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OZET

Gri clice hamster Cricetulus migratorius'un genetik ¢esitliligi ve filogenetik durumu
daha onceki caligmalarda degisik lokalitelerden ortaya ¢ikarilmaya calisildi. Bununla beraber
mevcut bilgi, gri clice hamsterlar arasindaki filogenetik iligkileri aydinliga kavusturmak igin
yeterli degildir. Bu calismanin amaci Tiirkiye populasyonun genetik c¢esitliligini tespit etmek
ve bizim veri ile Gen Bankasi'ndan elde edilen dizileri kullanarak tiiriin populasyonlari
arasindaki filogenetik iligkileri ortaya ¢ikarmaktir. Bunu yapmak ic¢in Tiirkiye'den 20 6rnegi
analiz ettik ve Gen Bankasi'ndan elde edilen sitokrom b ve 12S rRNA genlerine ait dizilerle
karsilastirdik. Filogenetik aga¢ olusturmak i¢in Maksimum Likelihood, Neighbor-Joining
Bayesian metotlarin1 ve ayrica gri ciice hamster haplotipleri arasindaki iliskileri ortaya
¢ikarmak i¢in median-joining network'ii kullandik. Tiirkiye'den 20 6rnekten sitokrom b icin
15 (1140 bg) ve 12S rRNA i¢in 10 haplotip (901 bg) elde ettik. Ayrica 14 6rnegin niiklear
DNA GHR gen bolgesini (828 bg) analiz ettik ve dort farkli GHR aleli bulduk. Bu ¢alisma, gri
clice hamster populasyonlar1 arasindaki filogenetik iliskileri ortaya ¢ikarmak i¢in Tiirkiye
orneklerinden elde edilen verilerin 6nemini ortaya koymaktadir.
Anahtar Kelimeler: Gri ciice hamster, Cricetulus migratorius, Sitokrom b, 12S rRNA, GHR,

Turkiye



ABSTRACT

Genetic diversity and phylogenetic status of the gray dwarf hamster, Cricetulus
migratorius, have been revealed from different localities in previous studies. However, the
current data is not sufficient to elucidate the phylogenetic relationships among gray dwarf
hamster populations. The aim of this study was to reveal the phylogenetic relationships
between populations of the species with the use of sequences available from the GenBank
from various geographic origins and our data, and to determine the genetic diversity of the
Turkish population. To accomplish this, we analyzed the 20 Turkish samples, and compared
mitochondrial cytochrome b and 12S rRNA gene sequences from the GenBank database. To
construct the phylogenetic tree, we used the Maximum Likelihood, Neighbor-Joining and
Bayesian methods, and also a median-joining network to reveal relationships among
haplotypes of the gray dwarf hamster. We obtained the 10 (901 bp) and 15 (1140 bp)
haplotypes for mitochondrial 12S rRNA and cytochrome b, respectively, from the 20 Turkish
samples. Additionally, we analyzed nuclear DNA GHR gene region (828 bp) of the 14
Turkish samples and found four different GHR alleles. This study emphasized the importance
of data obtained from the Turkish samples to reveal the phylogenetic relations among gray

dwarf hamster populations.

Key words: Gray dwarf hamster, Cricetulus migratorius, Cytochrome b, 12S rRNA, GHR,

Turkey



1. GIRIS

Rodentia takiminda icerisinde yer alan Cricetidae familyasi, giiniimiizde alt1 altfamilya
icerisinde yaklasik 130 cins ve 681 tiir icermektedir [1]. Cricetidac familyasi, yakin zamana
kadar Muridae familyasinin bir alt familyas1 (Cricetinae) olarak degerlendirilirken yapilan son
calismalar ile birlikte familya kategorisine yiikseltilmistir [1, 2].

Molekiiler filogenetik analizler, Cricetinae altfamilyasinin monofiletikligini gii¢lii bir
sekilde desteklemistir [3]. Cricetulus cinsi, alt1 tiir icermektedir [1]. Neumann et al. [3] cinsin
monofiletikliginin ger¢ek olmayabilecegini ve bu alt1 tiirden iilkemizde de genis bir yayilis
gosteren, Tscherskia, Cricetus ve Allocricetulus ile daha yakin iliskili olan Cricetulus
migratorius’un monofiletik bir cins olarak yeniden diizenlenmesinin daha iyi olacagini ifade
etmislerdir. Siklikla Cricetulus ile iliskilendirilen Allocricetulus ve Tscherskia, gliniimizde
bagimsiz cinsler olarak nitelendirilmektedirler [1].

Palaearktik bolge icerisinde yer alan Turkiye’nin, Asya, Avrupa ve Afrika kitalarini
birbirine baglayan bir zoocografik koprii olmasi, farkli bolgelerinde farkl: iklim kosullarinin
varlig1 ve ¢esitli cografik bariyerlerin bulunmasi sebebiyle zengin bir tiir ¢esitliligine sahiptir
[4].

Cricetidae familyasinin alt1 altfamilyasindan Tirkiye’de Arvicolinae ve Cricetinae'ye
ait taksonlar, genis bir yayilis gostermektedir [1, 4]. Ulkemizde Cricetinae altfamilyasina ait
iki cins icerisinde (¢ tur (Cricetulus migratorius, Mesocricetus auratus, M. brandti) yayilis
gostermektedir [4]. Bununla beraber Segkin ve Coskun [5], uzun kulakli baykus pelletlerine
dayanarak Diyarbakir’dan Cricetus cricetus tiiriiniin yayilis kaydini vermisler. Ancak
Krystufek ve Vohralik [4] ise bunun agik bir sekilde Cricetulus migratorius kalintilarinin
yanls tanimlanmasi oldugunu, 19.yy kayitlarinda Cricetus cinsi tiirlerinden bazilarinin yayilis
kayitlart verilmesine ragmen Anadolu’da Cricetus cricetus’un yayilis gostermedigini

belirtmislerdir.



Cricetulus migratorius, Giineydogu Avrupa (Yunanistan, Dogu Bulgaristan,
Romanya) ve Rusya’nin Giiney Avrupa kismindan Iran, Mogolistan ve Kuzey Cin’e kadar
yayilis gostermektedir. Yayilis alaninin giiney sinir1 da Yakin ve Orta Dogu, Kuzey Pakistan
ve Kuzey Hindistan’a uzanmaktadir [1, 2, 4]. Bu tlr, Tirkiye'de de genis yayilis
gostermektedir [4, 6].

Cricetulus migratorius turinin Giineydogu Anadolu’daki yayilis smir1 zayif bir
sekilde belirlenmis, genellikle Ceylanpimar yayilis siirinin giiney u¢ kismi olarak ifade
edilmekte ve Tiirkiye'ye yakin adalarda bulunmamaktadir [4]. Dogramaci [6], TUrkiye’de C.
migratorius’un iki alttirinin (C. m. cinerascens ve C. m. vernula) bulundugunu belirtmis ve
bu alttiirlerin daha agik renkli, kisa karin killar1 ve daha kisa kuyruga sahip C. m. cinerascens
ile daha koyu renkli, blyiik ve daha uzun kuyruklu olan C. m. vernula oldugunu ifade etmistir.
Dogramact [6], buylk bir 6rnekleme setine dayanarak C. m. vernula alttiiriiniin yayilis
alaninin Anadolu’nun kuzey kiyilari ile Trakya bolgesinde sinirlandigini, C. m. cinerascens
alttirinin ise Tirkiye’nin geri kalan kisminda yayilis gosterdigini belirtmistir. KryStufek and
Vohralik [4], tiir igerisinde kuyruk uzunlugunun olduk¢a varyasyon gosterdigini, Ege
kiyilarinda yayilis gosteren bireylerin ise daha kisa kuyruklu, Anadolu’nun kuzey ve dogu
kisimlarindaki bireylerin ise daha uzun kuyruklu olduklarini, buna karsin g¢akigmalarin
oldugunu ve Dogramaci'nin [6] belirttigi iki alttiiriin Tiirkiye’deki varliginin siipheli oldugunu
vurgulamiglardir. Nechay [7], Turkiye’deki C. migratorius’un yayilis alaninin zayif olarak
bilindigini ve tliriin durumunu belirsiz olarak ifade etmistir

Tirkiye ve yakin c¢evresinde yayilis gosteren Cricetinae altfamilyas1 tiyeleri ile
yapilmis ¢aligsmalarin biiylik bir kism1 morfolojik ve karyolojik temelli ¢alismalardir. Mevcut
molekiiler ¢alismalarin sayis1 olduk¢a az ve bu ¢alismalarda kullanilan 6rnek sayisi sinirli
olup Tiirkiye cografyasini temsil etmemektedir. Bu ¢alismalarin bir kismi1 Mesocricetus cinsi

uyeleri ile ilgilidir [8-14].



Tirkiye'de yayilis gosteren C. migratorius tlriine ait Ornekleri ile yapilmis
calismalarin biiyilik bir kismi1 morfolojik ve karyolojik temelli ¢alismalardir [6, 15-17].

Turkiye gri clice hamsterlariyla (C. migratorius) ilgili tespit edilen molekiiler ¢alisma
sayist simdilik iki calisma ile smirhidir [3, 18]. Ibis et al'mmn [18] calismasi allozim
elektroforezine dayanirken Neumann et al.’nin [3] c¢alismasi ise Kayseri’den sadece bir C.
migratorius 6rneginin dahil edildigi Cricetinae altfamilyasinin mitokondriyal (sitokrom b ve
12S rRNA) ve niklear (VWWF) gen bolgelerinin dizi analizleri ile molekuler filogenisinin
arastirildig1 caligmadir.

Mevcut ¢alismalarda kullanilan birey sayisinin ¢ok az olmasi ve olduk¢a sinirli bir
bolgeyi kapsamasindan dolayr Tirkiye gri ciice hamsterlarinin molekiiler filogenisi, tam
olarak a¢iga ¢ikarilamamistir. Ayrica yapilan g¢alisma sonucunda C. migratorius tlrinin
Cricetulus cinsinden bagimsiz monotipik bir cins olarak degerlendirilmesi gerektigini
belirtilmesi [3] ile bu tiriin taksonomisi tiizerinde yeni bir tartisma baslatilmistir.
Dogramaci’nin [6] ¢alismasinda 6rnek sayisi ve bunlarin dagilimi nispeten iyi olmakla birlikte
tamamen morfolojik karakterlere dayanmakta ve bu sebepten dolayr da elde edilen sonuglar
tiirlin filogenisi iizerine olan tartismalarin ¢oziimiinde yetersiz kalmaktadir.

Diinya genelinde C. migratorius tiirii ile ilgili yapilan ¢alismalarda nispeten siirli bir
bolgeyi kapsayan ve yogun olarak morfolojik karakterlere, genetik ¢alismalar olarak da
karyoloji ve alloenzim verilerine dayanmaktadir. Mevcut molekiiler filogenetik caligmalarinin
sayist az ve genelde C. migratorius tiiriiniin bir veya iki Orneginin dahil edildigi, tiiriin
molekiiler filogenisi yerine daha ziyade yiiksek taksonlar arasindaki filogenetik iligkilerin
arastirtldigr ¢calismalardir [3, 19, 20].

Memelilerin evrimi ve smiflandirilmas: ¢aligmalarinda molekiiler yontemler, son
yillarda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir [21]. Mitokondriyal DNA (mtDNA), son ceyrek

yiizyilda bireyler, populasyonlar ve tiirler arasindaki evrimsel iligkilerin anlasilmasinda etkili



bir molekiil olarak kullanilmaktadir [22]. MtDNA’nin sitokrom (Cyt) b gen bdlgesi, tlr
tamimlama ve filogeni ¢alismalarinda yaygin bir sekilde tercih edilmektedir. Sitokrom b gen
bolgesi, tiir alt1 kategoriler de dahil tiim taksonomik gruplarin tanimlanmasinda ¢ok etkili bir
molekiiler aractir [23]. 12S rRNA gen bolgesi de memeliler arasinda filogenetik ¢alismalarda
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir [24, Bkz. 25, 26]. 12S rRNA gen bolgesi ile ilgili olarak
Gen Bankasi'nda rodentler ve diger memeliler i¢in oldukga genis bir veri tabanin1 mevcuttur.
Bu durumda Tiirkiye’de yayilis gsteren taksona ilave olarak yayilis gdstermeyen taksonlarin
bu gen bolgesi ile ilgili verilere kolaylikla ulasma imkani vardir. Memeli mitokondriyal
genomundaki diger gen bolgeleriyle karsilastirildiginda dizi farklilasma orani, soy hatlarinin
ayrilma zamanlarinin belirlenmesinde nispeten daha uygundur [Bkz. 27]. Ayrica murid
sistematik c¢alismalar1 bu genlerin filogenetik bilgi igeriklerinin ve monofiletik gruplar
belirleme yetenekleri son derece guclidir. Protein kodlayan niiklear gen bdlgesi dizileri,
memeli filogenisinde daha derin iligkilerin ortaya ¢ikarilmasinda mtDNA dizilerine gére daha
basarilidir. Ayrica omurgalilarda niiklear genomun evrimlesme oranit mitokondriyal genoma
oranla 10 kat daha yavastir. Bu sayede niiklear gen dizilerinden elde edilen veriler,
mitokondriyal genomdan elde edilen verilerin taksonlar arasindaki daha derin ayrilma
stireclerini agiklamada yetersiz kaldig1 yerlerde problemin ¢oziimii i¢in daha kullanighdir
[Bkz. 28]. Niiklear DNA GHR bdlgesi, yaklasik olarak 190 amino asit i¢eren bir polipeptidi
kodlayan bir gen bolgesidir. Bu bolge, rodentler, primatlar, karnivorlar ve artiyodaktillerin
dahil oldugu pek ¢ok memelide bulunmaktadir. Bu bolge ortak olarak ya da atasal olarak
kalitilmaktadir [Bkz. 29]. GHR bolgesi, rodentler arasindaki iliskilerin giiglii bir sekilde
ortaya c¢ikarilmasinda kullanilmaktadir. Ayrica, 5° ile 3’ uglarindaki oldukc¢a korunmus
bolgeler sayesinde primer dizayn edilmesi de olduk¢a kolaydir [30].

Her iki genomun da kendine has 6zellikleri mevcuttur ve bu ylzden her ikisinden elde

edilecek verilerin degerlendirilmesi daha uygun olmakta ve rodent filogenisinde basariyla



kullanilmaktadir [3, 19, 28-40]. Nuklear DNA’ya ait dizilerden elde edilen veriler, degisik
filogenetik seviyelerde mtDNA’dan daha fazla informatif olabilmekte [41-43] ve memeli
filogenisinin ¢esitli pargalarinin ¢6ziimlenmesinde basariyla kullanilmaktadir [41, Bkz. 44-
47]. Birbirinden bagimsiz birden fazla gen bolgesinin birlikte degerlendirilmesiyle yapilan
filogenetik analizler, genelde gruplar arasindaki filogenetik iligkileri daha 1yi ¢oziimlemekte
ve daha destekli agaglar tiretmektedir [48].

Bu caligmada segilen gerek niiklear gerekse mitokondriyal DNA bdlgeleri, daha 6nce
Turkiye gri ciice hamsterlari i¢in kullanilmamustir. Farkli kalitim modellerine ve evrimlesme
hizlarina sahip olan mitokondriyal ve niiklear genomun farkli karakterdeki bolgelerinden elde
edilen veri seti kullanarak Tirkiye’de yayilis gosteren C. migratorius turinin genetik

analizinin yapilmasi amaglandi.



2. GENEL BILGILER
2.1.Takim: Rodentia

Kemiriciler veya kemirgenler takimi olarak bilinen Rodentia, giiniimiiz memeli
sinifinin en biiyiik takimidir. Bu takim, tanimlanmig 2277 veya daha fazla tiirii ve 30 civarinda
familyay1 ve bes alttakimi (Anomaluromorpha, Castorimorpha, Hystricomorpha, Myomorpha,
and Sciuromorpha) kapsamaktadir. Bu tiir sayisi, Diinya'daki yasayan memeli tiirlerinin
yaklagik olarak % 40'tan fazlasina tekabiil etmektedir. Uzun siire Rodentia ile Lagomorpha'nin
kardes taksonlar oldugu savunuldu. Myomorf, sciuromorf, anomaluromorf ve castorimorf olan
taksonlar, sciurognathous ceneye sahipken hystricomorf olanlar ise hystricognathous tipi ¢ene
morfolojisine sahiptirler [1].

Kemirgenler, yaklasik 5 gramdan 50 kilograma kadar degisen agirliklara, alt ve tist
cenenin her birinde silirekli biliyliyen bir c¢ift kesici dislere sahiptirler. Bu, kemirgenlerin
evriminde ilk olarak gelisen bir 6zelliktir. Bazi kemirgenlerde ¢igneme disleri (azilar) siirekli
bliylime 0zelligindedirler. Kesici ve kiiciik az1 disleri arasinda daima diastema olarak bilinen
bir bosluk vardir [49].

2.2. Familya: Cricetidae

Memelilerin en biiyiik familyalarindan biri olan Cricetidae, muroid kemirgenlerin son
derece c¢esitlilik gosteren bir familyasidir. Cricetidae'nin alt familyalari, Arvicolinae
(lemmings, voles ve muskrat), Cricetinae (hamsterlar), Lophiomyinae (crested rat)
Neotominae (Kuzey Amerika sican ve fareleri), Sigmodontinae (Yeni Diinya sigcan ve fareleri)
ve Tylomyinae (vesper rats ve tirmanici siganlar) [1]. Cricetidae familyasi iiyeleri Kuzey ve
Giliney Amerika, Avrupa ve Asyanin biiyilk bir kismi boyunca yayilis gosterirler. Bu
familyanin iiyelerinin ¢ogu fare veya si¢an benzeri olup agirliklar1 8 gram ile 2 kilogram

arasinda degismektedir [1, 50].


http://animaldiversity.ummz.umich.edu/collections/mammal_anatomy/rodent_jaws/
http://animaldiversity.ummz.umich.edu/collections/mammal_anatomy/rodent_jaws/
http://animaldiversity.ummz.umich.edu/collections/mammal_anatomy/rodent_jaws/
http://animaldiversity.ummz.umich.edu/collections/mammal_anatomy/rodent_jaws/

2.3. Cins: Cricetulus

Bu cinsin iiyeleri, arka ayaklarindan daha uzun bir kuyruga sahip olan kiiciik
hamsterlardir. Karin kisimlar1 beyazdir. Dorsal kisim ayni derecede gri veya daha koyu spinal
bir cizgiye sahiptir. kafatas1 nispeten dar ve bariz bir sekilde koseli degildir. Molar dislerin
desenlenmesi hicbir 6zellik gostermez [4].

Son bilgilere gore Cricetulus cinsi alt1 tiir igermektedir: C. alticola, C. barabensis, C.
kamensis, C. longicaudatus, C. migratorius ve C. sokolovi [1]. Turkiye'de bu tlrlerden sadece
gri cuice hamster olarak bilinen C. migratorius yayilis gostermektedir [1, 4].

2.4. Tur: Cricetulus migratorius

Tirkiye'de yayilis goOsteren gri clice hamster ig¢in gegmiste degisik isimler
kullanilmistir: Cricetus accedula (Pallas, 1779), Cricetus phaeus (Pallas, 1779) ve Cricetulus
phaeus (Miller,1912) . Cricetulus migratorius ismi diizenli ve siirekli olarak 1932 yilindan

beri kullanilmaktadir [4].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Cricetulus Orneklerinin Toplanmasi ve Dokularin Saklanmasi

Bu c¢alismada, Cricetidae familyasimin Tirkiye'de yayilis gosteren Cricetulus
migratorius tiiriine ait 20 ornek, canli kiigciik memeli yakalama kapanlariyla (Sekil 3.1)
Turkiye'deki 10 farkli lokaliteden toplanmustir (Sekil 3.2). Her bir 6rnekten alinan doku
ornekleri (kas, kulak, kuyruk, bobrek vb.), absolute etanol iceren vidali-kapakli tiipler
igerisine steril ve tek kullanimlik bisturi ile alinarak tiipler etiketlendi ve her 6rnegin alindigi
yerin koordinatlari tarih ve adres bilgileri arazi defterine kaydedildi. Doku 6érnekleri, -20°C’de
Erciyes Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Bolimiinde muhafaza edilmektedir.

Bu calisma sirasinda kullanilan metodun hayvan haklar1 ve hayvan deneyleri etigine
uygunlugu, Erciyes Universitesi, Deney Hayvanlari Yerel Etik Kurulu tarafindan

onaylanmustir.

Sekil 3.1. Cricetulus migratorius 6rneklerini elde etmek igin kullanilan canli kiiciik memeli

yakalama kapanlari.
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Sekil 3.2. Cricetulus migratorius tlriine ait 20 6rnegin toplandigi lokaliteler (A: Riizgarlar, Bolu; B: Aksechir, Konya; C: Beysehir, Konya; D:
Thlara, Aksaray; E: Yahyali, Kayseri; F: Erciyes Univ. Kampiisii, Kayseri; G: Bogazliyan, Yozgat; H: Yozgat; I: Ganiefendi, Uziimlu,
Erzincan; J: Dereici ve Kafkas Univ. Kampusii, Kars.
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3.2. Laboratuvarda Yapilan Calismalar
3.2.1. Cricetulus orneklerine ait ¢esitli dokulardan total DNA izolasyonu

Total DNA'lar, Tiirkiye’nin degisik lokalitelerinden elde edilen Cricetulus drneklerine
ait etil alkolde saklanan dokulardan elde edilmistir. Total DNA izolasyonu i¢in QIAGEN
DNeasy® Blood &Tissue Kit ve {iretici firmanin protokolii takip edilmistir.
3.2.1.1. Total DNA izolasyonu islemleri
*Lizis islemi i¢in gerekli olan thermal block cihazi 6nceden 56 oC’ye ayarlandi. Total DNA
izolasyonunun tiim santrifiij asamalari, oda sicakliginda (15-25°C) gergeklestirildi. Vorteks
islemleri 5 ile 10 saniye arasinda yapildi. DNeasy kit ile birlikte gelen AWI1 ve AW2
tamponlarina % 99.9 etil alkol eklendi
*DNA izolasyon Kkiti ile birlikte gelen DNeasy Mini spin column, 2 mI’lik koleksiyon tipleri
ve 1.5 ml ve 2 ml’ lik steril eppendorf tiipleri, stok doku tiiplerindeki numaralarla ayn1 olacak
sekilde etiketlendi.
*Total DNA elde edilen doku o6rnekleri, bébrek icin 20 - 25 mg olacak sekilde analitik
terazide tartilarak daha dnceden etiketlenen 1.5 ml’lik eppendorf tliplerine konuldu.
*Eppendorf tiiplerine konulan dokularin iizerine 180 ul ATL tamponu ilave dilip vortekslendi.
Daha sonra 20 pl Proteinaz K eklendikten sonra tekrar vorteks islemi gerceklestirildi. Bu
islemler her bir doku ornegi i¢in gerceklestirildi ve dokular daha onceden 56 oC’ ye
ayarlanmis thermal block cihazina yerlestirildi.
*Dokular tamamen lizis oluncaya kadar (6-7 saat) belli araliklarla vortekslenerek tekrar cihaza
yerlestirildi.
*Tamamen lizis olan 6rnekler thermal block cihazindan alinarak vortekslenip 200 pl AL
tampon ilave edildi. AL tamponu eklenmis 6rnekler hizli bir sekilde vortekslenerek {izerine

200 pl % 99.9’luk etil alkol ekleyerek tekrar vortekslendi.
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*Elde edilen karisim daha onceden etiketlenen spin columnlara pipetlendi ve koleksiyon
tiiplerinin igine yerlestirildi.
*Hazirlanan spin columnlar santrifiij cihazina dengeli bir sekilde yerlestirildi ve 6000 rcf” de 1
dk. santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi altta koleksiyon tiipiinde biriken sivi atilarak spin
column’ lar yeni bir 2 ml’ lik koleksiyon tiiplerine alindi.
*Siradaki islemde ise 500 ul AW1 tamponu eklenerek 6000 rcf” de 1dk. santrifiij edildi.
*Koleksiyon tiipleri tekrar atilarak spin column’ lar yeni bir koleksiyon tliplerine alinip 500 pl
AW?2 tamponu eklendi. AW2 tamponu eklendikten sonra 20000 rcf de 3 dk. santriftj edildi.
*Spin column’ lar daha Oonceden etiketlenen 1.5 ml’lik eppendorf tiiplerine alindi ve spin
column’ lara 200 pl AE tamponu eklendi ve 1 dk. inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasi
6000 rcf” de 1 dk. santrifiij edildi. Istenildigi takdirde bu islem tekrarlanabilmektedir.
*DNeasy Mini spin columnlar atilarak eppendorf tiiplerindeki sivi kisim, sonraki islemlerde
kalip DNA olarak kullanilmak tizere +4 oC'de saklanmistir. Uzun siireli saklama -20 °C’de
yapildi.
3.2.1.2. Total DNA’ min Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi ve Goriintiilenmesi

Cricetulus orneklerinden elde edilen dokulardan total DNA elde edilip edilmedigini
anlamak i¢in agaroz jel elektroforez yontemi kullanilmistir.
*Elde edilen total DNA’lar, % 0.8’lik agaroz jelde yiiriitillerek goriintiilenmistir. % 0.8’lik
agaroz jel hazirlanmasi ic¢in bir erlen igerisine 1.2 gram agaroz ve iizerine 150 ml 1X TAE
(Trisma Base, Glacial Asetic Acid, EDTA) ¢ozeltisi eklenmistir. Karisim mikrodalga firinda
sitilarak manyetik karistiricida balik yardimiyla karistirilip karisim sicakliginin 40-42 oC’ye
diismesi beklenmistir. Sicakligin uygun degerleri diismesi beklenirken cozeltiye 10 mg/ml
Etidyum Bromid’ den 8 pul eklenmistir.
*Elektroforez tepsisine taraklar yerlestirilerek ¢6zelti kabarcik olusmayacak sekilde dokiilmiis

donmasi beklenmistir. Dondugu anlagilan jelden taraklar dikkatli bir sekilde c¢ikarilarak
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elektorforez tepsisi elektroforez tankina yerlestirilmistir. Jelin {izerini tamamen kaplayacak
sekilde 1X’ lik TAE tamponu tanka doldurulmustur.
*Kuyucuklara 10 pl total DNA ve 2 pl 6X Loading Dye (% 40°lik siikroz, xylene cyanol FF
ve Bromophenol Blue) karistirilarak kuyucuklara yiiklenmistir.
*Kuyucuklara yiiklenen karisim 80 V dogrusal akimda 1 saat yiritildi. YurGtdlmesi
tamamlanan jelin goriintiisii, jel goriintiileme cihazinda (KODAK Gel Logic 1500 jel
gorlintiileme sistemi) UV yardimiyla alind1 (Sekil 2).
3.2.2. Mitokondriyal ve Nuklear DNA bdélgelerinin PCR Yontemiyle Cogaltilmasi

Elde edilen total DNA’lar, ¢ogaltilacak mitokondriyal ve niklear DNA bdlgeleri igin
kaynak olarak kullanilmistir.
3.2.2.1 Mitokondriyal DNA boélgelerinin PCR ile cogaltilmasi

Elde edilen total DNA’lar, ¢cogaltilan mitokondriyal DNA bdlgeleri i¢in kaynak olarak
kullanilmistir. Her bir bireyin mtDNA’sinin diger mitokondriyal gen bdlgelerine oranla
oldukg¢a korunmus olan sitokrom b bélgesi (~1.140 bc¢) ve 12S rRNA bdlgesi (~900 bg), PCR
(Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile ¢ogaltilmistir. Bunun igin toplam spesifik primer giftleri
kullanilmustir.
3.2.2.1.1.Mitokondriyal 12S rRNA bolgesinin PCR ile ¢ogaltilmasi

Total DNA'lar, mitokondriyal DNA'nin 12S rRNA bdélgesini ¢ogaltmak i¢in kullanildi.
12S rRNA boélgesinin (~900 bg) ¢ogaltma islemi, bir ¢ift primer kullanilarak PCR (Polimeraz
Zincir Reaksiyonu) ile yapildi. Istenilen bdlgenin ¢ogaltilmasi igin gradient 6zelligine sahip
thermocycler (SENSOQEST) kullanildi.

Kullanilan primer cifti:

L651 Forward 5 CATAGACACAGAGGTTTGGTCC 3' [30]

12GH Reverse 5 TTTCATCTTTTCCTTGCGGTAC 3' [30].
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Cogaltilan 12s rRNA bolgesinin PCR dongi sartlari:

1. basamak, 95 oC.............. 3dk
2. basamak, 94 oC............. 45 sn. (35 dongu)
3. basamak, 55 oC............. 45 sn. (35 dongu)
4. basamak, 72 oC............. 75 sn. (35 dongu)
5. basamak, 72 oC.............. 7 dk.

PCR bilesenleri ve miktarlari:

5X Taq Buffer (MgCI2'lu) 10 pl

L primer 4 ul
H primer 4 ul
dNTPmix 1l
TotaDNA 1l
Taqg DNA Pol. 1yl
dH20: 29 ul
Total 50 pl

Cogaltilan PCR firtinleri, % 2’lik agaroz jelde 80 V. da 75 dk yiiriitiilerek dizi analizi

yapilacak olan hedef bolgesinin ¢ogaltilip ¢ogaltilmadigi gézlendi ve yiiriitiilmesi tamamlanan

jel, jel goriintiileme cihazinda (KODAK Gel Logic 1500 jel goriintileme sistemi) UV

yardimiyla goriintiisii alindi.

2.2.2.1.2. Mitokondriyal Sitokrom b bélgesinin PCR ile ¢cogaltilmasi

Total DNA'lar, mitokondriyal sitokrom b gen bdlgesini ¢ogaltmak igin kullanildi.

Sitokrom b gen boélgesinin (~1140 bg) ¢ogaltma islemi, iki ¢ift primer kullanilarak PCR ile

yapildi. Sitokrom b gen bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in gradient 6zelligine sahip thermocycler

(SENSOQEST) kullanilda.

Kullanilan primer ciftleri:

MVZ05 Forward 5' CGAAGCTTGATATGAAAAACCATCGTTG 3' [51].
MVZ14 Reverse 5 GGTCTTCATCTYHGGYTTACAAGAC 3' [51]
MVZ16 Forward 5' AAATAGGAARTATCAYTCTGGTTTRAT 3' [53].
H8 Reverse 5 CCTCAGAATGATATTTGTCCTC 3' [39].
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PCR bilesenleri ve miktarlar::

10X Taq buffer 6 ul

L primer 4.8 ul
H primer 4.8 ul
dNTPmix 1.2 ul
MgCI2 3.6 ul
Total DNA 1.2 ul
BSA 4.8 pl
Tag DNA Pol 0.3 ul
dH20 33.24 ul
Total 60 ul

Cogaltilan sitokrom b gen boélgesinin PCR dongtli sartlari:

1. basamak, 95 oC............. 5 dk
2. basamak, 95 oC............. 50 sn (30 dongu)
3. basamak, 49 oC............. 50 sn (30 dongu)
4. basamak, 72 oC............. 1.5dk (30 dong)
5. basamak, 72 oC............. 7 dk

Cogaltilan PCR iiriinleri, % 2’lik agaroz jelde 80 V. da 75 dk yiiriitiilerek dizi analizi
yapilacak olan hedef bolgesinin ¢ogaltilip ¢ogaltilmadigi gézlendi ve yiiriitiilmesi tamamlanan
jel, jel gorintiileme cihazinda (KODAK Gel Logic 1500 jel gorlntlileme sistemi) UV
yardimiyla goriintiisti alindi.
3.2.2.2. Niiklear DNA bolgesinin PCR ile cogaltilmasi

Elde edilen total DNA’lar, niiklear DNA i¢in kaynak olarak kullanilacaktir.
3.2.2.2.1. Nuklear DNA GHR gen bolgesinin PCR ile ¢ogaltilmasi

Total DNA'lar, niiklear DNA’nin GHR (growth hormone receptor gene, exon 10, 921
be) bolgesi, PCR ile ¢ogaltildi. Bu islem igin iki spesifik primer ¢ifti ve gradient 6zelligine
sahip thermocycler (SENSOQEST) kullanildi.

Kullanilan primer ciftleri:

GHRS Forward 5 GGCRTTCATGAYAACTACAAACCTGACYTC 3' [40]
GHRG Reverse 5' GAGGAGAGGAACCTTCTTTTTWTCAGGC 3' [40]
GHR3 Forward 5 GACTTTATGCYCARGTRAG 3' [40]

GHR4 Reverse 5' CTYACYTGRGCATAAAAGTC 3'[40]
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PCR bilesenleri ve miktarlar::

10X Taq buffer 5 ul
L primer 4ul
H primer 4ul
dNTPmix 1l
MgCI2 3ul
Total DNA 1l
BSA 4 ul
Tag DNA Pol 0.3 ul
dH20 27.7 pl
Total 50 pl

Cogaltilan GHR gen bolgesinin PCR dongi sartlar::

1. basamak, 95 oC............. 5 dk

2. basamak, 95 oC............. 50 sn (30 dongu)
3. basamak, 53 oC............. 50 sn (30 dongu)
4. basamak, 72 oC............. 1 dk (30 dong)
5. basamak, 72 oC............. 5 dk

3.2.3. PCR Urunlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ve Goriintiilenmesi

Cogaltilan PCR iiriinleri, Ethidium Bromide ¢6zeltisi kullanilarak olusturulan % 2’lik
agaroz jelde 80 V.'da 75 dk yiiriitiilerek dizi analizi yapilacak olan hedef bdlgesinin ¢ogaltilip
cogaltilmadig1 gozlendi ve yiiriitiilmesi tamamlanan jel, jel goriintiileme cihazinda (KODAK
Gel Logic 1500 jel goriintiileme sistemi) UV yardimiyla goriintiisii alindi. % 2’lik agaroz jelin
hazirlanmasi, total DNA’nin agaroz jelde yiiriitiilmesi ve gorlintiillenmesi kisminda tarif edilen
yontemle aynidir. Bununla beraber farklilik, ¢cogaltilan PCR iiriinlerinin yiiriitiildiigii agaroz
jel % 2’lik konsantrasyonuna sahip olup ilk kuyucuga 5 pl 100 bp DNA Ladder konulmasidir.
3.2.4. PCR Uriinlerinin Saflastirilmas1 ve Cogaltilan Gen Bolgelerinin DNA Dizi Analizi

Cricetulus migratorius tiiriine ait her bir 6rnek i¢in spesifik primer ¢iftleri kullanilarak
elde edilen PCR fiiriinlerinin saflastirma islemi, hizmet alimi ile yapildi.. PCR iirlinlerinin
DNA dizi analizleri, hem ileri hem de geri yonde hizmet alimi ile yapildi. Dizi analizi

islemleri, RefGen (ODTU-Teknopark/Ankara) Gen Arastirmalart ve Biyoteknoloji
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laboratuarinda ABI 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) kullanilarak

gergeklestirilmistir.

3.2.5 Mitokondriyal ve Nuklear DNA Bdélgelerinin Dizi Analiz Verilerinin Okunmasi ve
Dulzenlenmesi

Cricetulus migratorius turiine ait her bir drnek icin elde edilen tim ham DNA dizi
verileri, dizilerin diizenlenmesi ve hizalanmasi i¢in Geneious® version 6.1.6 [52] programi
kullanildi. Her 6rnege ait her bir DNA dizisi, ayr1 ayr1 degerlendirildi. Her bir 6rnege ait ileri
ve geri (Forward ve Revers) yondeki DNA baz dizileri ve kromatogramlari en uygun sekilde
alt alta gelecek sekilde birlestirildi ve ilgili bolgenin en ortak (consensus) dizisi
olusturulmustur.

Niklear DNA GHR gen bolgesindeki heterozigotik bolgeleri bulmak icin Geneious®
version 6.1.6 [52] programindaki “Find Heterozygotes” komutu segilerek potansiyel
heterozigotik bolgeler tespit edildi ve bu bolgelerdeki bazlara ait kromatogramlar gozle
kontrol edilerek heterozigotik bolge olup olmadigina karar verilmistir. Heterozigotik bolge
olarak karar verilen bolgedeki bazlar, IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry)’1n belirlemis oldugu kritere gore diizeltilmistir.

Ayni uzunluga getirilen ve birlestirilen tiim diziler diger programlar tarafindan da
okunabilmesi ve diger formlara doniistiiriilebilmesi i¢in FASTA ve NEXUS dosya
formatlarinda kaydedilmistir.

3.2.6 Cricetulus migratorius Orneklerinin Genetik Analizleri

Cricetulus migratorius tirintn Turkiye drneklerinden elde edilen mitokondriyal DNA
(sitokrom b ve 12S rRNA) ve niiklear DNA (GHR) gen bolgelerine ait DNA dizileri, genetik
analizler i¢in ilk Once bir araya getirilerek DNA veri setleri olusturuldu. Olusturulan veri

setleri icerisindeki haplotip sayisini (farkli baz dizisine sahip diziler) ve her bir haplotipe
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sahip ka¢c Ornegin oldugunu tespit etmek ig¢in DnaSP version 5.00.04 [53] programi
kullanilmistir. Haplotiplerden olusturulan her bir veri seti, genetik analizlerde kullanilmistir.

DnaSP [53] programi ile Gen Bankasi'ndan ve Tiirkiye 6rneklerinden elde edilen
dizileri igeren daha genis ikinci bir veri seti de genetik analizlerde kullanilmustir.

Filogenetik aga¢ ve network insa etmek i¢in mitokondriyal DNA gen bolgelerinden
elde edilen veri setleri kullanilmistir. Filogenetik agaglar1 olusturmak igin MEGAS [54]
programi ile Neighbor Joining (NJ) (Komsu birlestirme) ve Maksimum Likelithood (ML)
(Maksimum olasilik) metotlari, MrBayes [55] programi ile de Bayesian metodu (Bayesian
Inference) kullanilmistir.

Neighbor Joining analizinde Kimura-2-Parametre (K2P) baz degisim modeli
kullanilirken Maksimum Likelihood ve Bayesian analizlerinde jModelTest2 [56] programu ile
Onerilen en iyi baz degisim modeli kullanildi. ML ve NJ agaglarinda olusan ana haplotip
kiimelerinin desteklenme derecesini tespit etmek i¢in 10.000 tekrarl (replikasyon) bootstrap
analizi yapildi.

Bayesian analizi, farkli sayida nesilden olusmus olan 4-MCMC (Markov Chain Monte
Carlo) kullanilarak ve agaclarin 6rneklemesi her 1000 basamak i¢in 100 nesile gore yapildi.
Ayrilma frekanslarinin ortalama standart sapmas1,<0,01 oldugu zaman o6rneklerin ilk % 25"
burn-in olarak ¢ikarildi. Burn-in agaglarinin ¢ikarilmasi ve konvergens degerlendirmesinden
sonra kalan Ornekler, % 95 Bayesian giiven araliklar1 ve posterior olasiliklar1 hesaplanmak
suretiyle konsensus agaclar1 (50% majority rule) iiretmek icin tutuldular. Bayesian agaclarinin
¢izimi ve diizenlenmesinde FigTree v1.3.1 [57] programi kullanildi.

Mitokondriyal DNA haplotiplerinden olusturulan veri setlerinden tiir igi iliskiyi
gostermek icin Network 4.6.1.1 software [58, http://www.fluxus-engineering.com] ile

median-joining metodu kullanarak haplotip networkii olusturuldu.
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3.2.7 Genetik Analizlerde Kullanilan ve Gen Bankasi'ndan Elde Edilen Diziler
AJ973378, AJ973384, AJ973386, AJI73387, AJI973388, AJ973392, AY997828,

AY997830, AY997832, AY997833, AY997834, AY997835, AY997836, AY997837,

AY997838 [3], AY288508 [20], DQ973104 ([59], X99463 [60], X84389 [61], AJ250356

[62], NC_007936 [63], NC_013276 [64], FJ881389 [65].
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4. BULGULAR

4.1. Cricetulus migratorius Orneklerinin Mitokondriyal ve Niiklear DNA Dizi Analizleri

Tiirkiye'nin  degisik lokalitelerinden toplanmis Cricetulus o6rneklerinden alinan
dokulardan mitokondriyal ve niiklear DNA dizi analizlerinde kullanilacak total DNA izole
edildi. 20 Cricetulus orneginden elde edilen total DNA'lar kullanilarak hedeflenen gen
boélgelerinin (mitokondriyal 12S rRNA ile sitokrom b ve niiklear GHR), PCR islemleri ile
cogaltildi.
3.1.1. Cricetulus migratorius Orneklerinden Total DNA Elde Edilmesi

Cricetulus migratorius tiiriine ait Tiirkiye 6rneklerinin dokularindan elde edilen total
DNA!'lar, % 0.8'lik agaroz jelde yiiriitiildii ve daha sonra UV altinda goriintiisii alind1 (Sekil

4.1).

197 272 273 276 293 446 47 600 1044 1052 1110 1118 1244 1245 12 1318 1319 1320 1321

Sekil 4.1. Cricetulus migratorius turtine ait érneklerin total DNA’larin agaroz jel goruntlsu.
4.1.2. Cricetulus migratorius Orneklerinden Hedeflenen Gen Bolgelerinin PCR ile
Cogaltilmasi
20 Cricetulus migratorius 6rneginden elde edilen total DNA’lar, mitokondriyal (12S
rRNA ile Sitokrom b) ve nuklear gen (GHR) bolgelerinin spesifik primer ciftleri ile
cogaltilmast i¢in kullanildi. PCR islemleri sonucunda elde edilen PCR iiriinlerinin varligini,
biiytikligiinii ve kalitesini kontrol etmek i¢in PCR Urlnleri, % 2’lik agaroz jelde yarGtulda ve

jel goriintiileme cihazinda UV yardimiyla goriintiisii alind.
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4.1.2.1. Cricetulus migratorius Orneklerinin Mitokondriyal 12S rRNA ve Sitokrom b
Gen Bolgesinin PCR ile Cogaltilmasi
Cricetulus migratorius tdriine ait 20 6rnegin 12S rRNA gen bdlgesinin 901 baz cifti
uzunlugundaki kismi, L651-12GH spesifik primer ¢ifti kullanilarak, sitokrom b gen
boélgesinin 1140 baz ¢ifti uzunlugundaki kismi, MVZ05-MVZ14 ve MVZ16-H8 primer

ciftleri kullanilarak ¢ogaltildi (Sekil 4.2, Sekil 4.3).

197 273 1044 1244 1319 1320 197 273 1044 1244 1319 1320

125 (L651-12GH)
55 derece

Sekil 4.2. Elde edilen total DNA’lardan Cricetulus migratorius 6rneklerine ait 12S rRNA gen
boélgesinin L651 ve 12GH primerleri kullanilarak olusturulan PCR iiriinlerinin

agaroz jelde goruntusu.

1100 1118 9: 1100 1118 ok

mvaE)S-mvzl 4

Sekil 4.3. Elde edilen total DNA’lardan Cricetulus migratorius drneklerine ait sitokrom b gen
boélgesinin MVZ05 ve MVZ14 primerleri kullanilarak olusturulan PCR iiriinlerinin

agaroz jelde goruntusu.
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4.1.2.2. Nuklear GHR Gen Bolgesinin PCR ile Cogaltilmasi
Cricetulus migratorius tirine ait 20 oOrnekten 14'Unin niklear GHR (Growth
Hormone Receptor) geninin exon 10 bolgesinin yaklasik 828 baz ¢ifti uzunlugundaki kismu,

GHR3- GHR4 ve GHR5- GHR6 spesifik primer ¢ifti kullanilarak ¢ogaltildi (Sekil 4.4).

GHR4-GHRS
GHRS_GHRS S

1100 nk 193 3 1100 nk

Sekil 4.4. Elde edilen total DNA’lardan Cricetulus migratorius 6rneklerine ait niiklear GHR
gen bolgesinin GHR4-GHR5 ve GHR5-GHR6 primerleri kullanilarak olusturulan
PCR drnlerinin agaroz jelde gorintisd.

4.1.3. Cricetulus migratorius Orneklerinin Mitokondriyal 12S rRNA ve Sitokrom b Gen

Bolgesinin Genetik Analizi
4.1.3.1. Sitokrom b Gen Bolgesi

Bu calismada 20 6rnegin mitokondriyal sitokrom b gen bolgesi (1140 bg.) spesifik
primerlerle kullanilarak PCR ile gogaltildi. 20 6rnege ait sitokrom b gen bdlgesi dizisinin
Geneious programi [52] yardimiyla Gen Bankasi veri tabaninda BLAST analizi yapildi ve bu
orneklerin Cricetulus migratorius tiiriine ait oldugu belirlendi. Tirkiye'den Cricetulus
migratorius tirlne ait 20 6rnegin sitokrom b dizisinin DnaSP [53] programu ile yapilan analizi
sonucunda 15 adet haplotip tespit edildi (Tablo 4.1). Tirkiye'den Cricetulus migratorius
tirtine ait 6rneklerin dizi analizleri sonucunda haplotip ¢esitliliginin (Haplotype diversity,
Hd), 0.9684 ve niikleotid ¢esitliliginin ise (nucleotide diversity, Pi, ), 0.00758 oldugu tespit

edildi.
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Tablo 4.1. Mitokondriyal Sitokrom b Gen Bolgesinin DNA Dizi Analizi sonucunda
Cricetulus migratorius tirtine ait 6rneklerde belirlenen haplotipler (925 bg, 1140 bg).

Haplotip Koleksiyon No Lokalite

Cl1.Cytb 197 Ihlara, Aksaray

C2.Cytb 272 Yozgat

C2.Cytb 276 Yozgat

C3.Cytb 273 Yozgat

C4.Cytb 293 Yahyali, Kayseri

C5.Cytb 446 Erciyes Univ. Kampusi, Kayseri
C5.Cytb 1321 Erciyes Univ. Kampusi, Kayseri
C6.Cytb 447 Erciyes Univ. Kampusi, Kayseri
C6.Cytb 1320 Erciyes Univ. Kampusi, Kayseri
C7.Cytb 600 Bolu, Rizgarlar (

C8.Cytb 1044 Ganiefendi, Uzumli, Erzincan
C9.Cytb 1052 Dereici, Kars

C10.Cytb 1110 Aksehir, Konya

C11.Cytb 1118 Beysehir, Konya

C12.Cytb 1244 Bogazliyan, Yozgat

C12.Cytb 1245 Bogazliyan, Yozgat

C12.Cytb 1246 Bogazliyan, Yozgat

C13.Cytb 1318 Bogazliyan, Yozgat

C14.Cytb 1319 Bogazliyan, Yozgat

C15.Cytb 1505 Kafkas Univ. Kampiisii, Kars

4.1.3.2. 12S rRNA Gen Bolgesi

20 ornegin mitokondriyal 12S rRNA gen bdlgesi (901 bg.) de spesifik primerlerle
kullanilarak PCR ile ¢ogaltildi ve bu 6rneklerin 12S rRNA gen bolgesi dizileri, Geneious
programi [52] yardimiyla Gen Bankasi veri tabaninda BLAST analizi yapildi ve bu 6rneklerin
Cricetulus migratorius tiiriine ait oldugu belirlendi. 20 6rnegin 12S rRNA gen bolgesi dizileri,
DnaSP [53] programu ile yapilan analizi sonucunda 10 adet haplotip tespit edildi (Tablo 4.2).
Cricetulus migratorius tlrine ait orneklerin 12S rRNA gen bolgesi dizilerinin analizleri
sonucunda haplotip ¢esitliliginin (Haplotype diversity, Hd), 0,8579 ve niikleotid ¢esitliliginin

ise (nucleotide diversity, Pi, ), 0,00190 oldugu tespit edildi.
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Tablo 4.2. Mitokondriyal 12S rRNA Gen Bdlgesinin DNA Dizi Analizi sonucunda Cricetulus
migratorius tlrlne ait drneklerde belirlenen haplotipler (901 bg).

Haplotip Koleksiyon No Lokalite

Cl1.12S 197 Ihlara, Aksaray

C1.12S 293 Yahyali, Kayseri

C1.12S 1318 Bogazliyan, Yozgat

C2.12S 272 Yozgat

C2.12S 276 Yozgat

C2.12S 446 Erciyes Univ. Kampusi, Kayseri
C2.12S 1044 Ganiefendi, Uzumli, Erzincan
C2.12S 1118 Beysehir, Konya

C2.12S 1319 Bogazliyan, Yozgat

C2.12S 1321 Erciyes Univ. Kampusi, Kayseri
C3.12S 273 Yozgat

C4.12S 447 Erciyes Univ. Kampusi, Kayseri
C5.12S 600 Riizgarlar, Bolu

C6.12S 1052 Dereici, Kars

C7.12S 1110 Aksehir, Konya

C8.12S 1244 Bogazliyan, Yozgat

C8.12S 1245 Bogazliyan, Yozgat

C8.12S 1246 Bogazliyan, Yozgat

C9.12S 1320 Erciyes Univ. Kampusi, Kayseri
C10.12S 1505 Kafkas Univ. Kampiisii, Kars

Tiirkiye'den elde edilen 20 6rnege ait mitokondriyal sitokrom b ve 12S rRNA gen

bolgesinin DNA dizilerinin birlestirilmesi ile 2041 b¢ uzunlugunda 16 haplotip tespit edildi

(Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. Mitokondriyal sitokrom b ve 12S rRNA gen boélgesinin DNA dizilerinin

birlestirilmesi ile Cricetulus migratorius turine ait Orneklerde belirlenen

haplotipler (2041 bg).
Haplotip Koleksiyon No
C1. Cyth.12S 197
C2. Cyth.12S 272
C2. Cyth.12S 276
C3. Cyth.12S 273
C4. Cyth.12S 293
C5. Cyth.12S 446
C5. Cyth.12S 1321
C6. Cyth.12S 447
C7. Cyth.12S 600
C8. Cyth.12S 1044
C9. Cyth.12S 1052
C10. Cyth.12S 1110
C11. Cyth.12S 1118
C12. Cyth.12S 1244
C12. Cyth.12S 1245
C12. Cyth.12S 1246
C13. Cyth.12S 1318
C14. Cyth.12S 1319
C15. Cyth.12S 1320
C16. Cyth.12S 1505

Ihlara, Aksaray

Yozgat

Yozgat

Yozgat

Yahyali, Kayseri

Erciyes Univ. Kampusl, Kayseri
Erciyes Univ. Kampusi, Kayseri
Erciyes Univ. Kampusl, Kayseri
Riizgarlar, Bolu

Ganiefendi, Uzumld, Erzincan
Dereici, Kars

Aksehir, Konya

Beysehir, Konya

Bogazliyan, Yozgat

Bogazliyan, Yozgat

Bogazliyan, Yozgat

Bogazliyan, Yozgat

Bogazliyan, Yozgat

Erciyes Univ. Kampusl, Kayseri
Kafkas Univ. Kampiisii, Kars

4.1.4. Cricetulus migratorius Orneklerinin Niklear GHR Gen Bolgesinin Genetik

Analizi

Cricetulus migratorius tlrine ait

20 ornekten 14'Undn nuklear DNA GHR gen

bolgesinin exon 10 kismi (828 bg.), PCR ile spesifik primer giftleri kullanilarak ¢ogaltildi. 14

adet GHR gen bolgesi dizisinin Geneious programi [52] yardimiyla Gen Bankasi veri

tabaninda BLAST analizi yapildi ve BLAST analizi sonucunda bu GHR gen bolgesi

dizilerinin Cricetulus migratorius tiiriine ait olduklari tespit edildi.

Elde edilen 14 Cricetulus migratorius drnegine ait GHR gen bdlgesi dizilerinin analizi

sonucunda Yozgat'tan elde edilen 272 kolleksiyon numarali 6rnegin 725. bolgesinin (R), 273

kolleksiyon numarali 6rnegin 410. (Y) ile 725. bolgelerinin (R) ve 276 kolleksiyon numarali
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ornegin 410. (Y) ve 725. bolgelerinin (R), Erzincan-Uzumlii-Ganiefendi'den elde edilen 1044
kolleksiyon numarali 6rnegin 582. bolgesinin (Y) polimorfik bolge oldugu ve bu bdlgelerin
heterozigotik bolge (elektroferogramda esit pik uzunluguna sahip) oldugu belirlendi (Sekil
4.5). Geri kalan 6rneklerin ise homozigot olduklar1 ve ayn1 baz dizisine sahip olduklari tespit

edildi. Cricetulus migratorius tiiriine ait 14 6rnegin yapilan analizinde dort farkli GHR alleli

belirlendi.
S|33

Consensus

Identity —

REY 293-GHRE-..

FUr 293-GHRS5-...

FliC 272-GHRS_...

REV 272-GHRE__

':-::n ':.‘-": 515

Consensus

Identity

REV276-GHRSE... | Tz T 5 T = S G B C
FUD 276-GHRS... | 3 = e - — X

Sekil 4.5. Tiirkiye nin yaylhs gosteren Cricetulus mlgratorlus tiiriiniin baz1 6rneklerinde tespit
edilen heterozigotik bolgeler.

4.2. Cricetulus migratorius Turtne ait Tirkiye Orneklerinin Mitokondriyal DNA 12S

rRNA ve Sitokrom b Gen Bdélgesinden Elde Edilen Verilerin Filogenetik Analizi
4.2.1. En Uygun Baz Degisim Modelinin Belirlenmesi

Cricetulus migratorius turtne ait mitokondriyal 12S rRNA ve sitokrom b dizilerinden
olusan veri setlerinin filogenetik analizi i¢in en uygun baz degisim modeli, jJModelTest2 [56]
programu ile belirlendi.

Mitokondriyal sitokrom b gen bolgesi dizilerinden olusan veri seti i¢in dis gruplu
olarak jModelTest2 [56] programi ile hem AIC (Akaike Information Criterion) hem de BIC

secim taslagina gére GTR+G belirlendi.
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Mitokondriyal 12S rRNA gen bélgesi dizilerinden olusan veri seti i¢in dis gruplu
olarak jModelTest2 [56] programi ile hem AIC (Akaike Information Criterion) secim
taslagina gore GTR+I ve BIC secim taslagina gore HKY+I belirlendi.

4.2.2. Cricetulus migratorius Turtne ait Tdrkiye Haplotipleri Arasindaki Genetik

Uzakhgin Hesaplanmasi

Cricetulus migratorius tlrlne ait sitokrom b, 12S rRNA ve 12S rRNA+sitokrom b
dizilerinden elde edilen Turkiye haplotipleri arasindaki genetik uzaklik degerleri, MEGAS
programi [54] ve K2P baz degisim modeli kullanilarak hesaplandi.

Mitokondriyal 12S rRNA gen bolgesinden elde edilen haplotipler arasindaki genetik
uzaklik degerleri incelendiginde en blyuk genetik uzaklik degeri 0.0067, Cr6.12S ve Crl.12S,
Cr6.12S ve Cr3.12S, Cr6.12S ve Cr5.12S, Cr6.12S ve Cr7.12S, Cr6.12S ve Cr8.12S, Cr6.12S
ve Cr9.12S, Cr6.12S ve Cr10.12S haplotipleri arasinda gézlendi. En kiigiik genetik uzaklik
degeri ise 0.0011 olarak Cr2.12S ile Cr1.12S, Cr3.12S, Cr5.12S, Cr7.12S, Cr8.12S, Cr9.12S,
Cr10.12S ve Cr4.12S ile Cr9.12S haplotipleri arasinda bulundu (Tablo 4.4).

Mitokondriyal sitokron b gen bolgesinden elde edilen haplotipler arasindaki genetik
uzaklik degerleri incelendiginde en blyuk genetik uzaklik degeri 0.0160, Cr2.cytb ve Cr9.cytb
haplotipleri arasinda gozlendi. En kiigiik genetik uzaklik degeri ise 0.0009, olarak Cr5.cytb ve
Crl4.cytb haplotipleri arasinda bulundu (Tablo 4.5).

Mitokondriyal sitokrom b+12S rRNA gen bolgelerinden elde edilen dizilerin
birlestirilmesi ile elde edilen haplotipler arasindaki genetik uzaklik degerleri incelendiginde
en biyik genetik uzaklik degeri 0.0114, Cr9.cytb.12S ve Cr2.cytbh.12S haplotipleri arasinda
gozlendi. En kiiciik genetik uzaklik degeri ise 0.0015, olarak Crl.cyth.12S ile Cr4.cyth.12S,
ve Crl.cytb.12S ile Crl13.cytb.12S haplotipleri arasinda bulundu (Tablo 4.6).

Ug farkl1 veri setine ait genetik uzaklik degerleri incelendiginde C. migratorius'un

Turkiye haplotipleri arasinda nispeten yiiksek bir genetik ¢esitlilik oldugu goériilmektedir.
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Tablo 4.4. Kimura 2-Parametre baz degisim modeli kullanilarak 12S rRNA gen bolgesine ait
haplotipler (901 bg) arasindaki genetik uzaklik degerleri.

Crl.lzs *kkkkk

Cr2.12S 0.0011 #*#****

Cr3.12S 0.0022 0.0011 *#*****

Cr4.12S 0.0033 0.0022 0.0033 ******

Cr5.12S 0.0022 0.0011 0.0022 0.0033 ******

Cr6.12S 0.0067 0.0056 0.0067 0.0056 0.0067 ******

Cr7.12S 0.0022 0.0011 0.0022 0.0033 0.0022 0.0067 ******

Cr8.12S 0.0022 0.0011 0.0022 0.0033 0.0022 0.0067 0.0022 ******

Cr9.12S 0.0022 0.0011 0.0022 0.0011 0.0022 0.0067 0.0022 0.0022 ******
Cr10.12S 0.0022 0.0011 0.0022 0.0033 0.0022 0.0067 0.0022 0.0022 0.0022 ******
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Tablo 4.5. Kimura 2-Parametre baz degisim modeli kullanilarak sitokrom b gen boélgesine ait haplotipler (1140 bg) arasindaki genetik uzaklik

degerleri.

Crl.Cytb *khkhkkk

Crzlcytb 0.0115 ******

Cr3.cyth 0.0044 0.0124 ***xkx

Crd.cytb 0.0026 0.0106 0.0035 ******

Cr5.cytb  0.0097 0.0071 0.0106 0.0088 ****x*

Cré.cytb 0.0044 0.0106 0.0053 0.0035 0.0088 ******

Cr7.cytb 0.0026 0.0106 0.0035 0.0018 0.0088 0.0035 *****x*

Cr8.cytb 0.0053 0.0133 0.0062 0.0044 0.0115 0.0044 0.0044 **#**x**x

Cr9.cytb 0.0115 0.0160 0.0124 0.0106 0.0142 0.0124 0.0106 0.0133 *****x*

Cr10.cytb 0.0062 0.0124 0.0071 0.0053 0.0106 0.0071 0.0053 0.0080 0.0124 ******

Crll.cytb 0.0035 0.0115 0.0044 0.0026 0.0097 0.0044 0.0026 0.0053 0.0115 0.0062 ******

Crl2.cytb 0.0044 0.0124 0.0053 0.0035 0.0106 0.0035 0.0035 0.0044 0.0124 0.0071 0.0044 ******

Crl3.cytb 0.0026 0.0142 0.0071 0.0053 0.0124 0.0053 0.0053 0.0080 0.0142 0.0088 0.0062 0.0071 ******
Crl4.cytb 0.0088 0.0062 0.0097 0.0080 0.0009 0.0080 0.0080 0.0106 0.0133 0.0097 0.0088 0.0097 0.0115 ******
Crl5.cytb 0.0053 0.0097 0.0062 0.0044 0.0080 0.0044 0.0044 0.0071 0.0115 0.0062 0.0053 0.0062 0.0080 0.0071 ******
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Tablo 4.6. Kimura 2-Parametre baz degisim modeli kullanilarak sitokrom b +12S rRNA gen bélgelerine ait dizilerin birlestirilmesi ile elde edilen

haplotipler (2041 bg) arasindaki genetik uzaklik degerler.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Crl.cyth+12S  **xx*x*
Cr2.cytb+12S  0.0069 *****x
Cr3.cytb+12S 0.0034 0.0074 ******
Cr4.cytb+12S 0.0015 0.0064 0.0029 ******
Cr5.cytb+12S 0.0059 0.0039 0.0064 0.0054 ******
Cr6.cytb+12S 0.0039 0.0069 0.0044 0.0034 0.0059 ******
Cr7.cytb+12S 0.0025 0.0064 0.0029 0.0020 0.0054 0.0034 ******
Cr8.cytb+12S 0.0034 0.0074 0.0039 0.0029 0.0064 0.0034 0.0029 ******
Cr9.cytb+12S 0.0094 0.0114 0.0099 0.0089 0.0104 0.0094 0.0089 0.0099 ****x**
Cr10.cytb+12S 0.0044 0.0074 0.0049 0.0039 0.0064 0.0054 0.0039 0.0049 0.0099 ******
Crll.cytb+12S 0.0025 0.0064 0.0029 0.0020 0.0054 0.0034 0.0020 0.0029 0.0089 0.0039 ******
Crl2.cytb+12S 0.0034 0.0074 0.0039 0.0029 0.0064 0.0034 0.0029 0.0029 0.0099 0.0049 0.0029 ******
Crl13.cytb+12S 0.0015 0.0084 0.0049 0.0029 0.0074 0.0044 0.0039 0.0049 0.0109 0.0059 0.0039 0.0049 ******
Crl4.cytb+12S 0.0054 0.0034 0.0059 0.0049 0.0005 0.0054 0.0049 0.0059 0.0099 0.0059 0.0049 0.0059 0.0069 ******
Cr15.cytb+12S 0.0034 0.0064 0.0039 0.0029 0.0054 0.0005 0.0029 0.0029 0.0099 0.0049 0.0029 0.0029 0.0039 0.0049 ******

Crl6.cytb+12S 0.0039 0.0059 0.0044 0.0034 0.0049 0.0039 0.0034 0.0044 0.0094 0.0044 0.0034 0.0044 0.0054 0.0044 0.0034 0.000Q******
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4.2.3. Cricetulus migratorius Turine ait Turkiye Haplotiplerinin Neighbor-Joining

Analizi

Neighbor Joining metodu ile Cricetulus migratorius turine ait érneklerden tespit
edilen 15 sitokrom b haplotipi (1.140 bg), 10 12S rRNA haplotipi (901 bg) ve 12S
rRNA+sitokrom b haplotipi arasindaki filogenetik iliskileri belirlemek icin 10.000 tekrarli
(replikasyon) K2P baz degisim modeli ve C. griseus ve M. auratus'un dis grup olarak
kullanilarak MEGAS programinda [54] NJ agaglari (Sekil 4.6, Sekil 4.7), elde edildi.

C. migratorius tirtne ait Turkiye’den tespit edilen 15 mitokondriyal sitokrom b
haplotipinin (1.140 bg) NJ analizi sonucunda ¢ ana grupta (Grup 1, Grup 2 ve Grup 3)
kiimelendigi goriildii. Grup 3'te yer alan tek haplotip (Cr9.cytb), diger iki gruptan belirgin bir

sekilde ayrilmaktadir (Sekil 4.6).

" Cr3.cyth
= —|: Cr7.cyth
Crd.cyth

10 L Crll.cyth
Crb.cyth

% “© Cr8.cyth
—m|: Criz.cyth [6™P1
. — Crl.cyth

sl Crl3.cyth
Crl0.cyth

i Crl3.cyth
Crl.cyth
—9?|: Crld.cyth
Cr9.cytb |Gmp 3
C. griseus

M. auratus |P1serop

Sekil 4.6. Cricetulus migratorius turine ait Turkiye sitokrom b haplotipleri arasindaki

filogenetik iliskiyi gosteren ve K2P baz degisim modeli kullanilarak olusturulan
NJ agaci (10 000 tekrarl).
C. migratorius turine ait Tirkiye’den tespit edilen 10 mitokondriyal 12S rRNA

haplotipinin (901 bg) NJ analizi sonucunda U¢ ana grupta (Grup 1, Grup 2 ve Grup 3)

kiimelendigi gortldi (Sekil 4.7). Mitokondriyal 12S rRNA haplotiplerinin kullanildigi NJ
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agaci (Sekil 4.7), sitokrom b haplotiplerinden elde edilen NJ agacinin (Sekil 4.6) topolojisine

benzerlik gostermemektedir

e Crs.128
i { Cr7.128
® L Cr2.128
L Crl.128
€128 MGrup1
Cr8.128
Crl0.128
Cr9.128
cra12s  |Grap2

Cr6.128 | Grup 3

T M. auratus
wl ¢ griseus

"

Disgrup

Sekil 4.7. Cricetulus migratorius tiriine ait Turkiye 12S rRNA haplotipleri arasindaki
filogenetik iligkiyi gdsteren ve K2P baz degisim modeli kullanilarak olusturulan

NJ agaci (10 000 tekrarl).
C. migratorius turiine ait Turkiye’den tespit edilen mitokondriyal sitokrom b ve 12S

rRNA gen bolgelerinden elde edilen dizilerin birlestirilmesi ile elde edilen 16 haplotipin
(2041 bg), NJ analizi sonucunda t¢ ana grupta (Grup 1, Grup 2 ve Grup 3) kiimelendigi
goriildli. Grup 1'de 11 haplotip kiimelenirken Grup 2 dort haplotipten olusmustur. Grup 3'te
ise tek haplotip yer almistir (Sekil 4.8). Birlestirilmis dizilerden elde edilen NJ agacinin
topolojisi (Sekil 4.8), sitokrom b haplotiplerden elde edilen NJ agacinin topolojisi (Sekil 4.6)

ile benzerlik gostermektedir.
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Crl.cyth.12S
Crl3.cyth.12S
Crd.cyth.12S
Crll.cyth.12S
Cr7.cyth.12S
Cri.cyth.128  |Grup 1
Cré.cyth.12S
Crl5.cyth.128
Cr8.cyth.128
Crl2.cyth.128
Crl0.cyth.12S
Crl6.cyth.12S
” Cr2.cyth.128 & A
= Cr5.cyth.12S

o Crld.cyth.12S

CrY.cyth.128 |Gmp3

— C. griseus
sl M auratus

19

i

m
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Sekil 4.8. Cricetulus migratorius tiriine ait Tirkiye sitokrom b+12S rRNA (birlestirilmis)
haplotipleri arasindaki filogenetik iligskiyi gosteren ve K2P baz degisim modeli
kullanilarak olusturulan NJ agaci (10 000 tekrarl).

4.2.4. Cricetulus migratorius Turune ait Turkiye Haplotiplerinin Maksimum Likelihood

(Olasilik) Analizi

Maksimum Likelihood (olasilik) metodu ile Cricetulus migratorius tlriine ait
orneklerden tespit edilen mitokondriyal DNA haplotipleri arasindaki filogenetik iliskileri
belirlemek igin 10.000 tekrarl: (replikasyon) GTR+G ve HKY+I baz degisim modelleri ile dis
grup olarak C. griseus ve M. auratus kullanilarak MEGAS [54] programinda ML agaclari
(Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11) elde edildi.

C. migratorius tirtne ait Turkiye’den tespit edilen 15 mitokondriyal sitokrom b
haplotipinin (1.140 bg) 10.000 tekrarli (replikasyon) GTR+G baz degisim modeli kullanilarak
yapilan ML analizi sonucunda {i¢ ana grupta (Grup 1, Grup 2 ve Grup 3) kiimelendikleri
goriildii (Sekil 4.9). Mitokondriyal sitokrom b haplotiplerinden elde edile ML agacinin
topolojisi (Sekil 4.9), sitokrom b haplotiplerinden elde edile NJ agacinin (Sekil 4.6), topolojisi
ile benzerlik gostermektedir.

C. migratorius turine ait Tirkiye’den tespit edilen 10 mitokondriyal 12S rRNA

haplotipinin (901 bg) 10.000 tekrarl: (replikasyon) HKY-+I baz degisim modeli kullanilarak
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yapilan ML analizi sonucunda ii¢ ana grupta (Grup 1, Grup 2 ve Grup 3) kiimelendigi goriildi
(Sekil 4.10). Mitokondriyal 12S rRNA haplotiplerinden elde edilen ML agacinin topolojisi
(Sekil 4.10), 12S rRNA haplotiplerinden elde edilen NJ agacinin (Sekil 4.7) topolojisi ile

benzerlik gostermektedir.

7 Cr3.cyth
= { Cr7.cyth

L L Crd.cyth
10 L Crllcyth

Crl.cyth
i 56 I: Crl3.cytb JGrupl
Crb.cyth
15 Cr8.cyth
T|: Crl2.cyth
Crl0.cytb

Crl5.cyth
Cr2.cyth

Cr5.cyth
9% -
{ Crld.cyth
Cr9.cvth IGI"UP 1

C. griseus

51

Grup 2

Disgrup

M. auratus

Sekil 4.9. Cricetulus migratorius turine ait Turkiye sitokrom b haplotipleri (1140 bg)
arasindaki filogenetik iligkiyi gdsteren ML agac1 (10 000 tekrarl).
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18 —|: Cr7.128
1e L Cr2.128
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2L Cr8.128
b Cr10.128
i Cr9.128
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Cr6.12S  |Grup 3
,—Mr.am'arm
wl_¢ griseus

Disgrup

Sekil 4.10. Cricetulus migratorius turine ait Turkiye 12S rRNA haplotipleri arasindaki
filogenetik iliskiyi gosteren ML agaci (10 000 tekrarli).
Turkiye’den C. migratorius tlrlne ait mitokondriyal sitokrom b ve 12S rRNA gen

bolgelerinden elde edilen dizilerin birlestirilmesi ile elde edilen 16 haplotipin (2041 bg)
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10.000 tekrarli (replikasyon) HKY+I baz degisim modeli kullanilarak yapilan ML analizi
sonucunda U¢ ana grupta (Grup 1, Grup 2 ve Grup 3) kiimelendikleri gorildi (Sekil 4.11).
Birlestirilmis dizilerden elde edilen ML agacimin topolojisi (Sekil 4.11), sitokrom b

haplotiplerden elde edilen ML agacinin topolojisi (Sekil 4.9) ile benzerlik gdstermektedir.

7 Crl.cyth.128
Crl3.cyth.128
Crd.cyth.128
Crll.cyth.128
Cr7.cyth.128
18 Cr3.cyth.128
Cr6.cyth.128
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Crl0.cyth.128
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Crld.cyth.128
Cr9.cyth.128 |Gmp 3

C. griseus
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74
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rH'

M. auratus Disgrup

Sekil 4.11. Cricetulus migratorius tlrlne ait Turkiye sitokrom b+12S rRNA (birlestirilmis)
haplotipleri arasindaki filogenetik iligkiyi gosteren ML agac1 (10 000 tekrarli).

4.2.5. Cricetulus migratorius Tiiriine ait Tiirkiye ve Gen Bankasi'ndan Elde Edilen

Dizilerin Bayesian Analizi

Bayesian metodu [55] ile Cricetulus migratorius tirlne ait Tlrkiye ve Gen
Bankasi'ndan 6rneklerden tespit edilen mitokondriyal sitokrom b gen bélgesinin iki farkl dizi
uzunluguna (925 bg ve 1.140 bg) sahip haplotipler arasindaki filogenetik iligkileri belirlemek
icin GTR+G baz degisim modeli kullanilarak Bayesian agaglari (Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil
4.14, Sekil 4.15), elde edildi.

Mitokondriyal sitokrom b gen bolgesinin 925 bc¢ ve 1140 bg'lik uzunluktaki

haplotiplerin sirastyla 400 bin ve 200 bin jenerasyonlu Bayesian analizi sonucunda elde edilen
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iki Bayesian agac1 incelendiginde benzer topoloji gosterdikleri gézlenmistir (Sekil 4.12, Sekil

4.13).

M. auratus
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Sekil 4.12. Cricetulus migratorius tiiriine ait Tirkiye ve Gen Bankasi'ndan elde edilen

sitokrom b haplotipleri (925 bg) arasindaki filogenetik iliskiyi gosteren Bayesian

agacl.
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Sekil 4.13. Cricetulus migratorius tiirtine ait Tiirkiye ve Gen Bankasi'ndan elde edilen
sitokrom b haplotipleri (1140 bg) arasindaki filogenetik iliskiyi gosteren

Bayesian agaci.

Mitokondriyal 12S rRNA gen bolgesine ait Tiirkiye ve Gen Bankasi'ndan elde edilen

dizilerden olusturulan veri matrisinde yer alan 15 haplotip (851 bg) arasindaki filogenetik
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iliskileri belirlemek icin HKY+I baz degisim modeli kullanilarak yapilan 250 bin jenerasyonlu
Bayesian analizi sonucunda elde edilen Bayesian agaci incelendiginde X84389 numarali Gen
Bankasi'ndan elde edilen 6rnegin dis grup olarak kullanilan C. griseus dizisi ile kiimelendigi
gorilmiistiir (Sekil 4.14). Bu sonug, X84389 numarali dizinin C. migratorius'a degil bilakis C
griseus'a ait oldugunu oOnermektedir. Geri kalan haplotipler ise belirgin bir kiimelenme
gostermeyip politomi gostermektedir (Sekil 4.14). Politomi durumu, C. migratorius tlrinin
populasyonlar1 arasinda ya da igerisinden analiz edilen 6rnek azligindan veya ortak ata
iliskisini  belirlemede kullanilan temel karakterlerin (Sinapomorfi) az olmasindan

kaynaklanmis olabilir.
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Sekil 4.14. Cricetulus migratorius turine ait Tlrkiye ve Gen Bankasi'ndan elde edilen 12S
rRNA haplotipleri (854 bg) arasindaki filogenetik iliskiyi gdsteren Bayesian agaci.
C. migratorius turtne ait mitokondriyal sitokrom b ve 12S rRNA gen bdélgelerinden

elde edilen dizilerin birlestirilmesi ile elde edilen 16 haplotipin (2041 bg) Bayesian analizi,
Gen Bankasi'nda veri olmadigindan sadece Tiirkiye orneklerini kapsamaktadir. 400000
jenerasyonlu GTR+I+G baz degisim modeli kullanilarak yapilan Bayesian analizi sonucunda

politomi durumunu da kapsayan bes ana kiime gozlenmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Cricetulus migratorius tirtine ait Turkiye elde edilen sitokrom b+12S rRNA
(birlestirilmis) haplotipleri (2054 b¢) arasindaki filogenetik iligskiyi gosteren

Bayesian agaci.

4.2.6. Cricetulus migratorius Turune ait Haplotiplerin Network Analizi

Cricetulus migratorius tlrline ait haplotiplerin birbirleriyle olan iligkileri daha iyi
gostermek i¢in Tiirkiye ve Gen Bankasi'ndan elde edilen mitokondriyal haplotiplerin median-
joining metodu [58] ile network analizi yapildi.

Tiirkiye ve Gen Bankasi'ndan elde edilen mitokondriyal sitokrom b haplotiplerinden
(925 be) olusan network incelendiginde Tiirkiye den elde edilen haplotiplerin, NJ, ML ve Bl
filogenetik agaclarinda oldugu gibi benzer bir kiimelenme egilimi gosterdigi goriilmektedir
(Sekil 4.16).

Tirkiye ve Gen Bankasi'ndan elde edilen mitokondriyal 12S rRNA haplotiplerinden
(851 bg) olusan network incelendiginde Tiirkiye haplotiplerinin biiyiilk oranda birlikte
kiimelendigi goriilmektedir. Bununla birlikte X84389 numarali Gen Bank haplotipi belirgin

bir sekilde farkl goriilmektedir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.16. Cricetulus migratorius tiiriine ait Tirkiye ve Gen Bankasi'ndan elde edilen

sitokrom b haplotiplerinin (925 bg) Median-joining networkd.
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Sekil 4.17. Cricetulus migratorius turtne ait Tlrkiye ve Gen Bankasi'ndan elde edilen 12S

rRNA haplotiplerinin (851 bg¢) Median-joining networki.
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Turkiye'den elde edilen mitokondriyal sitokrom b ve 12S rRNA dizilerinin
birlestirilmesi ile elde edilen haplotiplerden (2041 bg) olusan network incelendiginde iki ana

grup gortilmektedir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. Cricetulus migratorius turtne ait Turkiye'den elde edilen sitokrom b+12S rRNA
(birlestirilmis) haplotiplerinin (2041 bg¢) Median-joining network.
4.2.7. Cricetulus migratorius Turune Ve Diger Yakin Tiirlere Ait Tiirkiye ve Gen

Bankasi'ndan Elde Edilen Haplotiplerin Bayesian Analizi

C. migratorius turtine ve Cricetulus cinsine yakin oldugu kabul edilen cinslere ait
tiirlerin haplotipleri arasindaki filogenetik iligkiler, GTR+I+G baz degisim modeli kullanilarak
Bayesian analizi ile belirlenmeye caligildi. Cricetulus migratorius turtine ait 12S rRNA (852
bc) haplotiplerinin 280000 jenerasyonlu GTR+I+G baz degisim modeli kullanilarak yapilan
Bayesian analizi sonucunda bir haplotip hari¢ (X84389) bilinen ve bu ¢aligmada tespit edilen
tim haplotipler bir arada kiimelendi. X84389 Gen Bankasi numarali haplotip biiyiik ihtimalle

Cricetulus griseus tlrine ait olabilir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. Cricetulus migratorius tiriine ve diger yakin tiirlere ait Tirkiye ve Gen
Bankasi'ndan elde edilen 12S rRNA haplotipleri (852 bg) arasindaki filogenetik
iligkiyi gosteren Bayesian agaci.

Cricetulus migratorius tiriine ait sitokrom b (925 bg) haplotiplerinin 320000
jenerasyonlu GTR+I+G baz degisim modeli kullanilarak yapilan Bayesian analizi sonucunda

bilinen ve bu ¢alismada tespit edilen tiim haplotipler bir arada kiimelendi. (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. Cricetulus migratorius tiriine ve diger yakin tiirlere ait Tirkiye ve Gen

Bankasi'ndan elde edilen sitokrom b haplotipleri (925 bg) arasindaki filogenetik

iligkiyi gosteren Bayesian agaci.
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5. TARTISMA ve SONUC
5.1. Tartisma

Cricetulus cinsi, Cricetinae altfamilyas1 igerisindeki en biiyiik cinslerden biridir [1] ve
alt1 tiir icermektedir [1, 2]. Bu turlerden biri olan C. migratorius ile ilgili mevcut molekiler
filogenetik calismalar sayica az olup genellikle bu tiiriin filogenetik durumu yerine daha ¢ok
yiiksek taksonlar arasindaki filogenetik iliskilerin arastirildigi ¢alismalardir [3, 19, 20].
Neumann et al. [3], cinsin monofiletikliginin ger¢ek olmayabilecegini belirtmisler ve genis bir
yayilis gosteren C. migratorius tirinin gercekte Cricetulus grubunun disinda kaldigi ve
Tscherskia, Cricetus ve Allocricetulus ile daha yakin iliskili oldugunu ifade etmislerdir.
Ayrica bu yazarlar [3], C. migratorius tiiriiniin yeni bir monotipik cins igerisinde yer almasini
Onerdiler.

C. migratorius (gri clice hamster) tlrine ait Turkiye'den elde edilen érnekleri ile
yapilmis ¢aligmalarda genel olarak morfolojik ve karyolojik temelli ¢alismalar yapilmistir [6,
15-17]. Turkiye gri ciice hamsterlarin1 kapsayan molekiiler ¢alisma sayisi ¢ok azdir [3, 18].
Ibis et al. [18], allozim elektroforezinden elde edilen verileri analiz ederek genetik
varyasyonlari tespit etmisler ve Neumann et al. [3] ise Kayseri’den sadece bir C. migratorius
orneginden elde edilen mitokondriyal (sitokrom b ve 12S rRNA) ve niklear (VWF) gen
bolgelerinin dizilerini kullanarak Cricetinae altfamilyasinin molekiiler filogenisini ortaya
koymaya ¢alismislardir.

Bu c¢alismada mitokondriyal 12S rRNA gen bdlgesine ait Tirkiye ve Gen
Bankasi'ndan elde edilen diziler arasindaki filogenetik iliskileri belirlemek icin yapilan
Bayesian analizi sonucunda elde edilen Bayesian agaci incelendiginde Gen Bankasi'ndan elde
edilen X84389 [61] numarali 6rnegin dis grup olarak kullanilan C. griseus ile kiimelendigi
goriilmiistiir. Bu analiz, X84389 [61] numarali 6rnegin C. migratorius'a degil bilakis C

griseus'a ait oldugunu oOnermektedir. Geri kalan haplotipler ise belirgin bir kiimelenme
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gostermeyip politomi gostermistir. Buna ilave olarak Tiirkiye ve Gen Bankasi'ndan elde edilen
mitokondriyal 12S rRNA haplotiplerinden (851 bg) olusan network incelendiginde ise dort
grubun olustugu ve Tiirkiye haplotiplerinin biiyiik oranda birlikte kiimelendigi goriilmektedir.
Bununla birlikte X84389 numarali Gen Bankasi haplotipi [61], Bayesian analizinde oldugu
gibi belirgin bir sekilde farkli goriilmektedir. Gen Bankasi'nda yayinlanan ve lokalitesi
bilinmeyen bu dizi [61], belirgin bir sekilde farkl1 olup Tiirkiye, Ermenistan, Ozbekistan ve
Rusya haplotiplerinden ayrilmaktadir. Hanni et al. [61] tarafindan kaydedilen bu haplotip
disindaki C. migratorius haplotipleri, cografik olarak nispeten birlikte kiimelenirken lokalitesi
bilinmeyen bu haplotipin ayr1 dallanma gostermis olmasi, bu haplotipin farkli bir tiire ait
olabilecegi izlenimi vermektedir.

C. migratorius'un mitokondriyal sitokrom b gen bdolgesiyle ilgili olarak Gen
Bankasi'nda ¢ok fazla veri bulunmamaktadir. Mitokondriyal sitokrom b (925 bg) ve 12S
rRNA (852 bcg) gen bélgelerine ait haplotiplerin Bayesian analizi sonucunda elde edilen iki
Bayesian agaci1 (Sekil 4.19, Sekil 4.20) incelendiginde benzer topoloji gosterdikleri
gozlenmistir. Sekil 4.19 ve Sekil 4.20 incelendiginde Neumann et al. [3] tarafindan verilenin
aksine bir sonu¢ vardir. Bu c¢alismadaki analizlere gdre tum Cricetulus migratorius
haplotiplerinin diger Cricetulus tirleriyle yakin kiimelenmistir.

Bu calismada C. migratorius turine ait Tirkiye’den elde edilen 6rneklerin
mitokondriyal DNA Cyt b ile 12S rRNA ve niiklear DNA GHR gen bélgelerinin dizi analizi
yapilarak Tiirkiye’de yayilis gosteren C. migratorius tlrinln genetik ¢esitliligi ve soy hatlar
belirlenmeye calisildi. Genetik analiz sonuglarina gére mtDNA haplotip ¢esitliliginin 1’e
yakin olmasi, GHR dizilerinde heterozigotik bdlgelerin bulunmasi ve mtDNA haplotiplerine
gore hesaplanmis genetik uzaklik degerleri degerlendirildiginde, genetik ¢esitliligin nispeten
yiksek oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica Network analizine goére haplotiplerin iki

haplogrup igerisinde yer aldig1 goriilmektedir.
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5.2. Sonug

Bu calismada Tiirkiye'nin Anadolu kismindan daha 6nce elde edilmis 20 Cricetulus
migratorius 6rnegi kullanildi. 20 6rnegin mitokondriyal sitokrom b (1140 bg) ve 12S rRNA
(901 bg) dizi analizleri yapilirken 14 6rnegin ise niklear gen (GHR) boélgesinin (828 bg) dizi
analizi yapildi. 2011 ve 2012 yillarinda yapilan arazi ¢alismalarinda daha fazla 6rnek elde
edilemedi. Biitceden 2013 yili i¢in talep edilen biitgeden harcama kalemleri arasi aktarma
yapilmadigindan arazi ¢alismasi yapilamadi ve mevcut 6rnekler ¢alisildi.

C. migratorius tiiriiniin genetik ¢esitliliginin ve soy hatlarinin detayli bir sekilde tespit
edilebilmesi i¢in Tirkiye'deki ve tiirlin yayilis alani igerisinde yer alan diger cografyalardaki
ornekleme yapilmamis bolgelerden de oOrnek temin edilmesinin faydali olacag

diistiniilmektedir.
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