sonucunda elde edilen PCR drlnlerinin kalitesi ve
blyikligunu kontrol etmek amaciyla PCR driinleri, % 2’lik agaroz jelde ydrataldu ve
UV altinda gorintulenip fotografi alindi. Bu galismada sadece kizil tilkilere ait jel

goruntusu verildi (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Kizil tilki (Vulpes vulpes) tirine ait 6rneklerin Y kromozom DNA Zfy gen
bolgesi icin Lgl 331 ve Yint2 335 primerleri kullanilarak elde edilen PCR
urtinlerinin agaroz jel elektroforez goruntisa.

3.2. incelenen Ug Tiire (Vulpes vulpes, Canis lupus ve C. aureus) Ait Orneklerin
Y Kromozomal DNA Zfy Gen Bolgesi Dizilerinin Genetik Analizi

Kizil tilki (Vulpes vulpes) tirine ait erkek oldugu belirlenen 32 6rnekten 31'inin,
gri kurt (C. lupus) tirlne ait erkek oldugu belirlenen 4'Ginin ve altin ¢akal (C. aureus)
tirtne ait erkek oldugu belirlenen 1 6rnegin Y kromozomal DNA Zfy gen bolgesinin
yaklasik olarak 539-562 b¢'lik dizileri, DNA dizi analizi sonucunda elde edildi.
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3.2.1. Kuzl Tilki (Vulpes vulpes) Turine Ait Orneklerden Elde Edilen Y
Kromozom DNA Zfy Gen Bolgesi Dizilerinin Genetik Analizi

Kizil tilki (Vulpes vulpes) tirine ait 31 erkek oOrnegin DNA dizi analizi
sonucunda elde edilen Y kromozomal DNA’nin Zfy gen bolgesi dizileri, BioEdit
programiyla hizaland: [86] ve hizalama sonucunda 31 Ornege ait 539 bg¢ uzunlugundaki
diziler tespit edildi. Zfy gen bdlgesi dizilerinin BioEdit programina aktarilmasiyla
program Uzerinden Gen Bankas1 veri tabaninda her bir dizinin BLAST analizi yapild:.
BLAST analizi sonucunda 31 erkek 6rnegin Zfy gen bdlgesi dizisinin (539 bg) V. vulpes

tirdne ait oldugu belirlendi.

Turkiye’nin degisik bolgelerinden toplanmis ve V. vulpes turine ait oldugu tespit
edilen 31 Zfy gen bdlgesi dizisinin (539 bg¢) DnaSP v.5.00.04 programi [87] ile yapilan
analiz sonucunda bir haplotipi temsil ettigi ve Tlrkiye’de yayilis gosteren kizil tilki (V.
vulpes) turunun analizi yapilan gen bolgesinin genetik varyasyon gostermedigi tespit
edildi (Tablo 3.2, Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Vulpes vulpes'in baz kromatogrami.
3.2.2. Gri Kurt (Canis lupus) Turiine Ait Orneklerden Elde Edilen Y
Kromozom DNA Zfy Gen Bolgesi Dizilerinin Genetik Analizi

Gri kurt (Canis lupus) turune ait 4 erkek 6rnegin DNA dizi analizi sonucunda
elde edilen Y kromozomal DNA’nin Zfy gen bolgesi dizileri, BioEdit [86] programiyla
hizaland1 ve hizalama sonucunda 4 6rnege ait 562 b¢ uzunlugunda diziler tespit edildi.
Zfy gen bolgesi dizilerinin BioEdit [86] programina aktarilmasiyla program tzerinden
Gen Bankas: veri tabaninda her bir dizinin BLAST analizi yapildi. BLAST analizi
sonucunda 4 erkek bireyin Zfy gen bolgesi dizisinin (562 b¢) Canis lupus turine ait
oldugu belirlendi.

Turkiye’nin degisik bdlgelerinden toplanmis ve C. lupus turtine ait oldugu
belirlenen 4 Zfy gen bdlgesi dizisinin (562 bg¢) DnaSP programi [87] ile yapilan analiz
sonucunda bir haplotipi temsil ettigi ve Turkiye’de yayilis gosteren gri kurt (C. lupus)
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turintn analizi yapilan gen bolgesinin genetik varyasyon gostermedigi tespit edildi

(Tablo 3.2, Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Canis lupus'un dizi kromatograma.

3.2.3. Altin Cakal (Canis aureus) Turune Ait Orneklerden Elde Edilen Y
Kromozom DNA Zfy Gen Boélgesi Dizilerinin Genetik Analizi

Altin ¢akal (Canis aureus) tirtine ait bir 6rnegin DNA dizi analizi sonucunda
elde edilen Y kromozomal DNA’nin Zfy gen bdlgesi dizileri, BioEdit programiyla
hizaland1 [86] ve hizalama sonucunda bir 6rnege ait 546 b¢ uzunlugunda diziler tespit
edildi. Zfy gen bolgesi dizilerinin BioEdit programina aktariimasiyla program lzerinden
Gen Bankas: veri tabaninda her bir dizinin BLAST analizi yapildi. BLAST analizi
sonucunda dort erkek bireyin Zfy gen bdlgesi dizisinin (562 bg) C. aureus turine ait

oldugu belirlendi.
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Turkiye’den C. aureus turiine ait 1 Zfy gen bdlgesi dizisinin (546 bg) DnaSP
[87] program ile yapilan analiz sonucunda bir haplotipi temsil ettigi tespit edildi (Tablo
3.2, Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Canis aureus‘un dizi kromatogrami.

Tablo 3.2. Tirkiye’de yayilis gosteren (¢ kanid tirinin baz kompozisyonu

Tur T C A G Total
Vulpes vulpes 30,42 18,92 34,32 16,32 539
Canis lupus 31,31 18,68 32,91 17,08 562
Canis aureus 30,58 18,31 34,24 16,84 546
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3.2.4. Ug Kanid Turtine (Vulpes vulpes, Canis lupus ve C. aureus) Ait
Orneklerin Y Kromozomal DNA Zfy Gen Bolgesi Dizileri Arasindaki
Genetik Uzakhk Degerlerinin Hesaplanmasi ve Neighbor-Joining

Analizi

Turkiye’den (¢ kanid tirtine ait haplotipler arasindaki genetik uzaklik degerleri,
MEGAS [89] programi ve K2P baz degisim modeli [88] kullanilarak elde edildi (Tablo
3.3). Tablo 3.3’e gore, en buyik genetik uzaklik degeri (0,0250), C. lupus ile V. vulpes
arasinda tespit edildi. V. vulpes ile C. aureus arasindaki genetik uzaklik degeri ise
0,0211°dir. C. lupus ile C. aureus arasindaki deger ise en kicuk genetik uzaklik
degeridir (0,0038).

Tablo 3.3. Kimura 2-Parametre baz degisim modeli kullanilarak hesaplanmis ¢ kanid
tlrtne ait Turkiye haplotipleri arasindaki genetik uzaklik degerleri

1 2 3
1. Canis aureus 0,0000
2. Canis lupus 0,0038 0,0000

3. Vulpes vulpes 0,0211  0,0250  0,0000

Uc kanid tiriine ait haplotipler arasindaki filogenetik iliskileri gostermek igin,
MEGAS [89] programi ile K2P baz degisim modeli [88] ve dis grup olarak Martes
martes haplotipi kullanilarak 10.000 tekrarli NJ agaci (Sekil 3.7) elde edildi. NJ agaci
(Sekil 3.7) incelendiginde iki Canis turtnin haplotipleri % 98 bootstrap degeriyle

desteklenerek birlikte kiimelendigi gorilmektedir.

—98|: Canis aureus (Altm Cakal) Tiirkiye
Canis Iupus (Gri Kurt)_Tiirkiye

Vulpes vulpes (Kuzl Tilki) Tiirkive
FN421125 Martes martes Dhsgrup

Sekik 3.7. Turkiye'de yayilis gosteren U¢ kanid turtne ait 6rneklerden tespit edilen
haplotipler arasindaki iliskiyi gosteren 10.000 tekrarli NJ agaci
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3.3. Tlrkiye'de Yayihs Gosteren Ug Kanid Turiine (Vulpes vulpes, Canis lupus
ve C. aureus) Ait Diziler ile Gen Bankasindan Elde Edilen Y Kromozom
DNA Zfy Gen Bolgesi Dizilerinin Birlikte Genetik Analizi

Kiuzil tilki (Vulpes vulpes) tiri icin Gen Bankasi'nda yapilan tarama sonucunda
ait bir adet Zfy gen bolgesi dizisi tespit edildi. Japonya'nin Hokkaido bdlgesinden kizil
tilki turtune ait AB622140 erisim numarali bu dizi (932 bg) [34] ile Tirkiye'den tespit
edilen 532 bg lik dizinin karsilastirilmasi sonucunda her iki dizinin ayni oldugu ve

herhangi bir genetik varyasyonun olmadig: belirlendi.

Gri kurt (Canis lupus) tird icin Gen Bankasi’nda yapilan tarama sonucunda iki
dizi tespit edildi. AB622147 (Asahiyama Hayvanat Bahcesi, Japan) [34] erisim
numarali 953 bg lik bir adet Zfy gen bolgesi dizisi tespit edildi. Yapilan karsilastirma
sonucunda Turkiye'den tespit edilen 562 b¢ uzunlugundaki dizi ile Gen Bankasi’ndan
elde edilen dizinin ayn1 oldugu gozlendi. KF021270 [yayinlanmamig ¢alisma] erigim
numaral dizi ise 594 bg¢ uzunlugunda olup Turkiye'den tespit edilen dizinin 549 bg¢'lik

kismiyla karsilastirildiginda ayni oldugu ve genetik varyasyon gostermedigi belirlendi.

Altin ¢akal (Canis aureus) tirl igin Gen Banksi'nda yapilan tarama sonucunda
iki dizi tespit edildi. AB622145 erisim numaral: [34] (Bulgaristan) dizinin 1146 bg'lik
kismi ile Turkiye'den tespit edilen dizinin 546 b¢’lik kismi ayni oldugu, KF021269
[yayinlanmamis ¢alisma] erisim numarali 566 bg¢ uzunluktaki dizi ile Tirkiye'den tespit
edilen dizinin 521 b¢ uzunlugundaki kismmin ayni oldugu ve genetik varyasyon

gOstermedigi belirlendi.



4. BOLUM
TARTISMA VE SONUC

4.1. Tartisma

Bu c¢alisma, Y kromozomal DNA'min Zfy final intron dizilerini kullanarak
Turkiye'de yayilis gosteren Canidae familyasina ait g ttrdeki genetik varyasyonu tespit
etmek ve Gen Bankasi'ndan elde edilen Zfy final intron dizileri ile birlikte Turkiye'de
yayilis gosteren kizil tilki, gri kurt ve altin ¢akala ait Zfy gen bolgesindeki dizilerin
karsilastirilmas: i¢in yapildi. Bu c¢alisma, Tirkiye'de yayilis goOsteren Canidae
familyasun G¢ turunun (Vulpes vulpes, Canis aureus ve Canis lupus) bir molekiler

belirte¢ olan paternal Y kromozom DNA'y1 kullanarak yapilan ilk ¢calismadir.

Son yirmi yil icerisinde Canidae familyasmin Gg¢ tard ile ilgili olarak Diinya’nin
degisik bolgelerinden elde edilen drneklere dayanilarak yapilan ¢ok sayida calismada
molekdler belirtecler kullanilmis boylece bu tirlerin genetik cesitliligi ve filogenetik
iligkileri arastirilmistir [5-35, 50, 51, 53, 57, 59-62].

Canidae familyasmin (g ttrinden biri olan kizil tilkileri kapsayan molekdiler
temelli calismalardan Frati ve ark. [5], Akdeniz havzasindan elde ettigi kizil tilki
orneklerinin hem allozim hem de mitokondriyal DNA sitokrom b bolgesini kullanarak
kizil tilki tdrdnun genetik yapisini ve kuvarterner donemi yayilmasimni ortaya ¢ikarmaya
calistilar. Simonsen ve ark. [14], izozimleri kullanarak kizil tilkideki genetik
farklilasmay: tespit etmeye calistilar. Inoue ve ark. [17], Kuzey Japonya'da yayilis
gosteren kizil tilki turintn mitokondriyal DNA filocografyasini ortaya gikarmak igin
mitokondriyal kontrol bdlgesi (d-loop) ve sitokrom b dizilerini kullandilar ve
Japonya'dan iki ayri1 haplogrup rapor ettiler. Kirschning ve ark. [18] ise, sadece
mitokondriyal DNA kontrol bélgesini (d-loop) kullanarak Sirbistan‘daki kizil tilkilerin
populasyon genetigi analizini yaptilar. Perrine ve ark. [19], mitokondriyal sitokrom b

bolgesini kullanarak Kaliforniya'daki kritik seviyede tehlikede olan Sierra Nevada kizil
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tilkisinin gen akisin1 ve popilasyon yapisini arastirdilar. Aubry ve ark. [20] ise
mitokondriyal belirtecler olan d-loop (kontrol bdlgesi) ve sitokrom b'yi kullanarak
Avrasya'dan Ornekler ile birlikte Kuzey Amerika'daki kizil tilkilerin filocografyasini
ortaya koydular. Sacks ve ark. [223], Kuzey Amerika daglik alanda yer alan Sacramento
vadisindeki kizil tilkilerin kdkenini, populasyon pargalanmasini ve yayilmasini, genetik
yapisimi Ve filocografyasini hem mitokondriyal sitokrom b ve kontrol bélgesi dizilerini
hem de mikrosatellit analizi yaparak arastirirken Sacks ve ark. [24] ise Kuzey
Amerika'ya 0zgu kizil tilkilerle sonradan sokulmus tilkiler arasinda hibrid zon olup
olmadigin1 hem maternal kokenli mitokondriyal sitokrom b hem de niklear

mikrosatellitleri ve SNP'leri (Single Nucleotide Polymorphism) kullanarak arastirmistir.

Son zamanlarda yapilmis calismalardan biri Teacher ve ark. [26] Avrupa'daki
modern ve eski kizil tilkilerin mitokondriyal DNA'larin: (sitokrom b ve kontrol bolgesi)
kullanarak son ve tarihsel filocografik deseni agiklamaya calismislardir. Edwards ve
ark. [27] tarafindan yapilan calismada mitokondriyal kontrol bdlgesi (d-loop) ve
sitokrom b Avrupa ve Britanya Adalari boyunca kizil tilkinin zamansal olarak genetik
varyasyonunu arastirilmistir. Statham ve ark. [29] Kuzey Amerika'ya en son yerlesmis
kizil tilkilerin kokenini mitokondriyal belirtecler (sitokrom b ve d-loop) kullanarak
tespit etemeye calistilar. Yu ve ark. [30] ise mitokondriyal sitokrom b dizi
varyasyonlarina dayanarak Kore kizil tilkilerinin filogenetik analizini yaparak yeni
gOrusler ortaya koydular. Kutschera ve ark. [32], daha 6nce yayinlanmis mitokondriyal
kontrol bolgesi (d-loop) dizileriyle birlikte birka¢ Avrupa populasyonu ile Sibirya'dan
yeni elde ettikleri dizileri kullanarak kizil tilkilerdeki filocografik olaylar igin zaman
skalas1 ve smir1 genis bir sentez yapmiglardir. Diger bir kanid tlr olan gri kurt (Canis
lupus) ile ilgili olarak Randi ve ark. [10], italya'da gri kurtlardaki allozim degiskenligini
arastirmiglar ve elektroforez analizlerine gore son yizyilda niiklear gen lokuslarindaki
genetik degiskenlikte azalma olmadigmni bulmuslardir. Lorenzini ve Fico [11], italya'da
yayilis gosteren gri kurt ve kopek tarafindan paylasiimis olan enzim polimorfizmi ile
ilgili bir genetik calisma yapmislar ve italya'daki kurtlar ile ilgili koruma onerilerinde
bulunmuslardir. Forbes ve Boyd [12], Amerika Birlesik Devletleri'ndeki yerli ve
sonradan sokulmus Kayalhik Daglari kurt populasyonunun genetik yapisini DNA
mikrosatellit analizi ile belirlemeye calistilar. Gri kurdun populasyon tarihi ve

mitokondriyal DNA filocografyasi, Vila ve ark. [13] tarafindan arastirilmistir. Sharma
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ve ark. [15], Hindistan'daki eski kurt soy hatlarmi mitokondriyal belite¢ kullanarak
arastirmistir. Aggarwal ve ark. [16], U¢ mitokondriyal belirtecini (16S rRNA,
cytochrome b, D-loop) kullandilar ve Hindistan kurt popilasyonun iki ayr1 kurt turine
ait oldugunu o6nerdiler. Japon kurdunun mitokondriyal DNA analizini kontrol bdlgesi
dizilerini kullanarak yapan Ishiguro ve ark. [21], evcil kopek ile de karsilastirma

yaptilar.

Sirbistan'da altin ¢akallardaki kurucu etkisi, farklilasma ve genetik degiskenlik
Zachos ve ark, [22] tarafindan mitkondriyal belirte¢ olan kontrol bdlgesi ve
mikrosatellitler ~ kullanilarak  arastirilmis  ve  kontrol  bdlgesinde  varyasyon
gOzlenmedigini belirtilmistir. Gomerci¢ ve ark. [8], mitokondriyal kontrol bolgesi (d-
loop) kullanarak Hirvatistan'da yayilis gésteren gri kurdun populasyon genetik analizini
yaptilar ve bu bolgedeki gri kurdun cesitliligi hakkinda yeni gorlsler ortaya koydular.
Rueness ve ark. [25]'a gore Canis aureus lupaster altin ¢cakal ve Misir'a endemik degil
bilakis kriptik bir Afrika kurdu oldugunu dort mitokondriyal belirte¢ (sitokrom b, d-
loop, 16S ve 12S) kullanarak ileri sirmuslerdir. Mitokondriyal belirtecleri (sitokrom b
ve kontrol bolgesi) kullanan Gaubert ve ark. [28], gri kurtla ilgili olarak Kuzey-Dogu
Afrika'da yeni bir mitokondiriyal soy hattin1 kesfetmisler ve elde ettikleri sonuglara gore
kita Gzerinde kriptik bir kanid varhigmi Onermislerdir. Mikrosatellit belirteglerini
kullanan Khosravi ve ark. [33], serbest dolasan evcil képekler ile Iran yabani kurdu
arasindaki hibritlesmeyi tespit etmeye calismislardir. Kanid turlerinden altin cakalla
ilgili olarak Cohen ve ark. [31], israil'deki kizil tilki ile birlikte altin cakal
populasyonlarinin  genetik 6zelliklerini  mikrosatellitlerle belirleyerek popilasyon

genetigi analizi yapmiglardur.

Karnivor memelilerin 'Y kromozom DNA's1 ile ilgili calismalar da vardir.
Bunlardan biri olan ¢alismada Williams ve ark. [35], koyunlar icin bir predatér olan
Canis latrans bireylerinin koyunlara saldirdiktan sonra olusan yaralar tzerinde bulasan
tikrik salgisindan predatori tanimlamak igin kullandiklari metotta tur ve esey
tanimlamas: igin Zfy ve Zfx gen bdlgelerini ¢ogaltmislar, ancak bu arastiricilar dizi

analizi yapmamuslardir.

Shaw ve ark. [37], kanidlerin de i¢inde oldugu karasal ve deniz memelilerini
kapsayan cok sayida tlr icin esey tespiti yapmada kullanilan PCR tabanli bir metot

gelistirdiler ve Zfx ile Zfy genleri iginde bir intronu amplifiye ettiler. Memeli hayvanlar
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icin karnivor tdrlerini de kapsayan cinsiyet tespiti icin guvenilir bir metot
gelistirmiglerdir. Bu arastiricilar, Zfx ve Zfy intronlar: arasindaki biyiklik varyasyonu,
erkek bireyler icin Y spesifik bir bandin ortaya ¢ikmasiyla sonuglandigmi ve Zfy
intronunun buydklugunin tirden tire Zfx intronunkinden c¢ok daha fazla cesitlilik
gosterdigini tespit etmislerdir. Ancak kanidlerin de igerisinde yer aldig:1 bu ¢alismada

dizi analizi yapilmamastur.

Bes kanid tdrinde diski kullanarak esey tanimlamas: igin bu tirlerin
orneklerinde Zfx ve Zfy gen bdlgelerini calisan Ortega ve ark. [55], erkek ve disi

orneklerin bant profillerini elde etmisler ancak dizi analizi yapmamiglardir.

Bir karnivor familyas: olan Ursidae'nin filogenisini 14 genin dizilerini
birlestirerek analiz eden Pagés ve ark. [59], bu familya Gyelerinin filogenetik iliskileri
ile ilgili yeni yaklasimlar elde etmiglerdir. Bu arastiricilar ursid filogenisini ortaya

cikarmak icin Zfy gen bolgesi dizilerini de kullanmiglardir.

Rutledge ve ark. [60] ise iki gri kurt (Canis lupus ve C. lycaon) ile kir kurdu
(Canis latrans) arasindaki genetik farklilasmay: arastirmak icin Kanada'daki Ug¢
bolgeden elde edilen ¢ok sayida 6rnege ait mitokondriyal ve otosomal mikrosatellit
genetik verilerle Y kromozom verilerini kullanmis ve U¢ kanid turd igin 16 Y
kromozom haplotipi belirlemislerdir. Dev panda tirlinde esey tespiti i¢in Xu ve ark.
[58], bu ture ait bireylerin Zfx/Zfy allellerinin amplifikasyonunu kullanarak bir metot

gelistirmiglerdir. Ancak bu arastiricilar dizi analizi yapmamiglardir.

Tashima ve ark. [61] ise Carnivora takimi icerisinde yer alan Mustelidae
familyasinin Meles cinsine ait dort porsuk tdrtnin (Meles meles, M. anakuma, M.
canescens ve M. leucurus) Zfy geni final intronu'ndaki CAN-SINE'lerin molekdiler
varyasyonlarint ve tanimlamasini arastirmis ve porsuk tdrlerinin  CAN-SINE'leri
arasinda, kitasal haplotiplerdeki 12 b¢'lik bolge (delesyon olmayan), 6 bg¢'lik direkt bir
tekrar ve 6 bg'lik mikrosatellit benzeri dizilerden olusurken, Japon haplotiplerinde
spesifik 12 b¢'lik bir delesyon bulmuslardir. Kitasal haplotipler t¢ soy hattina ayrilmis
olup bu genetik farklilagsma, son zamanlarda 6nerilen Meles cinsinin dort tire ayrildig:
fikrini desteklemektedir. Statham ve ark. [57], bes mustelid turiiniin molekiler esey

tanimlamasini1 ve bes tirin Zfx ve Zfy gen bolgelerindeki varyasyonu belirlerken, bu
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calismada Zfx ve Zfy gen bdlgelerine ait dizileri de kullanmis ve dizilerde degiskenlik

gosteren yerleri de belirtmislerdir.

Iki sansar tiriinde (Martes zibellina ve M. foina) esey tayini icin metot deneyen
ve Zfx ile Zfy gen bdlgelerindeki dizi polimorfizmini arastiran Bo ve ark. [63], dizilerde
degiskenlik gosteren yerleri de tespit etmislerdir. Lucchini ve ark. [53], bat: italya
Alplerinde kolonize olan kurt surdlerinin genetik ve demografik verilerini elde etmek
icin kullandiklar1 metotlar ile hem esey tayini yapmislar hem de Zfx/Zfy genlerinin
dizilerini elde etmislerdir. Bazit memeli turlerinin kullanildigi bir Neighbour-joining

konsensus agaci elde etmisler ancak Gen Bankasi numarasi vermemislerdir.

Slattery ve ark. [51], karnivor memelilerdeki ¢ Y kromozom geninden izole
ettikleri SINE elementleri arasindaki cesitliligin desenlerini belirlemisler ve karnivor
tirlerinden elde edilen SINE dizileriyle familya dlzeyinde filogenetik bir agac
olusturmuslardir. Képeklerde Murakami ve ark. [52], esey tayini igcin Zfx/Zfy sistemini
kullanmsglardir. Diger yandan pinniped bireylerinin eseylerini tespit etmek icin Curtis
ve ark. [56], bir protokol gelistirmis ve test etmiglerdir. Ayrica Y kromozom DNA Zfy
gen bolgesinin dizi analizini yaparak dizilerdeki varyasyonlari belirlemislerdir. Wilson
ve ark. [62], ise, Kuzey dogu Amerika'da ¢ Canis tirt arasindaki hibridasyonun genis
belirtilerinin Y kromozom DNA analizinden elde edilen kanitla desteklendigini tespit
etmigslerdir. Ayrica bu arastiricilar, Dogu kurdunun (Canis lycaon) tarihsel yayilis
smirlarinda birbirinden ayrilan Y kromozom haplotiplerinin tespit edilmesi daha dnceki
mitokondriyal bulgularla uyumlu oldugunu ve bati kir kurdundaki (Canis latrans) bu
haplotiplerin olmamasinin Kuzey Amerika'da evrimlesmis olan dogu kurdunun (Canis

lycaon) varhigmi destekledigini belirtmislerdir.

Yukarida bahsedilen c¢alismalardan da gorilecegi gibi, diger karnivor turlerine
ait Y kromozom DNA ¢alismalarinin ¢ok sayida olmasina ragmen Canidae familyasinin
uc tard (Vulpes vulpes, Canis lupus ve Canis aureus) ile ilgili paternal kokenli Y

kromozom DNA kullanilarak yapilan ¢alismalarin sayisi nispeten azdir.

Erkek bireylerin Y kromozomu DNA analizlerinden elde edilen bilgi, genetik ve
filocografik calismalarda yaygin kullanima sahip maternal kokenli mitokondriyal
DNA'dan elde edilen bilgiye yakin bir degere sahip olmaktadir. Mitokondriyal DNA ve

Y kromozom DNA'smin her ikisi haploittir. Euteryan memelilerde Y kromozomunun
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rekombinasyon yapmayan (non-recombining region=NRY) bdlgesinde yer alan ZFY
geni, maternal ve paternal olarak kanitlanan molekiiler belirteclerle kiyaslama yapilmasi
icin 1yi bir adaydir [44-48]. Y kromozom DNA Zfy final intron bdlgesine dayanarak
yapilan calismalar, tir ve tlr Ustl kategorilerin filogenetik stattilerinin belirlenmesinde
faydal1 olabilmektedir [49, 50].

Uc kanid tiriyle (Vulpes vulpes, Canis lupus ve Canis aureus) ilgili paternal Y
kromozom DNA's1t Zfy gen bolgesini kapsayan c¢alismalarda agirlikli olarak Canis
turleri calisilmis [34, 35] olup Vulpes tirleri ile ilgili olarak nispeten az calisma
bulunmaktadir [34, 35]. Tsubouchi ve ark. [34], karsilastirmali molekuler filogeniyi
elde etmek ve evrimi arastirmak igin Canidae familyasindaki 12 turin esey kromozom
DNA dizilerini kullanmiglardir. Vulpes vulpes, Canis lupus ve Canis aureus tirlerine ait
Y kromozom DNA (ZFY, 924-1146 bg) dizileri de bu ¢alismada kullanilmistir. Bu
arastiricilar, 12 tur arasinda paternal ZFY dizileriyle yeniden insa edilen filogenetik
iligkilerin daha o©nceki caligmalardaki mitokondriyal DNA ve otosomal DNA

agaclariyla hemen hemen uyumlu oldugunu tespit etmislerdir.

Turkiye'de yayilis gosteren (¢ kanid turinin genetik varyasyonlarint ve
filogenetik analizini kapsayan molekiiler belirteclerin kullanildig: kizil tilki ile ilgili bir
mtDNA'ya dayali Yiksek Lisans ¢alismasina rastlaniimistir [64]. Buna karsilik diger iki
tdr ile ilgili herhangi bir calismaya rastlanilmamistir. Buna ilave olarak Turkiye’de
yayilis gosteren Canidae familyasinin (g tirtinin esey kromozom (X ve Y) DNA'larinin
genetik analizinin yapildig: calismalara da rastlanilmamistir. Bu ¢alismada dizi analizi
yapilan 31 erkek tilki 6rneginin ayn1 Zfy gen bolgesi dizisine ve dort erkek gri kurt
orneginin de ayni Zfy gen bolgesi dizisine sahip olduklar: tespit edildi. Gen Bankasi'nda
yapilan tarama sonucunda Tsubouchi ve ark. [34] ve Magda [yayinlanmamis
calisma] ‘nin rapor ettigi Zfy gen bolgesi dizileriyle bu ¢alismada tespit edilen (¢ kanid
turtne ait diziler arasinda herhangi bir farklilik tespit edilmedi. Bu g¢alismada Vulpes
vulpes igin 539 be'lik, Canis lupus icin 562 b¢'lik ve Canis aureus igin 546 bc'lik
dizilerin Tsubouchi ve ark. [34] ile Magda [yayinlanmamis]’nin rapor ettigi Zfy

dizileriyle ayni oludugu belirlendi.
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4.2. Sonug ve Oneriler

Bu Tez caligmasinda Canidae familyasinin G¢ tirtine (Vulpes vulpes, Canis
aureus ve Canis lupus) ait Turkiye'deki degisik lokalitelerden elde edilen toplam 93
ornegin (81 Vulpes vulpes; 8 Canis lupus ve 4 Canis aureus) cinsiyet tayinleri yapild.
Cinsiyet tayini sonucunda kizil tilki igin 31, gri kurt i¢in 4 ve altin ¢akal i¢in 1 6rnek
erkek olarak belirlendi. Y kromozom DNA ZFY geni final intron bélgesinin dizi analizi
sonucunda Vulpes vulpes i¢in 539 bg¢'lik bir haplotip, Canis aureus i¢in 546 bg'lik bir
haplotip ve Canis lupus igin 562 bg¢'lik bir haplotip tespit edildi. Her bir ture ait
orneklerin kendi icerisinde yapilan analizler sonucunda ayni diziye sahip olduklar: ve
herhangi bir genetik varyasyon gostermedikleri tespit edildi.

Gen Bankasi'ndan elde edilen dizilerle yapilan karsilastirma sonucunda
Turkiye'den tespit edilen Vulpes vulpes'e ait dizi ile Gen Bankasi'ndan elde edilen
dizinin 539 b¢'lik kismmin ayni oldugu, Canis lupus'a ait dizi ile Gen Bankasi'ndan elde
edilen dizinin 562 b¢'lik kismmin ayni oldugu ve Canis aureus'a ait dizi ile Gen
Bankasi'ndan elde edilen dizinin 546 b¢'lik kisminin ayni oldugu tespit edildi. Bu sonug
calisgilan 'Y kromozom DNA Zfy gen bolgesinin olduk¢a korunmus oldugunu
gostermektedir.

Bu calisma ile Ug kanid turtnun Turkiye populasyonlarinin genetik yapisinin
belirlenmesi agisindan O6nemli  bulgular elde edilmistir. Gelecekte yapilacak
caligmalarda Turkiye'den elde edilen Ornek sayisi artirilarak hem mitokondriyal
DNA’nin farkl belirteglerinin hem de nuklear DNA dizilerinin analiz edilmesi bu
caligmadaki Ug¢ turln genetik yapisinin daha iyi belirlenmesi agisindan 6nemli katkilar

saglayacaktir.
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