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OZET

Anterastes (ORTHOPTERA, TETTIGONIIDAE) TURLERINDE ITS2
SEKONDER YAPISI: TUR KARAKTERIZASYONU, BARKOD POTANSIYELI
VE FILOGENETIK KULLANIMI

Onur ULUAR
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Battal CIPLAK
Haziran, 2018; 63 sayfa

Biyogesitliligi tanimlama araglar1 zaman igerisinde degismistir. Hem objektif bir
veri kaynagi olmasi hem de bilgisayar ortamina uygunlugu nedeniyle DNA dizileri
giinimiizde en c¢ok kullanilan araglardan biridir. ITS2 transkriptleri birgok canli
grubunda tiirleri tanimlamada bir barkod belirteci olarak kullanilmaktadir. Ancak,
hayvan gruplarindaki kullanighilig: test edilmeyi beklemektedir. Bu ¢alismada temsilci
bir grup olarak Anterastes (Orthoptera, Tettigoniidae, Tettigoniinae) tiirlerinde ITS2
geni transkriptlerinin primer dizi ve sekonder yapisinin tiirleri karakterize etme,
barkodlama ve filogenetik iliskilerini tanimlamadaki kullaniglilig aragtirilmistir.

Anterastes cinsine ait tiim tiirleri temsilen 142 6rnegin ITS2 DNA dizileri
kullanilarak bir veri matrisi olusturulmustur. Veri matrisinde 57 farkli haplotip
belirlenmistir. Yalanci gen kontrolii yapildiktan sonra ITS2 geninin 267-278 baz
uzunluguna sahip olduklari belirlenmistir. ITS2 lineer dizileri %60,58 GC oran ile
Animalia ortalamasiin {izerinde bir degere sahiptir. Uygun paket programlarla hem
haplotiplerden edinilen transkriptlerin sekonder yapilar1 belirlenmis hem de lineer
transkript dizisi ve sekonder yapidan edinilen matrislere filogenetik analizler
uygulanmistir. Her iki filogenetik analiz ¢ok diisiik ¢Oziniirlikli agaclarla
sonuclanmistir. Bu haplotiplerden {iretilen ITS2 sekonder yapilar1 Heliks I, Heliks IA,
Heliks I, Heliks 1A ve Heliks III’ten olusmaktadir ve tiim heliksler korunmus dizilere
sahiptir. Farkli olarak A. disparalatus ve A. serbicus tiirleri ayrica Heliks IV’e de
sahiptir. Caligilan haplotiplerde telafi edici baz degisimi saptanmamustir.

Bu veriler 1518inda su saptamalar yapilmistir. (i) Anterastes 1TS2 geni bilinen
diger tek orthopter olan Poecilimon tiirlerindekinden daha uzun ancak Animalia
ortalamasinin altinda bir uzunluga sahiptir. (ii) ITS2 geni GC orami Animalia
ortalamasinin iizerindedir. (iii) ITS2 sekonder yapilar1 diger Okaryotlar igin
tanimlanandan sapan bir yap1 gostermektedir. Heliks II ve Heliks III arasinda var olan
Heliks 1A varlig1 Orthoptera icerisinde ve Heliks IA varligr tim okaryotlar i¢in ilk defa
saptanmistir. (iv) Her bir heliks olduk¢a korunmustur ve haplotipler arasi varyasyon
heliks dis1 bolgelerde yer alir, (v) ITS2 lineer dizilerinin filogenetik bilgi vericiligi
siirhdir ve sekonder yapi bunu arttirmamistir ve (vi) Anterastes ITS2 dizilerinde telafi
edici baz degisimi saptanmamistir ve buna paralel olarak barkod olarak kullanma
potansiyeli sinirlidir.
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ABSTRACT

THE SECONDARY STRUCTURE OF ITS2 IN Anterastes
(ORTHOPTERA, TETTIGONIIDAE) SPECIES: IT’S UTILITY IN SPECIES
CHARACTERISATION, BARCODING AND PHYLOGENY

Onur ULUAR
MSc. Thesis in BIOLOGY
Supervisor: Prof. Dr. Battal CIPLAK
June 2018, 63 pages

The tools to define biodiversity have changed through time. DNA sequences are
widely used to define biodiversity because of providing objective data and becoming
suitable for computerisation. The ITS2 transcripts are using as species barcode markers
in many lineages. Altough, its potential as a barcode marker for animals waits to be
tested. The aim of present study is characterization of ITS2 and to examine the utility of
barcoding species and resolving phylogenetic relationships in the genus Anterates
(Orthoptera, Tettigoniidae, Tettigoniinae)

A data matrix was established from 142 ITS2 samples representing all species in
Anterastes. In total 57 unique haplotypes were detected from these 142 sequences. After
checking for the pseudo genes the final length of the ITS2 sequences in the matrix was
267-268 base. The average GC content was %60, 58. The secondary structure of the
transcripts were constructed using the appropriate softwares. Then both the matrices of
linear sequences and secondary structures were subjected to phylogenetic analyses.
Both data sets resulted in poorly resolved phylogenetic trees. The secondary structures
produced by softwares contains the Helix I, Helix 1A, Helix I, Helix 11A ve Helix 1ll
each with highly conserved sequences. Additionally, a forth helix was determined in the
haplotypes from A. disparalatus ve A. serbicus. No compensatory base changes were
determined in any of the haplotypes.

The following conclusions were arrived in the light of results: (i) The length of
ITS2 sequences in Anterastes is below the average in other animals but higher than that
of Poecilimon, the only known other Orthoptera, (ii) the GC content in Anterastes ITS2
sequences is over the content in other animals, (iii) The secondary structure of 1TS2
sequences has some departures from other eukaryotes. The presence of Helix IA
between Helix I and Helix Il is unique among eukaryotes and that of Helix 1A between
Helix Il and Helix 111 is unique among Orthoptera, (iv) each helix is highly conserved
and variations are in the regions outside helices, (v) the linear sequences of ITS2 are
phylogenetically uninformative and the secondary structures have not provided
additional phylogenetic information in Anterastes, and (vi) No compensatory base
changes were determined and so the ITS2 marker has low potential for barcoding.
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ONSOZ

Avci-toplayict topluluklarin yerini tarim toplumunun almasi ile birlikte, insan
kendisini dogadan soyutlamaya baslamis ve doganin varligini yalnizca ekonomik bir
tilketim kaynagi olarak gormeye baslamistir. Son ikiyliz yilda hizla gelisen teknoloji,
insan ve doga arasindaki bu yabancilagsmay1 hizlandirmis ve ortaya ¢ikan antroposentrik
yaklasim, diinya tizerindeki kaynaklarin geri dondiiriilemez bir bi¢imde yok edilmesine
yol agmistir. Bu siire¢ diinyay1 bir biyogesitlilik krizi ile kars1 karsiya birakmistir. Bu
tez ¢alismasi ile biyogesitliligin temel kaynaklarini olusturan tiir gesitliligi ve genetik
cesitlilik parametreleri ekseninde Anterastes (Orthoptera, Tettigoniidae) cinsi ele
alinmigtir. Anterastes cinsi ITS2 bolgesi kullanilarak, cins igerisindeki tiir ¢esitliligi ve
genetik ¢esitliligin ortaya konmasi, tiir sinirlarinin belirlenmesinde bu bélgenin lineer ve
sekonder yapist ile barkodlama potansiyeli arastirilarak, biyocesitlilik ¢aligmalarina
katkida bulunulmasi amaglanmistir.
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calismasina katkida bulunan hocam Dog. Dr. Sarp KAYA’ya (Mehmet Akif Ersoy
Universitesi),

tez calismast kapsaminda kullanilan molekiiler verilerin eldesinde emegi gecen yliksek
lisans Ogrencileri Ugur KARSI ve Pembe Nur OZTURK basta olmak iizere tiim
MEVBIL ekibine,

sekonder yap1 konusundaki tecriibelerini aktarmaktan asla tereddiit etmeyen Dog. Dr.
Ertan Mahir KORKMAZ’a, Dog. Dr. Mahir BUDAK’a (Cumhuriyet Universitesi) ve
gece giindiiz demeden, karsilagtigim tiim sorunlar1 6zveriSiyle asmama yardimei olan
Ars. Gor. Ozgiil DOGAN’a (Cumhuriyet Universitesi),

tez calismasinda kullanilan tiim molekiiler verilerin elde edilmesinde 107T462 numarali
proje ile maddi destek saglayan TUBITAK ’a,

filogenetik analizlerin yapilmas: sirasinda kodlama ile ilgili karsilastigim sorunlari
¢cozmekte destegini esirgemeyen can dostum Eren ADA’ya (University of Rhode Island,
Integrative and Evolutionary Biology),

hayattim boyunca beni kosulsuzca seven ve destekleyen, ebeveyn olmaktan ziyade
benim igin bir dost olan annem Hiilya GOKCEASLAN’a, tanismamizin hayatimda bir
doniim noktasi yarattigini diistindiigiim, her zaman yanimda olan ve olmaya devam
edecegine inandigim, kadim dostum Ozgiill YAHYAOGLU na ve basta Armang Omer
ACAR olmak iizere, hayatimi giizel ve yasanilabilir kilan herkese tesekkiir ederim.
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SIMGELER ve KISALTMALAR

AG  Gibbs serbest enerji degeri

Ondalik sayilar ,” ile ayrilmistir.

Kisaltmalar

A : Adenin

AnteAkdagH1 : A.antecessor tiirii Antalya-Akdag populasyonu 1. haplotipi
AnteAkdagH2 : A.antecessor tiirii Antalya-Akdag populasyonu 2. haplotipi
AnteAkdagH3 : A.antecessor tiirii Antalya-Akdag populasyonu 3. haplotipi
AnteAkdagH4 : A.antecessor tiirii Antalya-Akdag populasyonu 4. haplotipi
AnteAkdagH5 : A.antecessor tiirii Antalya-Akdag populasyonu 5. haplotipi
AnteAkdagH6 : A.antecessor tiirii Antalya-Akdag populasyonu 6. haplotipi
AnteAkdagH7 : A.antecessor tiirii Antalya-Akdag populasyonu 7. haplotipi
AntiKaraH1 > A.antitauricus tiirii Karaman-Tavsanli populasyonu 1. haplotipi
AntiKartH1 . A.antitauricus tiirii Bolu-Kartalkaya populasyonu 1. haplotipi
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AntiKonH2 : A.antitauricus tiirti Konya-Seydisehir populasyonu 2. haplotipi
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1. GIRIS

Bilim tarihinde, Aristotales’den bugiine biyogesitlilik 6nemli bir arastirma alani
olmus ve her donemin kendine o6zgii kosullari ve ihtiyaglar1 dogrultusunda
bicimlenmistir. Biyogesitlilik ¢aligmalar1 son yarim yiizyil icerisinde yeni bir doniim
noktasina gelmistir. Gliniimiizde 6zellikle sosyoekonomik (siirdiiriilebilir olmayan
ekonomi politikalari, kaynaklarin yanlis kullanimi/esit dagitilmamasi, tiiketici toplum
yapist vb.) kosullarin dogurdugu kiiresel degisimler, biyogesitliligi de tehdit etmektedir.
Bu kiiresel degisimlerin biyogesitlilik kaynaklarina yonelik tehdidi ve neden oldugu yok
olus, koruma biyolojisi (conservation biology) alaninin ortaya ¢ikmasina neden
olmustur. Karsilagilan bu olumsuz durum ekoloji, biyocografya, evrim ve genetik
oncelikli olmak tizere multidisipliner nitelikte biyogesitlilik bilgisi {iretimini zorunlu
kilmistir.  Geleneksel biyogesitlilik Olglim araglari, molekiiler tekniklerin ve
biyoinformatik alaninin gelismesi ile birlikte doniismiistiir. Biyogesitlilik degerlendirme
parametrelerinden birisi olan tiir ¢esitliliginin tespit edilmesinde, morfoloji basta olmak
tizere fenotipik karakterlerin kullanimmin yani sira molekiiler karakterler de siklikla
kullanilmaktadir. Biyocesitliligin yalnizca tiir ¢esitliligine indirgendigi klasik yaklagim
yerini tiir ¢esitliligi, genetik ¢esitliligi ve ekosistem cesitliligini temel alan kapsamli ve
biitiinciil bir biyogesitlilik yaklasimina birakmistir. DNA  verilerinin canlilardan
kolaylikla elde edilebilmesi ve ¢ok yonlii kullanilabilme potansiyeli, biyogesitliligin
mikro (populasyon, tiir, alttiir) ve makro evrimsel (biyomlar kommuniteler,
biyocografik birimler) olgekte ele alinabilmesine olanak saglamistir. Biyoinformatik
alaninin  gelismesiyle birlikte, taksonomik c¢aligmalarda subjektif ve biash
smiflandirmaya neden olan goreceli parametrelerin (fenotipik veriler) yerini objektif
siniflandirmaya imkan veren molekiiler verilere birakmaya baglamistir.

DNA verilerinin objektif ve ¢ok yonlii degerlendirilebilir olmasi nedeniyle
biyogesitliligin tanimlanmasinda belirli bir gen bolgesinin belirlenmesi (DNA
barkodlama) goriisii ortaya ¢ikmigtir (Hebert vd. 2003). Barkodlama galismalarinin
izlenmesi, gelistirilmesi ve elde edilen verilerin depolanarak kiitiiphanelerinin
olugturulmasi amaciyla konsorsiyumlar ve farkli canli gruplarna odaklanilarak alt
birimler olusturulmustur (Baliklar i¢in; Fish Barcode of Life ve kelebekler igin;
Lepidoptera Barcode of Life vb.). Dogalart farkli organizma gruplarinda yapilan
caligmalar ile ortaya konmus bir¢ok barkod gen bolgesi biyogesitlilik ve siiflandirma
calismalarda kullanilmak tizere Onerilmistir. Bitkilerde rbcL (ribuloz-bifosfat
karboksilaz genis alt iinitesi) ve matK (maturase K) gibi kloroplast gen bdlgeleri,
hayvanlarda ise COl (sitokrom C oksidaz alt {inite 1 folmer bolgesi) mitokondriyal gen
bolgesi (mtDNA) smiflandirma caligmalarinda kullanilmak iizere barkod gen bolgesi
olarak onerilmistir. Onerilen bu barkod bélgelerinin yami sira, biyogesitlilik ve tiir
sinirlarinin belirlenmesi amaciyla, genom igerisinde farkli gen bolgeleri calisilmakta ve
mevcut potansiyelleri arastirilmaktadir. Cekirdek ribozomal DNA’s1 igerisine yerlesmis
genler arasi bir bolge olan ITS2 (internal transcribed spacer 2) bu kapsamda arastirilan
gen bolgelerinden bir tanesidir. Hizla farkli canli gruplarinda denenen ve barkodlama
caligmalar icerisinde 6nemli bir yer edinen ITS2, bitkilerin yani sira mantarlar i¢in de
tek barkod gen bolgesi olarak onerilmektedir (Chen vd. 2010). Hizli evrimlesme ve
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yiiksek varyasyon kapasitesi nedeniyle tiir ve alttiir diizeyinde bilgi vericilige sahip
oldugu diistiniilmektedir. Transkribe ugramasina ragmen olgun rRNA igerisinde yer
almamaktadir. Ancak ribogenesiste (ribozom olusumu) rol oynadigi bilinmektedir
(Coleman 2003; Schultz vd. 2005). Bu nedenle sekonder yapilar olusturmaktadir
(Coleman 2003, 2007; Schultz vd. 2005) ve bu sekonder yapilar lineer dizi ile birlikte
barkod potansiyeli olusturmaktadir.

ITS2 bolgesi ile yapilan barkodlama calismalari, hayvan gruplari igin ise
siirhdir ve ITS2’nin bu gruplar igerisindeki barkodlama potansiyeli ve filogenetik
¢cOziintirliliigline dair oldukca az caligma bulunmaktadir. Bu ¢alisma ile Orthoptera
(Arthropoda, Animalia) takimina ait bir cins (Anterastes) calisilarak bu bilimsel
eksikligi gidermek amaclanmaktadir. Hayvanlarda sinirli sayida temsilci grupta
calisilmig olan ITS2 geni transkriptlerinin sekonder yapisint daha 6nce hi¢ galisiimamis
olan Tettigoniinae altfamilyasina ait temsilci bir grupta tanimlanmasi amaglanmaktadir.
Onerilen bu ¢alisma ile Anterastes Brunner von Wattenwyl (Orthoptera, Tettigoniinae)
cinsine ait tiirlerin MEVBIL (Molekiiler Evrim ve Biyocografya Laboratuvari, Biyoloji
Boliimii) laboratuvarinda iiretilmis ITS2 ham dizilerini kullanarak transkriptlerin
sekonder yapisin1 ¢alismak ve barkodlamada bu gen bolgesinin sekonder yapisiyla
beraber islevselliginin sinanmasi hedeflenmektedir. Anterastes cinsi Orthoptera’nin iyi
calisilmis cinslerinden biridir. Anterastes cinsi biri ayn1 zamanda Balkanlar’da bulunan
ve diger 12°si Anadolu’ya endemik tanimlanmis toplam 13 tiir icerir. Ciplak vd. (2015)
tarafindan yapilan revizyonda en az 3 kriptik tiiriin daha olabilecegine isaret edilmistir.
ITS1 ve ITS2 dizileri ile tretilen filogenetik aga¢ diisiik ¢Oziiniirlik vermis ancak
transkriptlerin sekonder yapilar1 calisiimamistir. Fenotipik karakterler baglaminda
dokiimani yapilmis ve geleneksel taksonominin yaninda filogenisine iliskin bilgi de
saglandigindan ve de taksonomisi tam olarak agikliga kavusturulamadigindan
Anterastes tiirlerinin  ITS2’nin sekonder yapisinin tir smirlarini  belirlemede
kullanigliligi ve Orthoptera i¢in olan Oriintiiniin saptanmasi agisindan model olmaya
aday bir soy hatt1 oldugu soylenebilir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda; (i) Orthoptera igin
temsilci olarak Anterastes cinsi iyelerinde ITS2 geninin uzunlugunun belirlenmesi ve
lineer dizi 6zelliklerinin saptanmasi, (i1) sekonder yapida olusan heliks sayisi, her bir
heliksin baz kompozisyonu ve varyasyon durumunun diger canli gruplar ile
benzerligi/farkliliginin ortaya konmasi, (ii1) tiirleri ayirt edici tam veya yarim — TBD
(telafi edici baz degisimleri) var olup olmadiginin ve TBD oriintiisiiniin fenotipik
tirlerle uyumunun saptanmasi, (iv) ITS2 transkripti sekonder yapisinin tiir sinirlarini
belirleme potansiyeline bagl olarak, ITS2 geninin Tettigoiinae ve de Orthoptera i¢in bir
DNA barkod belirteci olarak kullanilma potansiyelinin test edilmesi, (v) sekonder
yapiya dayali olarak tanimlanacak karakterlerle olusturulacak filogeninin primer
dizilerin olusturdugu filogeni ile karsilastirilmasi ve tiim bunlar 1s18inda literatiir verisi
dikkate almarak ribozomal genlerin evriminde ITS2 geninin etkisinin ne oldugunun
saptanmasi amacglanmastir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Biyogesitlilik Nedir ve Nasil Tanimlanir?

Biyogesitlilik algisi, Homo tiirlerinin 6z bilinci kadar eskiye dayanmaktadir (Mayr
1998). Avristoteles, diinyanin dinamik yapist ve organizmalarin diinya {izerinde nasil
dagildigimma dair sorular sormus ve tiirler hakkinda ilk diislincelerin (essentialism—
Ozciiliik) ortaya atilmasini saglamistir (Austin 2016) . Onsekizinci yiizyila kadar inang
sistemleri ¢ercevesinde ele alinan (genesis, yaratilis) (Sapp 2003) ve insani biyolojik
piramitin en tepesine koyan (Scala naturae) (Kutschera 2011) anlayisla bigimlenen
biyogesitlilik algis1, 19. yiizyilla birlikte farkli alanlarin gelismesi (6rneklerin toplanip,
kataloglanmasi ve karsilastirmali morfoloji c¢alismalarinin baslamasi) ile degismeye
baglamistir. On sekizinci ylizyilda Carl von Linnaeus, tiirleri degismez bir varlik olarak
tanimlamig ve ayni zamanda giiniimiizde halen kullanilmakta olan tiir siniflandirma
(hiyerarsik) ve binominal isimlendirme sistemini (ikili) gelistirerek ¢ok sayida tiir
isimlendirmistir (Ruggiero vd. 2015; Linnaeus 1735). Georges - Louis Buffon iklimsel
degisimlerin tiirler ve tiirlerin dagilim alanlarini etkiledigini 6ne siirmiistiir (Kreft ve
Jetz 2010’a gore Buffon 1778). Johann Reinhold Forster tiir ¢esitliliginin enlemle (Kreft
ve Jetz 2010°a gore Forster 1778), Alexander von Humbolt ise yiikseklik ile iliskisi
lizerine c¢aligmalarda bulunmuslardir (Kreft ve Jetz 2010). Charles Lyell 1832 yilinda
yayinladigi ‘Jeolojinin Ilkeleri’ isimli kitabinda tarihsel baglamda Diinya iizerinde
gerceklesen fiziksel siireglerin devinimli oldugu ve fiziksel yasalarin ge¢mis ve
gliniimiiz i¢in ayn sekilde isledigi (uniformitarianism) hipotezini ileri siirmiistiir. Lyell
ayn1 zamanda iklim degisimleri ve tiirlerin dagilim1 arasinda iliski kurarak, tiirlerin yok
olabileceginden bahsetmistir (Ospovat 1977). Charles Darwin uniformitarian anlayigin
temeli olan ‘giinlimiiz, gegmise giden anahtardir’ yaklasimindan etkilenmis ve Lyell’in
bahsettigi, degisimin itici giiclerini biyolojik siireclere uyarlayarak, Diinya lizerindeki
cesitliligin kademeli olarak dogal secilim ile evrimlestigi fikrini ortaya atmistir (Darwin
1859). Philip Lutley Sclater, zoocografik bolgeleri tanimlamis ve tiirlerin dagilim
alanlan ile birlikte, her bir zoocografik bolgenin igerdigi tiir sayisini yaymlamistir
(Sclater 1958). Alfred R. Wallace tiirlerin ¢evresel faktorler, rekabet ve predasyon v.b.
nedenlerle evrimlestigini belirterek evrim teorisini gelismistir (Beddall 1972; Kutschera
2011; Wallace 1876). Alfred Wegener 1912 yilinda c¢ikardigi ‘The origin of the
continents and oceans — Kitalar ve okyanuslarin kokeni’ adli kitabinda kitalarin kaymasi
teorisini ortaya atmistir (Wegener 2002) ve bu teori ile birlikte tiirlerin dagilim
alanlarinin nasil olustuguna dair farkli bakis agilar1 gelismistir. Tiim bu bilgi birikimi ile
birlikte biyolojik gesitlilik kavrami birgok farkli perspektifte incelenmeye ve
degerlendirilmeye devam etmektedir.

Biyogesitlilik terimi, Walter G. Rosen tarafindan biyolojik cesitliligin bir kisaltmasi
olarak 1986 yilinda, yeryiiziindeki biyolojik cesitlilik ve bu cesitliligin korunmasi
kapsaml1 bir forumda kullanilmigtir. Tarihsel siirecte donemin bilgi birikimi ile degisen
ve gelisen biyocesitlilik aragtirmalari, son yarim yiizyilda artan bir ivme kazanmistir.
Sanayi Devrimi (1750 — 1840 yillar aras1) ve sonrasindaki donem boyunca, atmosferik
karbon dioksit (CO) , nitrojen dioksit (NO2) ve metan (CH4) gazlari, stratosferik ozon
tabakasinin kaybi, yeryiizii sicakligi, okyanuslarin asitligi, tropik orman alanlarinin
kaybi, 1slah edilmis araziler v.b. parametrelerde iistel (exponential) bir artis
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gozlenmektedir (Steffen 2015). 2100 yilinda toplam insan niifusunun 11,18 milyar
olacagi tahmin edilmektedir (Roser 2018). Biyogesitlilik {izerindeki temel baski, insan
niifusunun kontrolsiiz bir bicimde artmasi ve buna bagli olarak kaynaklarin giderek
daha c¢ok ve vahsice kullanilmasi sonucu habitat bozulmalarinin yasanmasidir
(Papworth vd. 2009). insan temelli kiiresel iklim degisikligi, enerji kaynaklar1 ve
populasyon artisi, birgok canli tiiriinii tehdit etmektedir (Booth vd. 2017). Bu biyotik
kriz, canlilarin evrimsel dinamiklerini de degistirebilmekte ve bu durum tiirlerin
geleceklerinin - Ongoriilememesine sebep olmaktadir (Myers ve Knoll 2001).
Gliniimiizde halen devam etmekte olan bu kiiresel degisimler ve dalgalanmalar, sosyal
ve ekonomik sorunlarin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir (Naemm vd. 2009; Czech
2008; Diamond 2005). Bu kiiresel kriz igerisinde, bilim insanlar1 biyogesitliligin
korunmasi amactyla, ilk olarak ekonomik degeri olan veya koruma 6nceligi olan tiir ve
ekosistemler {izerinde ¢calismaktadir (Marris 2007).

2.1.1. Biyogesitliligin tanéimlanmasinda kullanilan araclar

Biyogesitlilik kavrami, temel olarak tiir ¢esitliligi, genetik gesitlilik ve ekosistem
cesitliligi baglaminda 3 ana baslikta degerlendirilmektedir ve yasamin siirdiiriilebilirligi
acisindan gereklidir (Levin 2001; McNeely vd. 1990). Tiir ¢esitliligi yeryiiziindeki tiim
canli formlarin1 kapsamaktadir ve biyogesitlilik - koruma biyolojisi ¢alismalarinin ana
odagi konumundadir (Morell 1999). Cevresel faktorler, iklim, jeolojik yas ve topografya
gibi abiyotik faktorler ve bir diger cesitlilik kavrami olan tiir zenginligi arasinda
korelasyon bulundugu birgok ¢alismada agiga ¢ikarilmistir (van Rensburg vd. 2002;
Francis ve Currie 2003; Hawkins vd. 2003; Harrison vd. 2006). Genetik ¢esitlilik ise
ayni populasyon igerisindeki veya farkli populasyonlardaki bireyler arasinda olan tiir igi
(intraspesific) niikleotit ve alel ¢esitliligini ifade eder. Genetik ¢esitlilik, bir tiiriin
yasamini devam ettirebilmesi i¢in elzem olan direng, uyum giicii (fitness) ve lireme
yetenegi gibi oOzelliklerin siirekliligini saglar (Laikre vd. 2010). Genetik cesitlilik
birimleri ise haplotip cesitliligi, niikleotit cesitliligi ve heterozigotluk parametreleri
temelinde incelenmektedir. Tiir igi genetik ¢esitlilik kaynak ve siireglerinin (genetik
stiriklenme, mutasyonlar, gen akist ve dogal secilim faktorleri) ortaya konmasi,
biyocesitliligin  korunmasi ve yonetimi konusunda siklikla yardimci olarak
kullanilmaktadir (Goodall-Copestake 2012). Diisiik genetik ¢esitliligin, tiirlerin ¢evresel
degisikliklere adapte olma yetenegini diisiirmesi nedeniyle yok olma riski yarattigi
diistintiliir (Hobbs vd. 2013). Tiirlerin yok olma riskinin diisliriilmesinde genetik
cesitliligin korunmasinin 6nemi IUCN (International Union for Conservation of Nature)
tarafindan vurgulanmis ve koruma Onceligi altina alinmistir (Frankham vd. 2010;
McNeely vd. 1990). Ekosistem g¢esitliligi, tiirlerin farkli ¢evre kosullarina verdikleri
ortak yanitin sonucu olarak tanimlanir (Primack 2010). Ekosistemler oldukga ¢esitlidir
ve tiirlerin devamlilig1 acgisindan bu ekosistemlerin korunmasi gerekmektedir. Ayni
sekilde bir ekosistem igerisindeki biyogesitliligin veya bir tliriin yok olmasinin,
ekosistemin islevi tlizerinde kompleks ve tahmin edilemez etkileri olabilecegi
bilinmektedir (Vaughn 2010).
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2.1.2.Tiir kavrami ve tiir taksonuna iliskin yaklasimlar

Biyogesitliligin temel birimlerinden olan ‘tiir’ kavrami, sistematik biyoloji igerisinde
oldukga tartismali bir konu olarak géze c¢arpmaktadir (De Queiroz 2007). Evrim,
ekoloji, genetik ve sistematik ¢alismalar1 i¢inde tiir esas birim olarak diisiiniilmekteydi
(Agapow vd. 2004; Birky vd. 2010; Blaxter vd. 2005; Claridge vd. 1997; Green 2005;
Hull 1975; Reydon 2005). Ancak, tiiriin empirik olarak degisken bir nesne olmasi, tiir
kavraminin da devamli olarak revize edilmesine neden olmustur (Mishler ve Wilkins
2018). Tirlerin tanimlanmasi ve tiir sinirlarinin belirlenmesi iizerine bilim insanlarinin

kendi donemsel bilgileri ve arastirma konular1 ¢ergevesinde olusturmus olduklart birgok
farkli yaklasim bulunmaktadir (Ciplak 2013) (Cizelge 2.1).

Tanimlanmis tiir kavramlar1 arasindan, iireme birligini temel alan biyolojik tiir
kavrami, bir¢ok bilim insan1 tarafindan kabul edilmistir (Mishler ve Wilkins 2018). Bu
yaygin kabule ragmen eseysiz iireyen organizmalarin (Bogart 2003; Lodé 2013; Moritz
ve Bi 2011), fosillerin ve hibritlerin bu kavram igerisine oturtulamamasi sebebiyle farkli
yaklagimlara ihtiya¢ duyulmustur. De Quieroz, bilesik tiir kavrami (unified species
concept) ile tiirii birbirinden bagimsiz olarak evrimlesen metapopulasyonlarin soyhatlari
olarak ele almis ve tiir tanimint bu tek kriter tizerinden yapmistir (De Quieroz 2007).
Diger tiir kavramlarinda, tiir taksonunun sinirlarinin ¢izilmesinde kullanilan, tireme
birligi, ekolojik birlik, genotipik/fenotipik birlik olma ve belirli kriterlere gore kiime
olusturma vb. ozellikleri ikincil 6zellikler olarak tanimlayarak, bu 6zelliklerin ancak
farklilasma dereceleri ve smirlarin ¢izilmesinde kullanilabilecek karakterler olarak
tanimlamistir (De Queiroz 2007). Bu tiir kavraminin, soy hatlar1 ve filogenetik iliskilere
yonelik hipotezlerin test edilmesinde kullanisli birimler olarak ele alinmasinin yani1 sira
klasik taksonomik yaklasimda da dogal bir birim olarak ele alinabilecegini sdyleyerek,
biitlinciil bir tiir yaklagimin gerekliligini ortaya koymustur (De Quieroz, 2005).
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Cizelge 2.1. Tiir kavramlar1 ve ilkeleri.
Tiir
Kavramlan Tiir Kavraminin Ilkeleri Kaynak
Yasayabilir, verimli dol ile sonuglanan,
dogal tireme birligine sahip populasyonlar Wright 1940; Mayr 1942;
Biyolojik biitiinii Dobzhansky 1950
Gen akisinin lireme izolasyonu ile
Izolasyon siirlandig1 populasyonlar biitiinii Mayr 1942; Dobzhansky 1970
Paterson 1985; Masters vd.
Dollenme sisteminin 6zgiil olarak 1987; Lambert ve Spencer
Tanimali paylasildigi kapsamli populasyon 1995
Dagilim alani igerisinde ayni nig veya Van Valen 1976; Andersson
Ekolojik adaptif zonu paylagan organizmalar grubu 1990
Ozgiin evrimsel rol, egilim ve tarihsel Simpson 1951; Wiley 1978;
Evrimsel oykiiye sahip organizmalar grubu Mayden 1997
Genetik veya demografik kohezyon
Kohezyon olusturan bireyler toplulugu Templeton 1989, 1998a
Iki tiirlesme olay1 veya bir tiirlesme ile bir
Filogenetik yokolus olay1 arasindaki soy hatti Hennig 1966, Ridley 1989
Ortak bi ata ve tlirev populasyonlarini Rosen 1979; Donoghue 1985;
Monofiletik kapsayan Mishler 1985
Ortak bir atadan gelen ancak diger tiirlerle | Baum ve Shaw 1995; Avise
Genolojik paylasilmayan allellere sahiplik ve Ball 1990
Nelson ve Platnick 1981;
Nitel veya sabitlenmis karakterlerle ayirt Cracraft 1983; Nixon ve
Diyagnostik edilebilen Wheeler 1990
Michener 1970; Sokal ve
Crovello 1970; Sneath ve
Fenetik Fenetik bir kiime olusturan Sokal 1973
Genotipik Genetik bir kiime olusturan Mallet 1995
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2.1.3. Klasik taksonomiden molekiiler taksonomiye: tiir sitmirlarinin cizilmesi

Tiirlerin betimlenmesi ve siniflandirilmasindaki problemler olduk¢a yaygindir
(Bicford vd. 2007; Haig vd. 2006). Ozellikle morfolojik karakterler iizerinden yapilan
klasik/geleneksel siniflandirma yontemleri, subjektiflige sebep olabilecek birgok
kisitliliga sahiptir (Knowlton vd. 1993; Jarman ve Elliott 2000; Hebert vd. 2003a; Ward
vd. 2005; Frézal ve Leblois 2008; Lim vd. 2009). Molekiiler tekniklerin gelismesi ile
birlikte taksonomik calismalara paralel olarak molekiiler sistematik yaklasimlar da
kullanilmaya baslanmistir. DNA dizileri, tiir sinirlarinin belirlenmesinin yani sira, tiirler
ve soy hatlar1 arasi akrabalik iligkilerinin saptanmasi (filogeni), ¢esitlenme siireglerinin
tanimlanmas1 (tlirlesme) ve tiim bu siiregleri etkileyen faktorlerin belirlenmesine
(filocografya) olanak saglayan, ¢cok fonksiyonlu veriler {iretilmesine olanak saglamistir.
DNA ve diger molekiiler belirteglerdeki farkliliklar ile birbirleri ile olduk¢a benzer
morfolojiye sahip canlilar dahi birbirlerinden ayirt edilebilmektedir (Janzen vd. 2009).
Morfolojik olarak ayrilmasi ¢ok gii¢ olan arkea, bakteri, protist ve viriisler gibi
organizmalar i¢in yeni molekiiler yaklagimlarin (Caron 2009) ve belirli gen bolgelerinin
tir sinirlarmin ¢izilmesinde kullanilmasi onerilmistir (Hajibabaei 2007; Allander vd.
2001; Hamels vd. 2001). DNA’dan elde edilen verilerin objektif ve ¢ok yonli
degerlendirilebilir  olmast  nedeniyle biyocesitliligin ~ 6zellikle de tiirlerin
tanimlanmasinda genomdaki kisa bir gen bdlgesinin kullanilmasi (DNA barkodlama)
goriisii ortaya ¢ikmistir (Hebert vd. 2003). DNA barkodlama, kisa gen bélgelerinin
standartlagtirilmus tiir i¢i etiketler olarak ele alinarak, hizli ve dogru tiir tanimlamalarinin
yapilmasinda kullanilan bir sistemdir (Hebert ve Gregory 2005). Giiniimiizde DNA
barkodlama sistemi hayvanlarda (Hebert vd. 2004a,2004b; Ward vd. 2005; Barrett ve
Hebert 2005; Hajibabaei vd. 2006; Jansen vd. 2005), bitkilerde (Kress vd. 2005),
alglerde (Saunders 2005), mantarlarda (Summerbell vd. 2005), protistalarda (Scicluna
vd. 2006) ve bakterilerde (Sogin vd. 2006) tiir sinirlarinin ¢izilmesi amaciyla
uygulanmaktadir. Tirlerin tanimlanmasinda uluslararasi bir standardin oturtulmasi
amaciyla, Consortium for the Barcode of Life (CBOL, http://barcoding.si.edu) ve
Barcode of Life Data Systems (http://www.barcodinglife.org) birliktelikleri
olusturularak barkodlama c¢alismalar1 desteklenmis ve barkodlama ¢alismalarindan elde
edilen bilgiler bir araya getirilmistir (Marshall 2005; Ratnasingham ve Hebert 2007).
DNA barkodlama ¢aligmalarinda birgok canli grubunda kullanilmak iizere evrensel gen
bolgeleri belirlenmektedir. Hayvanlarda Hexapoda takimi ile yapilan c¢aligmalar
sonucunda, yaklasik 650 baz ¢ifti uzunlugundaki COI (sitokrom C oksidaz alt {inite 1)
mitokondriyal gen bolgesi (MtDNA) (Hebert 2003; Frezal ve Leblois 2008), bitkilerde
ise kloroplast gen bolgeleri (cpDNA) olan 1206 baz ¢ifti uzunlugundaki rbcL (ribuloz-
bifosfat karboksilaz genis alt tinitesi) ve1500 baz ¢ifti uzunlugundaki matK (maturase
K) canli gruplarina 6zgii, evrensel barkod boélgeleriolarak onerilmistir (CBOL Plant
Working Group, 2009). Bircok farkli gen bdlgesinin arasinda COI, hayvanlarda tiir
siirlarmin belirlenmesinde kullanilan en yaygin gen bolgelerinden bir tanesidir (Avise
2009). COI sekanslart ayn1 zamanda farkli taksonomik derecelerde filogenetik,
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filocografya ve populasyon genetigi calismalarinda da kullanilmaktadir (Nimis ve
Lebbe 2010). Ancak, COI’nin sadece maternal olarak kalitilmasi (Hebert vd. 2004),
mitokondriyal genomdan niikleer genoma kopyalanmis niikleer mitokondriyal DNA
(NUMTs —nuclear mitochondrial DNA segments) kopyalarinin varligi (Willams ve
Knowlton, 2001) ve bu NUMT’larin tespit edilmesindeki zorluklar (Thalmann vd.
2004), COI’nin evrimlesme hizinin canli gruplari igerisinde farkliliklara sahip olmasi
(Strugrell ve Lindgren 2007; Erpenbeck vd. 2006; Wirth vd. 1999), ozellikle
metazoalar igerisinde Yaygin olan simbiyotik iliski ve farkli kademelerde gergeklesen
horizontal gen transferi ve hibritlesme olaylari nedeniyle (Weeks vd. 2007; Rot vd.
2006; Hurst ve Jiggins 2005) bu canlilara ait mitokondriyal COI’nin ¢ogaltilmasi
riskinin olugmasi vb. nedenlerle DNA barkodlama ¢aligmalar1 sirasinda COI’nin diger
molekiiler belirteglerle desteklenmesi gerektigi vurgulanmaktadir (Frézal ve Leblois
2008; Yao vd. 2010)

2.2. ITS2 Bolgesi

Ribozomal genler (rRNA veya rDNA) COI disinda en sik kullanilan
genlerdendir (Ankenbrand vd. 2015) ve sistematik ¢alismalarda oldukga bilgi verici
olduklari tespit edilmistir (Poczai ve Hyvonen 2010; Dixon ve Hillis 1993). Ribozomda
bulunan ve ribozom sentezinde gorev alan rRNA, SSU (small subunit — kii¢iik alt iinite)
ve LSU (large subunit — biiyiik alt {inite) olmak {izere iki ana kisimdan olusur.
Ribozomal RNA (rRNA)’y1 kodlayan gen kompleksi, kii¢iik alt {inite (SSU) ‘yi
kodlayan 18S, 5.8S ve biiyiik alt tiniteyi (LSU) kodlayan 28S rRNA genlerinden olusur.
Transkripte olan ancak kodlama yapmayan bu genlerin yaninda 18S ile 5.8S arasina
yerlesmis ITS1 (internal transcribed spacer 1), 5.8S ile 28S arasina yerlesmis ITS2
(internal transcribed spacer 2) ve 5’ve 3’ uglarina yerlesmis ETS (external transcribed
spacer) olmak {iizere temel 3 farkli kodlama yapmayan bélge igerir (Coleman 2003). Bu
genler arasi bosluk bolgelerinin tiimii, IGS (intergenic spacer) veya NTS (non —
transcribed spacer) ismini almaktadir. rRNA genleri ve bu genler arasi bosluk bolgelerin
yerlesim plan1 Sekil 2.1.’de verilmistir.
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'ETS|18S|ITS1 5.8S ITS2 28S | 3'ETS

Sekil 2.1. Ribozomal genler (sar1 renkte) ve bu genlerin ¢evresi (ETS) ve araya
yerlesmis internal transcribed spicer (ITS1 ve ITS2) bosluklar (mavi renkte).

Kodlama yapan genler giiglii secilim baskist altinda olduklarindan 6karyotik
gruplarda olduk¢a korunumlu iken kodlama yapmayan ITS1 ve ITS2 ise daha az
korunumludur ve daha fazla mutasyon biriktirebilmislerdir (Caisova ve Melkonian
2014). Canlilarin bityiikk ¢ogunlugunda, bu genler arasi bosluk bélgelerinin uzunlugu
500 bazdan daha azdir (Coleman 2015) . Okaryotik ITS1 ve ITS2 yapilarina iligkin ilk
varsayim ise Hausner ve Wang 2005 tarafindan yapilmistir: Eger bir bosluk bdlgesi
uzun ise diger bosluk bolgesi de uzun, eger biri kisa ise diger de kisa olarak
gozlenmektedir. Ribozomal gen bélgelerinde bulunan ve kopya sayilari yiizlere ulasan
ardisik tekrar dizileri (tandem repeats) ve genler arasi bosluk bolgeleri, beraber
evrimlesme yoluyla (concerted evolution) organizma igerisinde Ozdes hale
doniismektedir (Elder ve Turner 1995). Organizmalarin biiylik ¢ogunlugunda beraber
evrim gerceklesirken bir takim bitki gruplarinda intragenomik diizeyde farkliliklar
olabilecegi de saptanmistir (Harpke ve Peterson 2006). Bu genlerin evrimsel hiz1 ¢cok
diisiik olmasina ragmen, genler arasindaki bosluklar olan ITS1 ve ITS2’nin evrimsel
hiz1 bu bolgelere kiyasla 100 kat daha fazladir (Goldman vd. 1983). mtDNA’ya gore ise
30 kat daha yavas evrimlesmektedir (Caccone vd. 2004). ITS2 genlerinin sahip
olduklar1 fragman uzunluklar1 dahi tiire 6zgii olabilir (Yao vd. 2010). ITS2 giinlimiizde
mantarlar (Fungi) i¢in belirlenmis tek barkod bolgesidir ve bitkiler (Plantae) icin de
barkod genlerinden biri olarak kabul gérmektedir (Yao vd. 2010; Li vd. 2011). ITS2
diger molekiiler belirteglere kiyasla daha kisa ancak yiiksek derecede korunmus bir
bolgedir (Coleman 2007, 2009; Schultz vd. 2005) ve hiicrede ¢ok sayida kopya
bulunmasi nedeniyle kolayca elde edilebilir (Baldwin 1995).

Tiim bu 6zelliklere sahip olmasi nedeniyle ITS genleri, 6zellikle daha istikrarlt
bir yap1 sergileyen ITS2, tiir, cins ve familya diizeyinde taksonomik ve filogenetik
calismalarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Coleman 2015). Bazi organizma
gruplarinda ise ITS2 verisi ile yapilan filogenetik analizlerin, gen sekanslar1 ile yapilan
filogenetik analizlere gore alttiir, tiir, cins, aile, takim ve iistii diizeylerde daha fazla
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bilgi verici oldugu saptanmistir. LSU ve SSU rDNA takim, aile, cins diizeyinde, rbcL
takim, aile, cins ve tiir diizeyinde, mtDNA cins, tiir ve alttiir diizeyinde, ITS aile, cins,
tiir ve alttiir diizeyinde filogenetik agidan bilgi vericidir (Coleman 2003). Bu durum,
ITS2 veri tabaninda 6nemli sayida dizinin depolanmasi saglanmistir (Ankenbrand vd.
2015). ITS2 nin yiiksek organizasyonlu canli gruplari i¢in (Orn. Animalia) kullanish
olabilecegi diistintilmektedir (Coleman ve Vacquier 2002) ancak metazoalara iliskin
ITS2 ile yapilan ¢alismalar oldukca siirlidir (Wiemers vd. 2009).

2.3. ITS2 Bolgesinin Sekonder Yapisi

Filogenetik agaglar olustururken RNA sekonder yapilarimin analize dahil
edilmesi agaglarin dogrulugunu ve bilgi vericiligini arttirmaktadir (Keller vd. 2010;
Schultz ve Wolf 2009). Google Scholar’a gore son 15 yil igerisinde filogenetik
caligmalarin sayisinda durgunluk gozlenmekteyken, RNA sekonder yapilarmin dahil
edildigi calismalarinin artan bir egilimde oldugu belirlenmistir (Coleman 2015).
Yapilan calismalarla, ITS genlerinin primer dizilerinin tiir diizeyinde c¢alismalarda
taksonomik bilgi vericiliginin fazla, ancak filogenetik ¢oziiniirliiklerinin zayif oldugu
bulunmustur (Chobanov vd. 2017). Primer dizilerin aksine bu genlerin ribozomal gen
tirtinlerinin katlanmasindaki rolii nedeniyle, ITS transkriptlerinin sekonder yapisinin
taksonomik ve filogenetik olarak oldukc¢a kullanisli araclar sundugu goriilmiistiir
(Miiller vd. 2007; Selig vd. 2008).

Ribozomal genler arasi bosluklarin sekonder yapilarinin, dogru katlanmalari
ribogenesis yani ribozom olusumu i¢in elzemdir (Joseph vd. 1999). Korunumlu 3’ETS
bolgesinin ortadan kalkmasi halinde ITS2 ve 5.8S rRNA, ITS2’nin ortadan kalkmasi
halinde ise biiyiik alt {inite (LSU) ve kiicliik alt {inite (SSU)’nin olusumunun
engellendigi goriilmistiir (Melekhovets vd. 1994; Good vd. 1997; Hitchen vd. 1997).
ITS2’nin terminal bolgesinde gerceklesen pozisyon degisikliklerinin bu {initelerin
olusumunun verimini diigiirdigii belirlenmistir (Lee vd. 1995). Canlilar arasinda en
yaygin goriilen 1TS2 sekonder yapisi dort heliksli (Heliks I, Heliks II, Heliks 11l ve
Heliks 1V) yapidadir (Coleman 2007) ve sekonder yapilar olduk¢a benzerlik gosterir
(Sekil 2.2). Mayalarda yapilan ITS2 sekonder yapilarina bakildiginda, iki temel yapi
tespit edilmistir (Yeh ve Lee 1990; Joseph vd. 1999; Cote vd. 2002). Bu yapilar, merkez
bir halka (central loop) ve etrafinda baglanan dort heliksle karakterize olan ring tipi
(Joseph vd. 1999) ve ¢ok sayida halka ve yanal dallar i¢ceren hairpin sekonder yapisidir
(Yeh ve Lee 1990). Heliks | ve IV, evrimsel olarak en degisken yapilardir ve
varyasyonel olmalar1 nedeniyle tiirler aras1 ve tiir i¢i karsilastirmalarda kullanilabilecek
¢ozintrlikte bilgi sunar (Coleman 2009). Heliks II ve III ise tiim Okaryotlarda
gozlenebilen sabit 6zellikler barindirir, RNA transkript siirecine katilirlar, bu nedenle en
korunmus bélgelerdir (Coleman 2009, 2015; Schultz vd. 2005). Heliks Il en az bir
pirimidin — pirimidin (UxU, UxC, CxC) yanlis eslesmesi (mismatch) igerir (Caisova vd.
2011). Heliks III diger helikslere oranla olduk¢a uzundur, apikal bolgesi oldukca
korunumludur ve siklikla 4 niikleotitten olusan bir motife (UGGU) sahiptir (Coleman
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2007; Schultz vd. 2005) (Sekil 2.3.). UGGU disinda UGGGU, UGG, veya GGU
dizimleri de Heliks III igerisinde goriilebilmektedir (Schultz vd. 2005). Heliks III’tin bu
5’ ucuna yakin kismi (distal kisim) tiim ITS2 igerisinde en korunmus olan kisimdir
(Coleman 2015; Coleman 2007; Schultz vd. 2005). Yalnizca birkag Okaryotik canli,
ITS2’nin bu ortak 6zelliklerinden sapma gosterir (Coleman 2007; Coleman 2008) veya
hi¢birini bulundurmaz (Peyretaillade vd. 1998). Omurgalilar icerisinde ITS2 sekonder
yapisinin karmasikliginin ITS bolgesinin uzunlugu ile orantili oldugu bilinmektedir
(Coleman 2013).

Lysandra syriaca Pseudopterogorgia bipinnata 2

.
L B
.

'..',
Colletotrichum gloeosporioides — %», Oryza sativa

Sekil 2.2. ITS2 sekonder yap1 benzerlikleri - Lysandra syriaca (Animalia) (Wiemers vd.
2009), Pseudopterogorgia bipinnata (Animalia) (Aguilar ve Sanchez 2007),
Colletotrichum gloeosporioides (Fungi) (Rampersad 2014), Oryza sativa (Plantae) (Mai
ve Coleman 1997).

11
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Sekil 2.3. Maloideae familyasinin ii¢ iiyesinde ((A) Amelanchier, (B) Mespilus ve (C)
Photinia) oklarla gosterilen pirimidin — pirimidin kabarikligi (U-U hatali eslesmesi) ve
korunmus Heliks IIT (Coleman 2009).

2.4. Telafi Edici Baz Degisimleri (TBD) Tiir Kavramm

Birincil rRNA transkriptlerindeki eslesmis bazlarin her ikisinin degismesi
durumunda TBD (CBC - compensatory base changes) adi verilen telafi edici baz
degisimleri ortaya c¢ikar (Orn: G-C -> A-U) (Gutell vd. 1994). Katlanma sirasinda
zincirin tek tarafindaki bazin degismesi ise hemi - TBD olarak (Om: G-C -> G-U)
adlandiriimaktadir (Coleman ve Vacquier 2002) (Sekil 2.4.). TBD analizi ile morfolojik
olarak c¢ozlimlenememis oOkaryotlar birbirlerinden ayrilabilir (Ruhl vd.2010). ITS2
sekonder yapisinin tiim Okaryotlarda olduk¢a korunumlu oldugu ancak, transkriptte
sekonder yapiin korunmasina izin veren telafi edici baz degisikliklerinin (TBD) (CBC
- compensatory base changes) evrimsel siiregte biriktirildigi goriilmiistiir (Ruhl vd.
2010). Yar1 — TBD’lerin populasyon ve tiir diizeyinde kullanigh olabilecegi belirtilmistir
(Torres-Suarez 2014) ancak taksonomik onemleri heniiz farkli canli gruplarinda ortaya
konmamuistir (Budak vd. 2016) .

12
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Sekil 2.4. TBD (CBC) ve yar1 “-TBD’nin (hemi — CBC) sematik gosterimi.

ITS2 sekonder yapisi igerisinde tespit edilen telafi edici baz degisimleri (TBD)
biyolojik tiir konsepti ile iliskilidir (Miiller vd. 2007). Coleman (2000) Volvocales
cinsine ait algleri ¢alismis ve heliks II ve III iizerinde tanimladigi TBD’lerin varlig: ile
tanimlanan kladlar arasindaki eseysel uyumsuzluk arasinda bir oriintii tespit etmistir. Bu
orlintiiden yola ¢ikarak TBD tiir kavrami ortaya atilmistir (Coleman 2000). Potansiyel
esler arasindaki ITS2 farklilasmasi arttikca eseysel uyum ve zigot liretkenligi diisiis
gostermektedir (Coleman 2009). Ornegin Gonium pectorale tiiriiniin Kuzey ve Giiney
Yarimkiire igerisinde yasayan bireylerinde heliks III’te TBD olanlarda zigot olusumu
goriilmezken, olmayanlarin bir kisminda zigot olusumu gozlenmistir (Fabry vd. 1999).
Herhangi bir TBD bulunduran bireyler arasinda hibritlesme goriilmezken, yari-TBD
veya kabariklik (bulge) bulunduranlarin bir kisminda bu durum goriilebilir (Coleman
2009). iki yakimn tiir arasinda goriilen TBD varlign tiirler arasinda artik gen akist
olmadig1 anlamina gelebilmektedir (Miiller vd. 2007).

TBD’ler tiir sinirlarinin belirlenmesinde ve incelenen takson igerisindeki farkli
tiirlerin sayisini belirlemede kullanilabilir (Coleman 2000; Coleman veVacquier 2002).
TBD’lerin varlig1 dogrudan bir tiirlesme olayini isaret etmemektedir (Miiller vd. 2007;
Wolf vd. 2013). Diger taraftan TBD varligmin tiirler arasi eseysel uyumsuzlukla
baglantili oldugu (Miiller vd. 2007) ve iireme izolasyonuna yol actig1 deneysel olarak
belirlenmis ve ITS2 ikincil yapisinda en az bir TBD varliginin iki farkl tiirtin varligia
isaret olarak kabul edilmistir (Coleman ve Vacquier 2002). 1300°den fazla yakin akraba
organizma (bitki, mantar ve hayvan tirleri) ve 25000 ITS2 sekonder yapisinin
kullanildigi bir ¢alismada telafi edici baz degisiklerinin (TBD) bulundugu orneklerin
%93 {iniin farkl1 tiirlere ait oldugu belirlenmistir (Miiller vd. 2007). Ozet olarak,
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TBD’lerin varhigr farkli tiirleri ayirt etmede elverisli ancak tiirlesme olaymin
gerceklesebilmesi i¢in zorunlu bir kriter degildir (Schultz ve Wolf 2009). TBD analizi,
hali hazirda ¢oklu veri matriksi icerisindeki bulunan minimum tiir sayisinin tespit
edilmesinde kullanilabilir (Coleman 2009; Miiller vd. 2007; Wolf vd. 2007). Tim bu
bilgi verici Ozelliklerinden yola ¢ikarak, ITS2 gen bdlgesinde goriilen TBD’lerin
Okaryot tiirlerin tanimlanmasi ve smiflandirilmasinda genel bir belirteg olarak
kullanilmasi 6nerilmistir. Boyle olmasina karsin bu verilerin ¢ogu halen mantarlar ve
bitkilere aittir (Li vd. 2011; Yao vd. 2010; Schoch vd. 2012) ve diger Okaryot canli
gruplarinda hentiiz sinirli sayida arastirma yapilmstir.

2.5. Anterastes Cinsinin Taksonomik Problemleri

Giliniimiizde isimlendirilmis iki milyon kadar canli tlirlinden s6z edilmektedir.
Bunlarin yaklasik %55-60’n1 bocekler (Hexapoda) olusturmaktadir. Ensifera (uzun
antenli diiz kanatlilar) alttakimi igerisinde bulunan Anterastes Brunner von Wattenwyl,
1882 (Orthoptera, Tettigoniidae) cinsi, 13 tiiri Anadolu’ya endemik, 1 tird (A.
serbicus) ise Anadolu ve Balkanlar’da olmak {izere, tanimlanmis 14 farkl tiire sahiptir.
Bu tiirler 4 tiir grubu altinda smiflandirilmaktir (Ciplak 2004; Ciplak vd. 2015). Tiir
gruplar1 ve igerdikleri tiirler Cizelge 2.2.’de verilmektedir.

Anterastes cinsinin bu liyeleri, erkek bireylerde cerci, anal tergum ve titillator,
disi bireylerde subgenital plaka v.b. genital yapilardaki kiiciik farkliliklara ve
renklenmelerine gore siniflandirilmistir (Uvarov 1934, 1939; Karabag 1950, 1951; Unal
2000; Ciplak 2004; Kaya ve Ciplak 2011). Ancak tek bir morfolojik karakter, cins
icerisini morfolojik olarak c¢oziimlemekte yetersiz kalmaktadir ve bu siniflandirma
islemi gerceklestirilirken populasyon i¢i ve populasyon arasi varyasyonlar goz onilinde
bulundurulmamaistir (Ciplak 2004). Anterastes cinsi icerisindeki tiirlerin tamamui, yiiksek
alpin cayirliklarda (1300 — 2294 m) dagilim gostermektedir. Tiirlerin biiyiik kismi, tek
bir dag zirvesinde oldukga kisitli alanlarda dagilim gosterirken, bir kismi ise birden
fazla zirvede ancak birbirinden izole populasyonlar halinde dagilim gdstermektedir
(Ciplak 2004, Ciplak vd. 2010, Kaya & Ciplak 2011, Kaya vd. 2012; Ciplak vd. 2015).
Ug¢ma 06zelligine sahip olmamalar (erkeklerde bulunan kisa kanatlar ses ¢ikarma organi
olarak gorev yapmaktadir) ve kisa yaz donemlerinde sadece bir kez dol vermeleri
sebebiyle dagilma (dispersal) kapasiteleri oldukga diisiiktiir (Ciplak vd. 2015).
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Cizelge 2.2. Tiir gruplar1 ve igerdikleri tiirler.

Tiir gruplan Tiirler

Anterastes anatolicus grubu Anterastes anatolicus Uvarov, 1934

Anterastes babadaghi grubu Anterastes babadaghi Uvarov, 1939
Anterastes niger Unal, 2000
Anterastes turcicus Karabag, 1951

Anterastes ucari Ciplak, 2004

Anterastes serbicus grubu Anterastes serbicus Brunner von Wattenwyl, 1882
Anterastes tolunayi Karabag, 1951
Anterastes antitauricus Ciplak, 2004

Anterastes burri Karabag, 1951

Anterastes uludaghensis grubu | Anterastes antecessor Kaya & Ciplak, 2011
Anterastes davrazensis Kaya, Chobanov & Ciplak, 2012

Anterastes uludaghensis Karabag, 1950

Ciplak vd. 2015 tarafindan yapilan bir ¢alismada, niikleer (ITS1 ve ITS2) ve
mitokondriyal gen bolgeleri (COI, 16S) kullanilarak filogenetik iliskiler ¢6ziimlenmeye
calisilmistir. Daha Onceki ¢alismalarda da (Avise 2000; Avise 2009; Fenn vd. 2008)
belirtildigi gibi niikleer gen bolgelerinin (ITS; ITS1 + 5.8S rDNA+ ITS2),
mitokondriyal gen bolgelerine kiyasla daha az filogenetik ¢6ziiniirliige sahip oldugu
belirlenmistir, ancak genler arasi bosluk bdlgelerinin sekonder yapilart calisilmamistir.
Ancak, veriler 1g181inda Anterastes cinsinin 14 tiiriin yani sira en az 3 kriptik tiir daha
igerebilecegi belirtilmis ve filogenetik iliskilerde fenotip-genotip uyusmazliklar1 tespit
edilmistir.

Eklembacaklilarda ITS2 geninin sekonder yapisinin belirlenmesine iliskin
caligmalar, diger canli alemleri ile yapilan c¢alismalarla karsilagtirildiginda oldukca
sinirlidir. Boceklerden Diptera, Coleoptera ve Hymenoptera takimina ait az sayida
temsilci tiirlerle yapilmig ¢alismalar mevcuttur (Wesson vd. 1992; Gomez-Zurita 2000;
Budak vd. 2016). Bu calismalarda, ITS2 bdlgesinin diger canlilardakinden daha uzun
oldugu (0zellikle Hymenoptera ve Diptera), buna karsin temel olarak dort heliksli
yapinin korundugunun bulunmus olmasi diger bocek takimlarinin ¢alisilmasi yoniinde
bir gereklilik ortaya ¢ikarmaktadir. Orthoptera ~30 bin tiir iceren en kalabalik bocek
takimlarindan biri olmasina karsin simdiye kadar sadece Barbitistini (Phaneropterinae)
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tribusuna ait az sayida taksonda ITS2 sekonder yapisi ¢alisilmistir (Ullrich vd. 2010).
Bu calismada ise sadece sekonder yapinin morfolojisi verilmis ve primer diziler
filogenetik olarak analiz edilmistir. Sekonder yapidaki heliks ozellikleri, helikslerin
dallanma gosterip gostermedigi, TBD oriintiisiiniin tiirlere gore 6zgilin durumlar gosterip
gostermedigi ve tlr sinirlarmi belirlemede kullanish olup olmadigi irdelenmemistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Orneklem ve Veri Eldesi

Tez ¢alismas1 kapsaminda kullanilan tiim veriler, TUBITAK tarafindan desteklenen
ve yilriticisiinin Prof. Dr. Battal CIPLAK oldugu 107T462 numarali proje
kapsaminda elde edilmistir. 2007-2011 yillar1 arasinda Anterastes cinsinin dagilim
alanin1 temsilen Anadolu ve Balkanlar’dan yeterli sayida oOrnekleme yapilmistir.
Toplanan ornekler Ciplak 2004, Kaya ve Ciplak 2011 ve Kaya vd. 2012‘¢ gore teshis
edilmistir ve sistematik acgidan tiirline kesin karar verilemeyen ornekler i¢in ‘cf” eki
kullanilmustir.‘cf” eki sistematik calismalarda confer kelimesinin kisaltmasi olarak,
teshis edilemeyen tiirler icin, bir baska tlire benzerligi ifade edecek sekilde
kullanilmaktadir.

Bu proje kapsaminda kodlama yapmayan bir niikleer gen bdlgesi olan ve 1TS1, 5.8S
ve ITS2 bolgelerinden olusan ITS bolgesi, 5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-
3’(Forward) ve 3’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-5" (Reverse) primerleri ve uygun
PCR protokolii kullanilarak g¢ogaltilmistir (Ciplak vd. 2015). Cogaltilan bu bolgeler,
hizmet alim1 yoluyla AB1 dosyalar (¢ift yonlii yani 5°-3” ve 3°-5° yonlerinde okutulan
ham DNA sekanslar) elde edilmistir. Bu AB1 dosyalar1 Akdeniz Universitesi, Fen
Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii’nde bulunan Molekiiller Evrim ve Biyocografya
Laboratuvar1 (MEVBIL) veri tabanma depo edilmistir. MEVBIL veri tabaninda depo
edilen ve tez kapsaminda kullanilan verilere iliskin tiir, lokalite, enlem, boylam, yiikselti
ve Ornek sayisi gibi 6rneklem detaylar1 Cizelge 3.1.°de verilmistir.

Orneklem Anterastes cinsinin Anadolu ve Balkanlar’dan 6rneklenmis 12 tiiriinii
icermektedir. Bununla birlikte, ‘cf” eki ile belirtilmis 6rnekler bu ¢alisma igerisinde tiir
statiisiinde degerlendirilip kullanilmistir. Calisma kapsaminda 15 tire ait 27
populasyondan toplam 142 birey kullanilmigtir. Tez ¢alismasi kapsaminda Cizelge
3.1.°de belirtilen 6rneklerin AB1 ham dosyalar1 kullanilmigtir.
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Cizelge 3.1. Tez kapsaminda kullanilan 6rneklere iliskin detaylar.
Tiir Lokalite / Populasyon Enlem Boylam Yiikselti N, ITS2
A. disparalatus Bolu, Kartalkaya Dagi 40°35°47.0"K 31°46°59.3"D 2001m 5
A.antecessor Antalya, Akdag 36°34°56.4"K 29°34°49.9"D 2247m 7
A.davrazensis Isparta, Davraz Dag1 37°46°18.7"K 30°44°34.2”D 1950m 2
A.uludaghensis Bursa, Uludag 40°07°18.2"K 29°08°57.0"D 1903m 1
A.turcicus Antalya, Tahtalidag 26°32°12.4"K 30°26°21.7"D 1850m 4
A.niger Tokat, Camlibel gegidi 39°57°48.6"K 36°30°27.1"D 1698m 3
A.niger Sivas, Kosedag 40°09°39.3"K 37°51°02.5"D 1809m 7
A.babadaghi Denizli, Babadag 37°47°45.8"K 28°46°03.7"D 1450m 3
A.babadaghi Antalya, Sogiit 37°00°523”K 29°56°505” 1415m 5
A.babadaghi Antalya, Begis 36°56°10.6"K 30°05°38.2"D 1309m 10
A.babadaghi Antalya, Erentepe 36°44°22.1"K 29°38°27.4"D 1982m 3
A. cf. ucari Konya, Kizkayas1 38°05°19.7"K 32°16°56.0"D 1644m 4
A.ucari Isparta, Davraz 37°46°18.5"K 30°44°34.9"D 1630m 4
A.ucari Antalya, imecik yayla 36°50°16.3"K 30°18°43.2"D 1790-2140m 15
A.ucari Antalya, Camkuyusu 36°36°11.0"K 29°37°49.4"D 2177m 8
Bulgaristan - Stara Dag,

A.serbicus Osogovska Dagi, Rila Dagi 41°57'56.4"K 23°20'35.3"D 2100 - 2200m 4
A. cf. serbicus Giresun, Sebinkarahisar Dagi | 40°27°46.2"K 38°42°48.3"D 2294m 3
A. cf. serbicus Sivas, Kosedag 40°09°29.7"K 37°51°02.6"D 1802m 12
A. cf. serbicus Cankiri, Cerkes, Istk Dag1 40°41°27.8"K 32°44°06.4"D 1595m 3

Aburri Bursa, Uludag 40°07°19.2"K 29°08°57.3"D 1734m 5

A. cf. burri Usak, Murat Dag1 38°56°54.7"K 29°37°29.4"D 1785m 8

A.tolunayi [zmir, Bozdag 38°21°’15.1"K 28°06°14.8"D 1478m 12
A.antitauricus Bolu, Kartalkaya Dag1 40°35°47.4"K 31°46°52.6"D 2001m 1
A.antitauricus Konya, Seydisehir 41°03°24.0"K 33°43°05.7"D 1551m 4
A.antitauricus Afyon, Sandikli-Suhut 38°28°08.9"K 30°22°39.1"D 1802m 13
A.antitauricus Karaman, Tavsanl 37°01°30.7"K 33°16°45.4"D 1386m 1

18



MATERYAL VE METOT 0. ULUAR

3.2. Verilerin Analize Hazirlanmasi

Orneklerden elde edilen iki yonlii (forward ve reverse) ITS ham sekanslarmin
(AB1 dosyalar1) ikili hizalamalar1 (alignment), SEQUHENCER 4.0.1 (GeneCodes
Corp., Ann Arbor, MI, USA) programi ile hatali yapilan okumalar diizeltilerek
yapilmustir. Tiim orneklerin ikili hizalamalar1 yapildiktan sonra konsensiis diziler elde
edilmistir. Elde edilen bu diziler Text (.txt) ve Bioedit v.5.0.9 (Hall 1999) programi
kullanilarak fasta (.fas) formatinda kayit edilmistir.

Her bir birey i¢in elde edilen ve ITS1 + 5.8S + ITS2 bolgelerini kapsayan ITS
dizilerinden, yalnizca ITS2 bolgesinin elde edilmesi amaciyla Saklh Markov Modeli
(Hidden Markov Model) temelli (HMM-based) analizleri uygulayan The 1TS2
Database— (http://its2.bioapps.biozentrum.uni-wuerzburg.de/) (Ankenbrand vd. 2015)
veri tabani kullanilmigtir. ITS2 gen smirlarinin belirlenmesi igin 6ncelikli olarak
Annotate simgesine tiklanarak agilan sayfaya .txt halinde kayit edilmis olan konsensiis
dizi kopyalanip yapistirilmistir. Ardindan ‘Choose a model: Metazoa (195/151)’,
‘Maximum E-value: E < 0.01 <-- suggested’, ‘Minimum size of ITS2: 150 nt <--
suggested’ parametreleri segilerek verinin annotasyonu tekrar yapilmistir. Sonug
alinamadigi durumlarda, yani dizinin ters yonlii oldugu durumlarda, analyze reverse
complement kutucugu segilerek veri annotasyonu tekrarlanmistir (Sekil 3.1.) .

Old webinferface I-i:N C) Citation + @Abcu(mii website

ﬁ"
f - - . o 15 Direct folds U
/ Search fo G axon J+ -4, Search
{g  Internal Transcribed Spacer 2 . ) Direct folds & Homology modeled “
by B Direct foids & Homology modeled & Partizls
Search for sequence only!
Datasst Tools F[] Annotate *
© =2 B2 782 Annotation ©
Importpooldata = Blast | Amnotate| Predict
= ey ,L. Annotate  sequence using 5.85 and 285
Storepoodala | Model Mo |2V
Insert o sequences here: Clear  Examples | {1 . ﬁ Import pool data @
Create dataset 1
add own data from database i
5] Evkaryota
{1 [_] Alveolata (2354)
6 (] Amoebozoa (26)
[H[_] Apusozea (2)
(1 (] Centroheliozoa (1)
[ (] Cryplophyta (76) v
[8(_] environmental samples (1733) 4
[#[_]Haptophyceae (10)
6] Heterolobosea (15) Choose a model: Wetazgs (195151 -
6 [_] Katablepharidophyta (1)
(8 (] Opisthokonta (267384)
(1 Parabasalia (1)
Manage dataset Maximum E-value: E <001 <~ suggested v
Analyze dataset Minimum size of IT$2: 150 it < suggested N

G | Analyze reverse complement
Draya Diop g C Include praximal stem in FASTA output

sequences to this pool -

Reset fields fo default Annofate

Sekil 3.1.The ITS2 Database — Annotation web sayfasi ekran goriintiisii.

Annotasyon islemi sonucunda yalanci gen (pseudogene) kontrolii igin, analize
katilacak her bir bireye ait sirastyla 5.8S’in 25 bazlik son kismi, ITS2 bolgesi ve 28S’in
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25 bazlik ilk kismu .txt formatinda kayit edilmistir. Elde edilen ITS2 .txt dosyalar
Bioedit v.5.0.9 (Hall 1999) programi kullanilarak fasta (.fas) formatinda kayit
edilmistir.

Fasta formatinda kayit edilen 1TS2 dizileri;, MEGA 4.0 (Tamura vd. 2007)
programi yardimi ile c¢oklu olarak hizalanmistir ve tanimlayici bilgiler (indel
varligi/yoklugu, bulundurdugu baz sayisi ve yerlesimi; varyasyon orani) edinilmistir.
Her bir tiire ait populasyon i¢i haplotip analizi i¢in, fasta uzantili olan ITS2 dizileri
DnaSP v.6 (Librado ve Rozas 2009) programu ile agilmis ve Generate sekmesinden
Haplotype Data File tiklanarak ve Invariable Sites: Included, ‘Sites with
gaps/missing: Considered’ ‘Generate: NEXUS Haplotype Data File’ segenekleri
isaretlencrek haplotip analizi gercgeklestirilmistir. Elde edilen ¢iktilar text (.txt)
formatinda kayit edilmistir.

3.3. Olas1 ITS2 Sekonder Yapilarinin Uretilmesi

Olast ITS2 sekonder yap1 eldesi i¢in, ‘The mfold Web Server’-
http://unafold.rna.albany.edu/?qg=mfold (Zuker ve Jacobson 1998) web sayfasi
kullanilmistir. Mfold sitesinde sirasiyla Applications -> RNA Folding Form (version 2.3
energies) secilerek buraya her bir haplotipe ait ITS2 dizisi isimlendirilerek yiiklenmistir.
Folding Temperature yani katlanma sicakligi organizmanin biyolojisi gozetilerek 25 °C
olarak se¢ilmistir. Katlanma iglemi igin gerekli diger parametreler ise ‘Default’ halde
birakilmis ve Fold Rna sekmesine tiklanmigtir. Hesaplanan olasi sekonder yapilar View
Individual Structures kisminda incelenmis ve AG’si en kii¢iik degerde olan yani en

kararli sekonder yapilar segilmistir. Uretilen bu yapilar pdf ve Vienna formatinda
kaydedilmistir.

Olas1 ITS2 sekonder yapilari iiretilirken, her bir haplotip i¢in yalancit gen
(pseudogene) kontrolleri yapilmistir. ilk olarak, fasta formatina gevrilmis olan her bir
haplotipe ait ITS2 dosyalari Geneious 11.0.4 (Kearse vd. 2012) programina yiiklenmis
ve AT / GC oranlar belirlenmistir. ikinci bir kontrol yéntemi olarak ise her bir haplotip
igin, 5.8S ve 28S rDNA’ya ait 25’er niikleotit, proximal stemi korumak amaciyla daha
onceden elde edilmis olan ITS2 primer dizilerinin u¢ ve son kismina eklenmistir.
Ardindan yukarida anlatilan sekonder yapi eldesi yontemi ile bu dizilere ait sekonder
yapilar tretilmistir ve 5.8S ve 28S’e ait 25 er niikleotitin birbirleri ile eslesme durumu
kontrol edilmistir.

3.4. ITS2 Sekonder Yapisi1 Uzerinden Hizalama ve Filogenetik Analiz

Filogenetik analiz icin kullanilacak olan dis grubun (outgroup) se¢imi icin ikili
uzaklik (pairwise distance) analizi yapilmistir. Anterastes cinsine ait fasta formatinda
kaydedilmis olan tiim primer dizilere dis grup olarak secilmesi diisiiniilen diziler
eklenmistir. MEGA 4.0 (Tamura vd. 2007) programinda Data sekmesinden
Phylogenetic Analyses segenegi secilmis ve analizde kullanilacak olan filogenetik
analiz dosyast olusturulmustur. Ardindan Distance -> Compute Pairwise Distances...
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secenegi tiklanarak her bir haplotipin birbirleri ve dis grup ile ikili uzakliklart
belirlenmis ve uygun uzakliktaki tiir filogenetik analizde dis grup olarak kullanilmak
lizere secilmistir.

Sekonder yap1 iiretilmesi sirasinda elde edilen Vienna formatindaki ITS2 primer
ve sekonder yapilar1 MEGA 4.0 (Tamura vd. 2007) kullanilarak tek bir fasta dosyasi
haline getirilmistir. 12 x 12 matriks (Wolf vd. 2014) kullanan 4SALE 1.7. (Seibel vd.
2006, 2008) ve eklentili olarak ¢alisan local ClustalW (Larkin vd. 2007) programi
tizerinde bu dosya agcilarak, birlikte hizalanmistir (Sekil 3.2.). Hizalanan bu veri one-
letter-encoded formatinda kayit edilmistir.
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Sekil 3.2. Primer diziler ve sekonder yapilarinin 4SALE programi iizerindeki ekran
goruntist.

One-letter-encoded formatinda kayit edilen hizali ITS2 primer ve sekonder
dizilerinden maksimum olasilik (Maximum Likelihood _ ML) agac1 olusturmak igin, R
3.4.3 (R Development Core Team, 2008) ile eklentili ¢alisan bir arayiiz olan RStudio
(RStudio Team 2015) ve phangorn (Schliep 2011) paketi kullanilmigtir. Maximum
Likelihood agaci eldesi igin gerekli olan komutlar, 4SALE web sayfasindan
(http://4sale.bioapps.biozentrum.uni-wuerzburg.de) alinmis ve kullanilan R komutlari
asagida verilmistir.
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install.packages(*"phangorn")

library(phangorn)

file = "c:/Users/onuru/Desktop/AlignAnteLinSecOC"

dat = read.phyDat(file,format="fasta", type="AA")

dm =dist.ml(dat)

tree = NJ(dm)

fitStart = pml(tree, dat, k=4, inv=.2)

fit = optim.pml (fitStart, TRUE, TRUE, TRUE, TRUE, TRUE, TRUE)

root_name = "BoluaSSV"

plot(ladderize(root(fit$tree, match(root_name,fit$tree$tip.label))),

type="phylogram", show.node.label=T,underscore=T,cex=0.8,n0.margin=T)

bs = bootstrap.pml(fit, bs=100, optNni=TRUE)

treeBS = plotBS(fit$tree, bs, type="phylogram", bs.col="red", bs.adj=NULL)

write.tree(fit$tree,file="ML_GTR_I_G.tre")

write.tree(treeBS,file="BS_ML_GTR_|_G.tre")
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R 3.4.3 (R Development Core Team 2008) iizerinden elde edilen agaclar,
filogenetik  aga¢  diizenlemelerine  olanak  veren  FigTree v 1.4.3
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) programi ile Reroot ve Trees sekmesi
igerisinde bulunan ordering: increasing secenegi segilerek diizenlenmistir.

Elde edilen .tre uzantih ML agaci MEGA 4.0 kullanilarak 6nce Newick
formatina ardindan da DNAsp programi (Rozas vd. 2003) kullanilarak nexus formatina
cevrilmistir. Nexus uzantili ML agaci ve daha onceden elde edilmis olan (dis grup ve
haplotiplere ait ITS2 dizileri igeren) fasta uzantili veri dosyasi nexus formatina
dontistiriilerek, TBD (CBC), yari- TBD (hemi — CBC) ve TBD olmayan baz
degisimlerinin (non — CBCs) belirlenmesi amaciyla PAUP 4.0b10 (Swofford 2002)
programina aktarilmistir.

PAUP igerisinde “outgroup BoluaSSV;” komutu girilerek dis grup (Bolua SSV)
programa tanitilmistir. Ardindan “pset opt=DELTRAN;” komutu girilerek filogenetik
analiz i¢in optimizasyon modeli belirlenmistir. ‘File’ kismindan ‘Log Output to File’
secilerek sonuglarin atanacagi klasor ve isim belirlenmistir. Son olarak sonug ¢iktisinda
goriilmek istenen ‘list of apomorphies’, ‘phylogram’ ve ‘label internal nodes’
ozelliklerini elde etmek amaciyla “describetrees 1/ plot=phylogram root=outgroup
labelnode=yes apolist=yes;” komutlar1 girilerek analiz gerceklestirilmistir. Bu islem
sonucunda elde edilen logfile dosyas1 TBD’lerin belirlenmesi i¢in kullanilmistir.

Lineer ve sekonder yap ile birlikte filogenetik analiz sonrasinda elde edilen
agaclarin bilgi vericiliginin kiyaslanmasi amaciyla, yalnizca lineer ITS2 igeren veri
matriksi kullanilarak filogenetik analizler yapilmistir. The 1TS2 Database -
(http://its2.bioapps.biozentrum.uni-wuerzburg.de/) (Ankenbrand vd. 2015) veri tabani
tizerinden kesilen .txt formatindaki primer ITS2 verileri yukarida da bahsedildigi gibi
Bioedit v.5.0.9 (Hall 1999) programi kullanilarak fasta (.fas) formatinda kayit
edilmistir. Ardindan, MEGA 4.0 (Tamura vd. 2007) programi ile coklu olarak
hizalanarak her bir haplotip ve dis gruba ait primer ITS2 verilerini igeren veri matriksi
olusturulmustur. Fasta (.fst) formatinda kayit edilmis olan veri matriksi, R 3.4.3 (R
Development Core Team, 2008) ile eklentili ¢alisan bir ara yiiz olan RStudio (RStudio
Team 2015) ve phangorn (Schliep 2011) paketi kullanilarak maksimum olasilik agaci
(Maximum Likelihood = ML) olusturulmustur. Bu filogenetik agac¢ eldesi sirasinda
gerekli R komutlar1 yukarida detaylica verilmistir.

3.5. TBD’lerin Belirlenmesi ve Tiir Sinirlarinin Cizilmesi

PAUP programi ile elde edilen logfile dosyasi iizerinden TBD kontrolii yapilmistir.
Bu dosya igerisinde analiz Oncesinde girilen komutlar sayesinde olusturulmus,
Anterastes cinsine ait apomorfi listesi ve fiizerine ‘nod’ atanmig ML agaci
bulunmaktadir. Bu apomorfi listesi icerisinde her bir nod ve bu nodlarda gergeklesen
baz degisimleri verilmistir. 4SALE iizerinden ClustalW ile hizalanmis primer ve
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sekonder yapi dizilerini igeren .fas uzantili fasta dosyasi agilmig ve her bir baz
degisimleri kontrol edilmistir. Halkasal katlanma bolgelerine denk gelen karsilikli (ikili)
baz degisimleri TBD olarak tanimlanmistir. Katlanma bolgelerinde zincirin tek bir
tarafinda gerceklesen degisimler ise hemi - TBD olarak adlandirilmistir. Bir haplotip
i¢in katlanma bolgesinde gerceklesen degisim eger atasal/diger haplotiplerde katlanma
bolgesinde degil ise veya boyle bir degisim bulunmuyorsa bu tiir degisimler non —TBD
olarak belirtilmistir. Diger apomorfik degisimler yani katlanma bolgeleri tlizerinde
gerceklesmeyen degisimler tir smirlarinin ¢izilmesi baglaminda degerlendirmeye
alinmamistir. 4SALE programi lizerinden hizalanmis primer ve sekonder yapi dizileri
izerinden manuel olarak, ITS2’nin cins ve cinsler arasi diizeyde korunumuna
bakilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Anterastes 1TS2 Dizileri icin Tanimlayic1 Ozellikler

izole edilen ITS bolgesi ITS1, 5.8S ve ITS2 bolgelerinden olusmaktadir. Bu
bolgeler, tiir i¢i ve tiirler arasi, uzunluk ve AT / GC oranlar1 bakimindan farkliliklar
gostermektedir. Her bir tiirlin populasyonlar1 igerisinde yapilan haplotip analizi
sonrasinda Anterastes cinsinin 15 tiiriine ait 27 populasyonun, insersiyon ve delesyonlar
dahil olmak tizere toplam 53 farkli haplotipe sahip oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.1).

En fazla haplotip sayisi, 7 farkli haplotipe sahip Anterastes antecessor tiiriiniin
Antalya — Akdag populasyonu ve yine 7 farkli haplotipe sahip Anterastes antitauricus
tirtiniin Afyon—Suhut populasyonunda bulunmustur. Toplam 53 haplotip igerisinde, 267
baz uzunluguyla Anterastes davrazensis tiiriiniin Isparta — Davraz populasyonuna ait tek
haplotip (DavrazensisH1) en kisa baz uzunluguna sahip haplotip olarak bulunmustur.
Anterastes serbicus tiiriiniin Bulgaristan populasyonlarina ait (Rila Dagi, Osogovska
Dag1 ve Stara Dagi) haplotipleri (SerbBulgH1 ve SerbBulgH2) 278 baz uzunluguyla
Anterastes cinsi igerisinde en uzun baz sayisina sahip haplotipler olarak tespit edilmistir

(Cizelge 4.1.).

Elli ¢ haplotip igeren veri dosyasi igerisinde karsilagtirmalar yapildiginda, toplam
289 pozisyon igerisinde 238 pozisyonun tiim haplotiplerde sabit, 51 pozisyonun
varyasyonel oldugu ve 31 insersiyon — delesyon ve 20 nokta mutasyon igerdigi
belirlenmistir. Bu  varyasyonel pozisyonlarin konumu dikkate alindiginda,
varyasyonlarin biiyiik ¢ogunlugunun lineer ITS2 dizisinin, 3* ETS bolgesine yakin olan
son kisminda (240 — 289. pozisyon) yer aldigi yapilan analizler sonucu gozlenmistir.
Anterastes cinsinin ITS2 lineer dizisinin %82,35 oraninda korunmus oldugu
belirlenmistir.

ITS2 primer dizilerinden olas1 sekonder yapilar elde edilirken, AG degerinin (Gibbs
Serbest Enerji Birimi) en kiigiik oldugu sekonder yapi segilerek en kararli yapilar elde
edilmistir. Elli ti¢ haplotipin her birine ait sekonder yap1 AG degerlikleri Cizelge 4.1.°de
verilmistir.
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Cizelge 4.1. Belirlenen ITS2 haplotipleri, ait olduklar1 tiir ve populasyonlar, baz
uzunluklar1 ve sekonder yapilara ait AG degerleri.

ITS2 Sekonder yap1
Tiir Populasyon Haplotipler Uzunluklar AG degerleri
Anterastes antecessor Antalya - Akdag AnteAkdagH1 274bp -118,21
AnteAkdagH?2 276bp -121,75
AnteAkdagH3 275bp -118,21
AnteAkdagH4 277bp -121,47
AnteAkdagH5 276bp -121,75
AnteAkdagH6 274bp -118,21
AnteAkdagH7 268bp -118,49
Anterastes Afyon - Suhut AntiSuhutH1 273bp -118,49
antitauricus AntiSuhutH2 274bp -118,49
AntiSuhutH3 274bp -118,39
AntiSuhutH4 276bp -119,46
AntiSuhutH5 276bp -117,54
AntiSuhutH6 273bp -117,54
AntiSuhutH7 272bp -118,49
Bolu - Kartalkaya AntiKartH1 274bp -117,82
Karaman - Tavsanli AntiKaraH1 276bp -117,54
Konya - Seydisehir AntiKonH1 276bp -117,54
AntiKonH2 275bp -117,54
Anterastes babadaghi Antalya - Eren}gpe BabaErele 271bp -117,81
Antalya - Begis BabaBegisH1 269bp -117,81
BabaBegisH?2 271bp -119,29
BabaBegisH3 270bp -117,53
BabaBegisH4 273bp -116,15
Denizli - Babadag BabaBabaH1 270bp -117,53
Anterastes burri Bursa - Uludag BurriBursaH1 273bp -118,21
Anterastes cf. burri Usak - Muratdagi CfBurriMdHl 274bp -118,21
CfBurriMdH?2 275bp -117,93
CfBurriMdH3 274bp -118,37
CfBurriMdH4 276bp -117,54
CfBurriMdH5 273bp -118,21
Anterastes cf. Cankiri- Cerkes CfSerbCerkesH1 274bp -117,54
serbicus CfSerbCerkesH2 274bp -117,51
Giresun - Sebinkarahisar CfSerbGiresH1 272bp -118,21
Sivas-Kosedag CfSerbSivH1 272bp -118,21
Anterastes cf. ucari Konya-Kizkayasi CfUcariKonH1 269bp -117,81
Anterastes
davrazensis Isparta - Davraz DavrazensisH1 267bp -120,24
Anterastes
disparalatus Bolu - Kartalkaya DispKartH1 270bp -116,71
Anterastes niger Sivas - Kosedag NigerKoseH1 268bp -118,49
Tokat - Camlibel NigerCamliH1 268bp -118,49
Bulgaristan, Rila Dagi, Osogovska Dagi,
Anterastes serbicus Stara Dagi SerbBulgH1 278bp -119,45
SerbBulgH?2 278bp -118,18
Anterastes tolunayi [zmir - Odemis, Bozdag TolulzmH1 273bp -118,21
TolulzmH2 273bp -1153
TolulzmH3 274bp -115,02
Anterastes turcicus Antalya - Tahtalidag TurciTahtaH1 270bp -117,53
TurciTahtaH2 270bp -118,11
TurciTahtaH3 269bp -117,81
Anterastes ucari Antalya - Camkuyusu UcariAntH1 269bp -117,81
UcariAntH2 270bp -117,53
Antalya - Imecik Yayla UcalmeH1 270bp -117,53
UcalmeH2 269bp -117,81
Isparta - Davraz UcariDavrazH1 270bp -117,53
Anterastes
uludaghensis Bursa - Uludag UludaghensisH1 268bp -120,24
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4.1.1. Yalanc1 gen (pseudogene) kontrolii

Cogaltilan ITS bolgesinin yalanci gen (pseudogenes) olup olmadiginin kontrolii
icin ilk olarak, her bir haplotipe ait ITS2 primer dizileri i¢in GC oranlar1 6l¢liilmiistiir.
Anterastes serbicus tiirtiiniin Bulgaristan populasyonuna ait haplotipleri SerbBulgH2 ve
SerbBulgH1 sirasi ile %59, 4 ve % 59, 7 ile en diisiik GC oranina sahiptir. Buna karsin,
% 62 degeri ile Anterastes antecessor tiiriiniin Antalya — Akdag populasyonuna ait
haplotipi (AnteAkdagH1) en yiiksek GC oranina sahiptir (Cizelge 4.2). Anterastes cinsi
icin ortalama GC oran1 ise % 60,58 olarak belirlenmistir. GC oran1 verileri herhangi bir
haplotip i¢in yalanci gen isareti vermemistir.
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Cizelge 4.2. 5.8S + 28S eslesmesi ve GC oranlari.
5.8S + 28S
Tiir Populasyon Haplotip eslesmesi GC Orani

A. antitauricus Konya - Seydisehir AntiKonH1 Var 60,3
AntiKonH2 Var 60

Afyon - Sandikli, Suhut AntiSuhutH1 Var 60,4

AntiSuhutH2 Var 60,2

AntiSuhutH3 Var 60,2

AntiSuhutH4 Var 60,5

AntiSuhutH5 Var 59,8

AntiSuhutH6 Var 60,8

AntiSuhutH7 Var 60,7

Bolu-Kartalkaya AntiKartH1 Var 60,3

Karaman - Tavsanl AntiKaraH1 Var 60,6

A.ucari Isparta - Davraz Dag1 UcariDavrazH1 Var 60,7

Antalya - Imecik Yayla UcarilmeH1 Var 60,7

UcarilmeH2 Var 60,6

Antalya - Camkuyusu UcariAntH1 Var 60,6

UcariAntH2 Var 60,7

A. cf. ucari Konya - Kizkayast CfUcariKonH1 Var 60,6
A. antecessor Antalya - Akdag AnteAkdagH1 Var 62

AnteAkdagH2 Var 61,2

AnteAkdagH3 Var 61,5

AnteAkdagH4 Var 61,4

AnteAkdagH5 Var 61,2

AnteAkdagH6 Var 61,7

AnteAkdagH7 Var 60,8

A. cf. burri Usak- Muratdagi CfBurriMdH1 Var 59,9
CfBurriMdH2 Var 60

CfBurriMdH3 Var 60,6

CfBurriMdH4 Var 59,8

CfBurriMdH5 Var 60,1

Bulgaristan - Rila Dagi, var

A. serbicus Osogovska Dagi, Stara Dagi SerbBulgH1 59,7

SerbBulgH?2 Var 59,4

A. turcicus Antalya - Tahtalidag TurciTahtaH1 Var 60,7

TurciTahtaH2 Var 60,7

TurciTahtaH3 Var 60,6

A. babadaghi Antalya - Begis BabaBegisH1 Var 60,6

BabaBegisH2 Var 60,9

BabaBegisH3 Var 60,7

BabaBegisH4 Var 61,2

Denizli - Babadag BabaBabaH1 Var 60,7

Antalya - Erentepe BabaErenH1 Var 60,6

A. burri Bursa - Uludag BurriBursH1 Var 60,1

A. disparalatus Bolu - Kartalkaya DispKartH1 Var 61,1

A. tolunayi Izmir - Bozdag TolulzmH1 Var 60,4
TolulzmH2 Var 60,1

TolulzmH3 Var 60,2
A. cf. serbicus Giresun - Sebinkarahisar CfSerbGiresH1 Var 61
Cankir - Cerkes, Isik Dagi CfSerbCerkesH1 Var 60,6

CfSerbCerkesH2 Var 60,2
Sivas - Kosedag CfSerbSivH1 Var 61

A. niger Sivas - Kosedag NigerKoseH1 Var 60,8
Tokat - Camlibel Gegidi NigerCamliH1 Var 60,1

A. uludaghensis Bursa - Uludag UludaghensisH1 Var 60,8
A.davrazensis Isparta - Davraz Dagi DavrazensisH1 Var 61
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Ikinci bir kontrol yontemi olarak, sekonder yapmin u¢ kisimlarmi (proximal
stem) korumak amaciyla, 5.8S ve 28S rDNA’dan elde edilmis olan 25’er niikleotit, her
bir haplotipe ait primer ITS2 dizisine eklenmis ve bu niikleotitlerin karsilikli olarak
eslesme durumuna bakilmigtir. Yapilan bu kontrol sonucunda, toplam 53 farkli haplotip
ve dis gruba ait dizinin her birinde 5.8S ve 28S rDNA’ya ait 25’er bazin eslestigi
goriilmiistiir. Anterastes antitauricus tiirtiniin Bolu - Kartalkaya populasyonunun tek
haplotipi (AntiKartH1), Anterastes disparalatus tiiriinin Bolu - Kartalkaya
populasyonunun tek haplotipi (DispKartH1), Anterastes serbicus tiiriiniin Bulgaristan
populasyonunun ikinci haplotipi (SerbBulgH2) ve Anterastes tolunayi tiiriiniin Izmir —

Bozdag populasyonunun ikinci haplotipinde (TolulzmH2) 5.8S ve 28S eslesme
durumlar1 6rnek olarak verilmistir (Sekil 4.1.).
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Sekil 4.1. 5.8S ve 28S bolgeleri eslesme durumu 6rnekleri
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4.2. ITS2 Sekonder Yapisi

Mfold programi 53 haplotipin tlimii i¢in diger 6karyotik gruplar i¢in tanimlanan
temel ITS2 sekonder yapisina benzer bir yap1 vermistir. Her bir heliks iizerinde bulunan
korunumlu motifler ( Orn. Heliks II i¢in U-U yanlis eslesmesi ve Heliks I1I i¢in UGGU
baz dizilisi) ve helikslerin sekonder yapi igerisindeki siralanmislarina gore heliks
adlandirmalar1 yapilmaigtir.

Anterastes cinsinin tiim haplotipleri Okaryotlar igin belirlenmis korunmus
motifleri tasimaktadir. Sekonder yap1 igerisinde, Heliks I’in farkli uzunluga sahip iki
heliksten olustugu gozlenmistir ve bu heliksler, Heliks 1 ve Heliks IA olarak
adlandirilmigtir. U-U yanlis eslesmesi ( U-U mismatch) tasimasi ile farklilasan Heliks
[I’nin, bu yanlis eslesmeyi tasiyan heliks Heliks Il, devaminda gelen ve Heliks I11
arasinda bulunan heliks ise Heliks IlA olarak adlandirilmistir. Heliks Il ve Heliks I11
arasinda bulunan katlanma yapmayan tek zincirli baz diziliminin piirin bazlarinca
zengindir. Anterastes tiirlerine bakildiginda bu bolgelerin %83,33 oraninda piirin bazlari
icerdikleri tespit edilmistir. En uzun heliks olma 6zelligi tasiyan ve 160. baz ¢evresinde
UGGU korunmus motifine sahip olmasiyla tanimlanan heliks, Heliks 11l olarak
adlandilmistir. Buna gore, 53 haplotipe ait sekonder yapilarin %87’sinin Helix |, Helix
1A, Helix Il, Helix 1A ve Helix III’ten olustugu gorilmektedir. En yaygin bulunan
sekonder yapinin ve helikslere ait korunumlu motiflerin gosterilmesi amaciyla,
Anterastes antecessor tiiriiniin birinci haplotipinin (AnteAkdagH1) sekonder yapisi
temsilen secilmis ve Sekil 4.2.”de verilmistir.

Anterastes disparalatus, Anterastes serbicus ve dis grup olarak segilen Bolua
turkiyae tiirlerine ait haplotiplerin sekonder yapilarinin Helix I, Helix 1A, Helix II,
Helix 1A, Helix 111 ve Heliks IV’ten olustugu saptanmistir. En yaygin olarak bulunan
bu ikinci yapisal Oriintii, temsilen secilen Anterastes serbicus tiirliniin birinci haplotipi
(SerbBulgH1) ile Sekil 4.3.de verilmistir.
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Sekil 4.2. Yaygin sekonder yap1 ve korunmus motifler.
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Sekil 4.3. Heliks IV tasiyan sekonder yapinin gosterimi.
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Anterastes cinsi igerisinde en yaygin olarak goriilen ii¢ heliksli ve dort heliksli
sekonder yapinin yanisira heliksler icerisinde de farkliliklar tespit edilmistir. Anterastes
antitauricus  tirinin  Afyon — Suhut populasyonun dordiincii haplotipinin
(AntiSuhutH4) sekonder yapis1 incelendiginde Heliks III iizerinde belirginlesmis bir yan
kol (side arm) tespit edilmistir. Anterastes igerisinde yan kol farklilasmasi sadece
AntiSuhutH4 haplotipinde belirlenmistir (Sekil 4.4.). Haplotipler iizerinde tanimlanmis
I, 1A, 11, A, IIT ve 1V helikslerinin i¢erdigi baz uzunluklar1 Cizelge 4.2°de verilmistir.

&% Heliks Il

e
«®
Rl
"
v ..,.
o
!
|
$ ) s -
ot s* Heliks 11A
Heliks TA t:ﬁ ) 'C“
&5 -':‘.0. . ‘i-"‘
» ) - 'l.
",""4”_:n
A “ o
Heliks I “o ¢ !
'..n , '
o
Yo, oot
.
R
'..‘“o .)o..
*os® .°’1‘,.
Yan Kol — Side Arm W% Heliks IT1
‘:...‘.‘
. 4
-
o
2.0,
AntiSubhutH4

Sekil 4.4. Anterastes antitauricus tiirtiniin AntiSuhutH4 haplotipinde Heliks III iizerinde
saptanan yan kolun (side arm) gosterimi.
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Cizelge 4.3. Haplotiplere ait sekonder yapilarin heliks baz uzunluklari.

Haplotipler Heliks | Heliks 1A Heliks 11 Heliks 1A Heliks 111 Heliks 1V
AnteAkdagH1 11 18 47 28 145 YOK
AnteAkdagH?2 11 18 47 28 145 YOK
AnteAkdagH3 11 18 47 28 145 YOK
AnteAkdagH4 11 18 47 28 145 YOK
AnteAkdagH5 11 18 47 28 145 YOK
AnteAkdagH6 11 18 47 28 145 YOK
AnteAkdagH7 11 18 47 28 147 YOK
AntiSuhutH1 11 18 47 28 147 YOK
AntiSuhutH2 11 18 47 28 147 YOK
AntiSuhutH3 11 18 47 28 147 YOK
AntiSuhutH4 11 18 47 28 147 YOK
AntiSuhutH5 11 18 47 28 147 YOK
AntiSuhutH6 11 18 47 28 147 YOK
AntiSuhutH7 11 18 47 28 147 YOK

AntiKartH1 11 18 47 28 147 YOK
AntiKaraH1 11 18 47 28 147 YOK

AntiKonH1 11 18 47 28 147 YOK

AntiKonH2 11 18 47 28 147 YOK
BabaErenH1 11 18 47 28 147 YOK
BabaBegisH1 11 18 47 28 147 YOK
BabaBegisH2 11 18 47 28 147 YOK
BabaBegisH3 11 18 47 28 147 YOK
BabaBegisH4 11 18 47 28 147 YOK
BabaBabaH1 11 18 47 28 147 YOK
BurriBursaH1 11 18 47 28 147 YOK
CfBurriMdH1 11 18 47 28 147 YOK
CfBurriMdH2 11 18 47 28 147 YOK
CfBurriMdH3 11 18 47 28 147 YOK
CfBurriMdH4 11 18 47 28 147 YOK
CfBurriMdH5 11 18 47 28 147 YOK

CfSerbCerkesH1 11 18 47 28 147 YOK
CfSerbCerkesH2 11 18 47 28 147 YOK
CfSerbGiresH1 11 18 47 28 147 YOK

CfSerbSivH1 11 18 47 28 147 YOK
CfUcariKonH1 11 18 47 28 147 YOK
DavrazensisH1 11 18 47 28 147 YOK

DispKartH1 11 18 47 28 145 18
NigerKoseH1 11 18 47 28 147 YOK
NigerCamliH1 11 18 47 28 147 YOK
SerbBulgH1 11 18 47 28 147 15
SerbBulgH2 11 18 47 28 147 22

TolulzmH1 11 18 47 28 147 YOK

TolulzmH2 11 18 47 28 147 YOK

TolulzmH3 11 18 47 28 147 YOK
TurciTahtaH1 11 18 47 28 147 YOK
TurciTahtaH2 11 18 47 28 147 YOK
TurciTahtaH3 11 18 47 28 147 YOK

UcariAntH1 11 18 47 28 147 YOK

UcariAntH2 11 18 47 28 147 YOK

UcalmeH1 11 18 a7 28 147 YOK

UcalmeH2 11 18 47 28 147 YOK
UcariDavrazH1 11 18 47 28 147 YOK

UludaghensisH1 11 18 47 28 147 YOK
BoluaSSV 11 18 47 28 145 25
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Cizelge 4.2. igerisinde karsilastirmalar yapildiginda, Heliks I, Heliks 1A, Heliks
Il ve Heliks I1A’nin igerdikleri baz sayisinin, Anterastes cinsinin tiim tiirlerinde ve dis
grup olan Bolua turkiyae tiiriinde tamamiyle korundugu gorilmistir. Heliks | 11,
Heliks IA 18, Heliks Il 47 ve Heliks IIA 28 baz uzunluguna sahiptir. Heliks III ise
Anterastes antecessor tiiriinlin Akdag populasyonunun tiim haplotipleri, Anterastes
disparalatus ve dis grup olan Bolua turkiyae tiirlerinde 145, diger tiim haplotiplerde ise
147 baz uzunluguna sahiptir. Heliks IV ise sadece yesil renk ile verilmis olan Bolua
turkiyae, Anterastes disparalatus ve Anterastes serbicus tiiriiniin iki haplotipinde
(SerbBulgH1, SerbBulgH2) belirlemistir ve sirast ile 25, 18, 15 ve 22 baz uzunluguna
sahiptir.

4SALE {izerinden Clustal W ile hizalanmis primer ve sekonder yap1 dizilerini
iceren .fas dosyasi acilmis ve cins igerisindeki varyasyonlarin konumuna bakilmistir.
Hesaplamalar sonucunda Anterastes cinsi igerisinde Heliks I, Heliks Il, Heliks 1A ve
heliks III’te herhangi bir varyasyon tespit edilmemistir. Heliks IA katlanma bolgesinde
(20. pozisyonda) ise Anterastes disparalatus tiiriinde tespit edilen bir varyasyonel
pozisyon (insersiyon - A) disinda herhangi bir varyasyon bulunmamaktadir.

4.3. Filogenetik Analizler

Filogenetik analizlerde kullanilacak olan dis grubun secilmesi icin ikili uzaklik
(pairwise distance) analizi yapilarak, Anterastes cinsine ait her bir haplotip ve aday dis
gruplar arasindaki ikili uzaklik degerlerine bakilmistir. Anadolua schwarzi ve Bolua
turkiyae tiirlerine ait birer haplotip dis grup adayr olarak uzaklik testlerine tabi
tutulmustur. Uzaklik testleri Anadolua schwarzi igin 0.071 — 0.075 ve Bolua turkiyae
tirti i¢in 0.073 — 0.085 minimum ve maksimum uzaklik degerleri vermistir. Bu
karsilagtirmalar sonucunda, Anterastes cinsi haplotipleri arasi uzakliktan fazla degerlere
sahip ve Anterastes cinsine en uygun uzaklikta olan Bolua turkiyae tiirii filogenetik
analizlerde kullanilmak tizere dis grup olarak secilmistir.

Anterastes cinsinin soyhatlar1 arasindaki iligkilerin anlasilmasi i¢in, her bir
haplotipe ait ITS2 primer ve sekonder dizilerini i¢eren veri dosyalar1 kullanilmigtir. R
3.4.3 (R Development Core Team, 2008) programi kullanilarak, Maximum Likelihood
ve Bootstrap Maximum Likelihood agaglarinin iirettigi filogenetik Sekil 4.5.’te ve Sekil
4.6’da verilmistir. Tim filogenetik agaglar tizerinde %50’nin {izerinde olan bootstrap
giivenirlilik degerleri gosterilmektedir. Elde edilen maksimum olasilik agacinda disg
grup olan Bolua turkiyae (BoluaSSV) ilk ve A. disparalatus (DispKartH1) ise ikinci
olarak dallanmis ve kalan haplotipler bir filogrup olusturmuslardir. Bu son grup
igerisinde A. antecessor tiiriine ait altt haplotip (AnteAkdagH1, AnteAkdagH2,
AnteAkdagH3, AnteAkdagH4, AnteAkdagH5, AnteAkdagH6) bir filogrup olusturur ve
digerlerine kardes grup olarak yer alir. Sonraki basamakta biri A. davrazensis ve digeri
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A. uludaghensis tiiriine ait iki haplotipin (DavrazensisH1, UludaghensisH1) olusturdugu
filogrup kalan 48 haplotipin olusturdugu filogruba kardes grup olusturacak sekilde yer
alir. Veri seti bu son grup igerisindeki haplotiplerini arasindaki filogenetik iliski
¢coziimlenememistir. Ancak igeride diisiik destek alan bazi filogruplar vardir. Bunlardan
biri A. antitauricus tiiriiniin Afyon, Sandikli — Suhut populasyonuna ait 7 haplotipin
(AntiSuhutH1, AntiSuhutH2, AntiSuhutH3, AntiSuhut4, AntiSuhutH5, AntiSuhutH6,
AntiSuhutH7), ikincisi A. tolunayi tiiriiniin izmir-Bozdag populasyonuna ait 3
haplotipin (TolulzmH1, TolulzmH2, TolulzmH3) ve tgiinciisii A.serbicus tiiriine ait iKi
haplotipin (SerbBulgH1, SerbBulgH2) olusturdugu filogruplardir. Bu ii¢ filogrubun
diigtimleri %50°nin iizerinde bir bootsrap destegi almiglardir. Diger tiim haplotipler ise
agaglar lizerinde politomik olarak konumlanmustir.

ITS2 verisinin filogenetik ¢oziiniirliigiinii kapsamli bir sekilde ortaya koymak
amaciyla, birlestirilmis sekonder yap1 veri matriksiyle olusturulan maksimum olasilik
(maximum likelihood) analizinin yani sira yalnizca lineer dizi ile de filogenetik analiz
yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda se¢ — bagla (bootstrap) giivenilirlik degerlerini
tastyan maksimum olasilik (maximum likelihood) agaci elde edilmistir (Sekil 4.6.). Elde
edilen aga¢ incelendiginde, dis grup (BoluaSSV — Bolua turkiyae), bazal olarak dallanir
ve tiim Anterastes tiirlerinin monofiletik bir grup olusturur. Cins igerisinde sekonder
yap1 agacinin Anterastes disparalatus tiirtiniin (DispKartH1) diger tiim haplotiplere
kardes grup olacak sekilde konumlandig1 ve Anterastes antecessor tiiriiniin alt1 haplotipi
(AnteAkdagH1, AnteAkdagH2, AnteAkdagH3, AnteAkdagH4, AnteAkdagH5,
AnteAkdagH6) ile birlikte diger haplotiplerden ayr1 bir monofiletik grup olusturduklar
belirlenmistir. Agag tizerinde bir sonraki basamaga ilerlendiginde, Anterastes
uludaghensis ve Anterastes davrazensis tiirlerinin 100 bootstrap degeriyle monofiletik,
geriye kalan haplotipleri i¢in bir kardes grup (sister group) olusturdugu goriilmektedir.
Agacin diger nodlarina bakildiginda ise, geriye kalan haplotipler arasindaki filogenetik
iliskinin ¢oziilemedigi, politomik dallanmalar olustugu ve olusan dallarin da ya
bootstrap destegi almadig1 ya da diisiik degerler aldiklar1 goriilmektedir. Bu politomik
grup igerisinde yalnizca Anterastes serbicus tiiriiniin haplotipleri (SerbBulgHI,
SerbBulgH2) ve Anterastes tolunayi tiiriiniin haplotipleri (TolulzmH1, TolulzmH?2,
TolulzmH3) arasindaki filogenetik iliskinin, tam olarak c¢ozildiigli saptanmistir.
Anterastes antitauricus tiiriiniin Afyon — Suhut populasyonuna ait tiim haplotiplerinin
ise sekonder yapi verisi kullanilarak elde edilen agacin aksine monofiletik grup
olusturmamiglardir. Elde edilen bu filogenetik agaclar yolu ile ITS2’nin lineer ve
sekonder yapisinin filogenetik bilgi vericiligi degerlendirilmistir.
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Sekil 4.5. ITS2 sekonder yapilar kullanilarak hazirlanan ve se¢ bagla giivenilirlik degerlerini gosteren ML agaci.
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Sekil 4.6. Lineer ITS2 verisi kullanilarak hazirlanan ve se¢ bagla giivenirlik degerlerini gésteren ML agaci.
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4.4. Telafi Edici Baz Degisimleri (TBD/CBC)

PAUP programi iizerinden elde edilen apomorfi listesi igerisinde her bir nod ve
bu nodlarin kapsadig1 tiirlerde gergeklesen baz degisimleri verilmistir. Bu liste
icerisinde her bir nod icin verilmis olan apormorfiler, yine her bir nodun gosterdigi
tirler i¢cin TBD’lerin belirlenmesi amaciyla 4SALE programi {izerinden kontrol
edilmistir. Yapilan kontroller sonucunda Anterastes cinsi igerisinde herhangi bir
TBD‘ye rastlanilamamistir. Anterastes uludaghensis ve Anterastes davrazensis
tiirlerinde 268. baz pozisyonunda C ==> T (U)’ye bir donilisiim oldugu gorilmiis ve
sekonder yapi iizerinden gergeklestirilen kontrol sonucunda atasal populasyonun bu
pozisyonda G — C eslesmesi yaptig1 ancak bu iki tiiriin ilgili baz pozisyonunda G-U
eslesmesi yaptigi belirlenmistir (Sekil 4.7.). Zincirin tek tarafinda gerceklesen bu
dontisgim yar1 — TBD (hemi — CBC) olarak tanimlanmistir. Her bir haplotip i¢in
katlanma bolgesinde gergeklesen degisim diger haplotiplerde katlanma bolgesinde degil
ise veya boyle bir degisim bulunmuyorsa bu tiir degisimler TBD olmayan degisim
olarak belirlenmistir. Anterastes cinsi icerisinde gergeklesen toplam 4 pozisyondaki
degisim TBD olmayan degisim (non — CBC) olarak tanimlanmustir.

o e e T
e IR — B P v < g~ e o S I P
el PR~ PR -~ R~ e i~ B
B W e ol
DavrazensisH1 [N EREEEENPINS IR BN I (A Lol o Wb Calb Gt talblab by - ) b Wl i
crucarionns | ) 1) WEwR ehudedoda . Aehelodbolods eldadada
cisemsi L) T bbb el b boic b TN TR TW TR
) dadidadd « 4 st tlutalhbidtiadutalitai FWERTWEW , [fWi

Sekil 4.7. Yar1 -TBD 4SALE ekran goriintiisti.
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5. TARTISMA

Orthoptera takimi altiiiyeliler (Hexapoda) altsubesinin en fazla tiir igeren altinci
takimi1 olmasina (Brusca ve Brusca 2003) ve ¢ok sayida ¢alismada kullanilan gruplardan
biri olmasina karsin bir barkod geni olarak onerilen ITS2 geni sekonder yapisina iliskin
sadece bir calisma mevcuttur (Ullrich vd. 2010). Bu tez c¢alismasi ile Orthoptera
takimindan ikinci bir temsilci grup caligilarak ITS2 geninin taksonomik ve filogenetik
bilgi vericiligi irdelenmistir. Elde edilen veriler ve bu verilere uygulanan analizlerin
ortaya ¢ikardiklart dort ayri yoniiyle degerlendirilebilir: (i) ITS2 geni lineer dizi
ozellikleri, (ii) ITS2 geninin sekonder yapisi, (iii) 1TS2 geninin filogenetik bilgi
vericiligi ve (iv) ITS2 geni TBD ile barkod potansiyeli. Veriler asagida bu yonleri ile
ele alinmstir.

5.1. ITS2 Lineer Dizi Ozellikleri

Ensifera (uzun antenli diiz kanatlilar) alttakimi igerisinde bulunan Anterastes
(Orthoptera, Tettigoniidae) cinsi iiyelerinin ITS2 lineer ve sekonder yapisi iizerine
yapilmis ¢alismalar bu baglamda oldukga sinirlidir. Orthoptera takimi tiyelerinin ITS2
yapisi Uzerine yalmizca Ullrich vd. (2010) Poecilimon (Orthoptera, Tettigoniidae,
Phaneropterinae, Barbitistini) cinsi igerisinde yer alan 140 c¢ali ¢ekirgesi tiiriinde
yaptiklar1 ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢alismada Poecilimon tiirlerine ait ITS2 uzunlugu
~167 baz olarak belirlenmistir (Ullrich 2010). Orthoptera igerisinde yer alan,
Poecilimon ve Anterastes cinsine ait ITS2 uzunluklar1 bu g¢alisma temel alinarak
kiyaslandiginda, Anterastes cinsi iiyelerinin 268 — 278 baz uzunluklari ile Poecilimon
cinsinden ¢ok daha uzun bir ITS2 dizisine sahip oldugu goriilmektedir. Hexapoda
tiyelerinde yapilmis diger ITS2 caligmalarina bakildiginda ise ITS2 baz uzunlugu
degerlerinin farkli takimlar hatta farkli aileler ve cinsler icerisinde dahi oldukca
varyasyonel oldugu goriilmektedir (Cizelge 5.1). Canlilar alemi igerisinde ITS2 baz
uzunluklan karsilastirildiginda ise; 2010 yilina kadar iiretilen ITS2 verileri ile (50,790
bitki ve 12,221 hayvan tiri i¢in) yapilan bir ¢aligmaya gore (Yao vd. 2010) ITS2
uzunlugu dikotiller ve yosunlar i¢in 100 — 700 baz, monokotiller, gymnospermler ve
egrelti otlar1 igin 100 — 480 baz uzunlugunda bulunmustur. Dikotiller, monokaotiller,
gymnospermler, egrelti otlar1 ve yosunlarin ortalama ITS2 uzunluklar1 degerleri ise
sirastyla 221, 236, 240, 224 ve 260 olarak belirlenmistir. Hayvanlar dikkate alindiginda
ITS2 uzunluklarmin 100 — 1209 baz araliginda (agirlikli olarak 195 — 510 bg araliginda)
oldugu ve ortalama degerinin 306 baz uzunlugunda oldugu tespit edilmistir (Yao vd.
2010; Oh vd. 2013; Paredes-Esquivel ve Townson 2014). Ancak giiniimiiz ¢aligmalarina
bakildiginda ITS2 maksimum uzunluk st 2052 baz uzunluguna Kkadar
cikabilmektedir (Oh vd. 2013). Bu degerlere bakildiginda, Anterastes cinsi iiyelerinin
bitki tiirlerinin ITS2 bodlgesinden daha fazla baza sahip oldugu ancak hayvan tiirleri
igerisinde ortalama degerin altinda oldugu belirlenmistir. Dikotiller, monokotiller,
gymnospermler, egrelti otlari, yosunlar ve hayvanlara ait ITS2 dizilerinin GC
oranlarinin ortalamasi ele alindiginda, sirast ile % 59.4, % 61.3, % 62.9, % 55.5, %
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64.7 ve % 48.3 degerlerine sahip olduklari bulunmustur (Yao vd. 2010). Anterastes
cinsinin yalanci genlerin belirlenmesi igin saptanan ortalama GC % 60.58 degeriyle

hayvanlar alemi ortalamasinin Gstiindedir.

Cizelge 5.1. Baz1 Hexapoda tiyelerinde ITS2 baz uzunluklari.

Takim Aile _I LTI Kaynak
(bp)
Diptera Culicidae Aedes sp. 190-376 Wesson vd. 1992
2:;?&2%?;‘32 251 Wesson vd. 1992
Anopheles maculipennis 280 Marinucci vd. 1999
Anopheles sp. 300 - 1783 Beebe vd. 1999
Anopheles sacharovi 300 Marinucci vd. 1999
Anopheles rivulorum 380 Hackett vd. 2000
Anopheles barbirostris 1545-1730 Pa[;eg\?;r;gr?gi(;/fjlve
Anopheles campestris 1519 Pafl_eg\ffr;fosr?gi(\)ﬂ ve
Anopheles vanderwulpi 1727-1733 Pa$§$§;ﬁ%ﬂ ve
Anopheles stephenis 466 Alam vd. 2008
Psychodidae Phlebotomus grup 241-291 Muccio vd. 2000
Simuliidae Simulium inthanonense 247 Thanwisai vd. 2006
Drosophila sp. 320-429 Young ve Coleman 2004
Simulium choochotei 308 Thanwisai vd. 2006
Hymenoptera Apidae Bombus ignitus 2034 - 2052 Hyung Keun Oh vd. 2013
Bombus ardens 1971 - 1984 Hyung Keun Oh vd. 2009
Melipona beecheii 1728 De la Rua vd. 2007
Melipona yucatanica 1789 De la Rua vd. 2007
Agaonidae Galoglychia grup 346-554 Erasmus vd. 2007
Formicidae Strumigenys spp. 659 - 945 Hung vd. 2004
Ichneumonidae Diadegma grup 613-700 Wagener vd. 2006
Trichogrammatidae Trichogramma sp. 416-420 Stouthamer vd. 2000
Tenthredinidae Tenthredopsis sp. 474-603 Budak vd. 2016
Coleoptera Chrysomelidae Timarcha 486 - 574 Gomez-Zurita vd. 2000
Siphonaptera Pulicidae Ctenocephalides felis 500 Vobis vd. 2004
Odonata Calopterygidae Calopteryx grup 211-212 Weekers vd. 2001
Orthoptera Tettigonidae Poecilimon sp. ~167 Ullrich vd. 2010
Tettigonidae Anadolua schwarzi 272 Ciplak vd. 2015
Tettigonidae Bolua turkiyae 277 TEZ
Tettigonidae Anterastes sp 267 - 278 TEZ
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5.2. ITS2 Bolgesinin Sekonder Yapisi

Anterastes cinsine ait olas1 ITS2 sekonder yapisina bakildiginda tiim tiirlere ait
haplotiplerin sekonder yapisinin, mayalarla yapilan ITS2 ¢alismalarinda ortaya ¢ikarilan
temel yapilardan biri olan ve merkezi bir halka ve etrafinda dagilan helikslerle
tanimlanan “ring” tipi (Joseph vd. 1999; Schultz vd. 2005; Coleman 2007) ile ortiistiigii
goriilmektedir. Okaryotlarda ITS2 sekonder yapilar1 i¢in tanimlanmis bir diger model
olan “hairpin” modeli ise Anterastes cinsi igerisinde tespit edilmemistir. Tiim Anterastes
haplotiplerinde merkezi bir halka ve etrafinda dagilan ¢ veya dort heliks
bulunmaktadir. Bir diger Orthoptera cinsi olan Poecilimon (Tettigoniidae, Barbitistini)
tirlerinde (toplam 140 tiir) yapilan ¢alismada, daha onceki galismalarla belirlenmis her
iki ana konformasyonel yapiin da (ring ve hairpin modelleri, Yeh ve Lee 1990; Joseph
vd. 1999; Cote vd. 2002) bu tiirler igin bulundugu rapor edilmistir (Ullrich vd. 2010).

Okaryotlarda ITS2 sekonder yapisi, tipik olarak 4 heliksli bir yapiya sahiptir
ancak, heliks sayis1 farkliliklar gosterebilmektedir (Coleman 2007). Heliksler igerisinde
yalnizca Heliks Il ve Heliks III, tim canli gruplar i¢in ortaktir ve tipik baz dizilim
motifleri ile tanmimlanabilir (Coleman 2007). Distal bdolgede pirimidin-pirimidin
kabarikligi (bulge) igeren Heliks II, bu &zelliginden dolay: tipik silli ITS2 sekonder
yapisinda ilk olarak tanimlanan helikstir (Coleman 2005, 2007). Heliks Il ise 5* ucunda
(Y)GG(Y) korunumlu motifini igermesi, ayn1 zamanda da en korunumlu ve uzun heliks
yapisina sahip olmasi ile tanimlanilabilir (Coleman 2007, 2015; Schultz vd. 2005). Bazi
canli gruplari, 6zellikle de bocekler igerisinde heliks II ve heliks IIT arasinda Heliks 11A
olarak tanimlanan bir heliks bulunmaktadir (Coleman 2007).

Anterastes tiirlerinin olas1 sekonder yapisina bakildiginda Heliks I, Heliks IA,
Heliks II, Heliks I1A, Heliks III ve bazi tiirlerde Heliks IV (Anterastes disparalatus ve
Anterastes serbicus tiirlerinde) yapisinin oldugu goriilmektedir. Anterastes tiirleri
icerisinde Okaryotlar icin bildirilen genel yapinin yani sira Heliks I ve Heliks II arasinda
yer alan 18 bazdan olusan Heliks IA yapisi tanimlanmigtir. Okaryotlarda Heliks I’in
herhangi bir dallanmaya sahip olmadig: (non — dichotomous) diistiniilmektedir (Caisova
ve Melkonian 2014). Anterastes cinsi tiirleri ve Bolua turkiyae tiirinde Heliks I ve
Heliks IA herhangi bir dallanmaya sahip degildir. Bu 6zelligi ile dkaryotlar i¢inde bir
sapma gostermemektedir.

Heliks II iizerinde tiim canli tiirleri i¢in ortak olarak tanimlanmis olan pirimidin
— pirimidin kabarikligi ve U — U yanlis eslesmesi (U-U mismatch) tanimlanmstir.
Coleman (2007) tarafindan belirlenmis olan ve boceklerde yaygin olarak bulunan Heliks
1A yapisi, tiim Anterastes tiirlerinde ve dis grup olan Bolua cinsinde Heliks Il ve Heliks
III arasinda tespit edilmistir. Heliks II ve Heliks III arasinda yer alan ancak katlanmaya
katilmayan tek zincirli boélgelerin tiim canli gruplarinda piirinlerce (A ve G) zengin
oldugu ve bu bolgenin primer dizi i¢erisindeki en korunumlu bolge oldugu bildirilmistir
(Coleman 2015). Anterastes cinsinin sekonder yapisina bakildiginda bu bélgelerin %83
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oraninda piirinlerden olustugu ve dizi igerisinde tamamiyle korunmus oldugu
goriilmiistiir. Bu acgidan Anterastes cinsinin sekonder yapist literatiir bilgisi ile
ortiismektedir.

Tiim helikslerin uzunluklarina bakildiginda heliks | 11 baz, Heliks 1A 18 baz,
Heliks 11 47 baz, Heliks I1A 28 baz, Heliks 11l 145 — 147 baz ve Heliks IV olan A.
disparalatus tiiriinde 18 baz, A.serbicus tiirtinde ise 15 -22 baz uzunluguna sahiptir. Bu
bilgiler 1s18inda heliks IIA’nin hemen ardindan gelen Heliks III, Anterastes ve Bolua
cinsleri i¢in de literatiirde belirtildigi gibi en uzun heliks olma 6zelligini korumaktadir.
Ayn1 zamanda tiim Anterastes tiirleri ve Bolua turkiyae tiiriiniin ITS2 sekonder yapisina
bakildiginda Heliks III’tin UGGU korunmus motifini tagidiklar1 gériilmektedir. Ullrich
vd. (2010) yilinda Poecilimon tiirleriyle yapmis olduklar1 g¢alismada tiirlerin bir
kisminda bulduklar1 ring modeli yapisinda c¢ali ¢ekirgelerinin dort heliksli ve Heliks
I’nin distal kisminda yer alan korunmus motif olan pirimidin - pirimidin kabariklig1
iceren bir sekonder yapi ortaya konmustur. Ancak, Coleman’in (2007) 6nerdiginin
aksine, Ullrich vd. (2010) boceklerle 6zdeslesen ve Heliks Il ile en uzun heliks (Heliks
IIT) arasinda kalan, Heliks IIA adlandirmasinin yerine, bu heliks i¢in Heliks III
adlandirmasi yapilmistir. Bu nedenle en uzun olan ve 5’ ucunda UGGU korunmus
motifini tagiyan helikse Heliks IV ismi verilmistir. Bu nedenle korunmus UGGU
motifinin Heliks III {izerinde degil, Heliks IV’lin 5’ ucunda oldugu bildirilmistir. Canl
gruplarinda Heliks II disinda tiim helikslerde dallanma (branched) goriilebilecegi
bilinmektedir (Caisova ve Melkonian, 2014). Anterastes cinsi igerisinde yalnizca
Anterastes antitauricus tiiriiniin Afyon — Suhut populasyonunun dordiincii haplotipinde
(AntiSuhutH4), 14 baz uzunlugunda bir yan kol (side arm) yani dallanma
tanimlanmustir.

Anterastes cinsi igerisinde yalnizca A. disparalatus ve A. serbicus tiirlerinde dort
heliksli sekonder yap1 belirlenmistir. A. disparalatus tiiriinde 18 baz, A.serbicus tiiriiniin
birinci haplotipinde (SerbBulgH1) 15 baz ve A.serbicus tiiriiniin ikinci haplotipinde
(SerbBulgH2) 22 baz uzunlugundadir. Bu 6zelligiyle bu tiirler, dis grup olarak secilen
Bolua turkiyae’nin ITS2 sekonder yapisi ile benzerlik gostermektedir.

Heliks | ve Heliks IV tiim sekonder yap1 igerisinde en varyasyonel heliksler
oldugu ve tiir ve alttlir diizeyinde 6zgiilliik gosterdikleri kabul edilmektedir (Coleman
2007, 2015; Schultz 2005). Anterastes cinsi igerisinde Heliks I, Heliks Il, Heliks 1A ve
Heliks III’te herhangi bir varyasyon tespit edilmemistir. Heliks IA katlanma bolgesinde
(20. pozisyonda) ise Anterastes disparalatus tiiriinde tespit edilen bir varyasyonel
pozisyon (insersiyon - A) disinda herhangi bir varyasyon bulunmamaktadir. A.
disparalatus ve A. serbicus tiirlerinde belirlenmis olan Heliks IV yapisi, katlanma
bolgeleri ve bu bolgelerin yerlesimi baglaminda en varyasyonel heliks olarak goze
carpmaktadir.
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5.3. ITS2 Bolgesinin Filogenetik Coziiniirliigii

ITS2 bolgesinin filogenetik ¢oziiniirliigiiniin test edilmesi kapsaminda ITS lineer
ve sekonder yapilari ile maksimum olasilik agaglari elde edilmistir. Lineer dizi ile elde
edilen maksimum olasilik agaci igerisinde her bir nod i¢in hesaplanan bootstrap (seg-
bagla) degerlerinin (agag tizerinde 50 ve iizeri giivenilirlilik degerleri gosterilmistir),
sekonder yap1 veri matriksi ile olusturulan maksimum olasilik agaci degerlerinden daha
yiiksek oldugu goriilmektedir. Elde edilen agaglar arasindaki en belirgin fark, Anterastes
disparalatus tiiriiniin agaglar tizerindeki konumu olarak gbze g¢arpmaktadir. Anterastes
disparalatus tiiri lineer veri ile olusturulan maksimum olasilik agacinda tim
filogruplara kardes olarak konumlanirken, sekonder veri setiyle olusturulan maksimum
olasilik agacinda Anterastes antecessor tiiriiniin Antalya —Akdag populasyonunun ilk
altt  haplotipi (AnteAkdagH1, AnteAkdagH2, AnteAkdagH3, AnteAkdagH4,
AnteAkdagH5, AnteAkdagH®6) ile birlikte bir monofiletik grup olusturmus ve birlikte
diger tiim haplotiplere kardes filogrup olacak sekilde konumlanmislardir. Agaglar
tizerinde devam edildiginde siras1 ile lineer ve sekonder maksimum olasilik agaglari
biiyiik bir oranda benzerlik gostermektedir. Her iki filogenetik agacta da sirasi ile
Anterastes davrazensis ve Anterastes uludaghensis tiirleri, Anterastes serbicus tiiriiniin
tim haplotipleri (SerbBulgH1, SerbBulgH2) ve Anterastes tolunayi tiiriinin tiim
haplotipleri (TolulzmH1, TolulzmH2, TolulzmH3) kendi iglerinde monofiletik birer
grup olusturmuslardir. Lineer veri ile olusturulan agag lizerinde Anterastes antitauricus
tiiriiniin Afyon —Suhut populasyonuna ait haplotipleri olan AntiSuhutH1, AntiSuhutH2,
AntiSuhutH3, AntiSuhutH3, AntiSuhutH7 monofiletik bir grup olusturmustur. Ancak
sekonder yapr verisi ile elde edilen maksimum olasilik agacinda AntiSuhutH6 haplotipi
de yukarida sayilan haplotiplere eklenerek bir monofiletik grup olusturmustur. Tiim bu
ozelliklere bakildiginda, sekonder yap1 benzerlikleri ve farkliliklarinin tiir gruplarinin
agaclar tizerindeki konumunu zayif olarak etkiledigi goriilmektedir. Bu veriler 1s18inda
sekonder yapinin sagladigi ek filogenetik bilginin Anterastes cinsi igerisinde tiir
diizeyinde kararlar vermek i¢in kullanisl olmadig1 sdylenebilir.

Ciplak vd. 2015 tarafindan Anterastes cinsinden elde edilen ITS1 + 5.8S + ITS2
verisi kullanilarak yapilan ¢alismada, maksimum parsimoni, maksimum olasilik ve
bayesian filogenetik analizleri uygulanmistir. Bu niikleer genler, Anterastes serbicus ve
Anterastes babadaghi tir gruplarini belirlemede basarili olmustur ancak diisiik
varyasyon igermesi nedeniyle mitokondriyal belirteglere kiyasla daha az bilgi verici
olduklar1 tespit edilmistir. ITS1 + 5.8S + ITS2 niikleer genleri bu grup ig¢i filogenileri
cozmekte yetersiz kalmistir ve giivenilir olmayan kronogramlar olusturmustur (Ciplak
vd. 2015). Chobanov vd. 2016 g¢alismasinda bir diger Tettigoniidae iiyesi Isophya
cinsinin ITSI+ITS2 dizileri kullamilmis ve Bayesian analizi yapilmistir. Yapilan
filogenetik analizler sonucunda ITS1 ve ITS2 veri matrikslerinin filogenetik iliskileri
cozmekte basarisiz oldugu ve ayni populasyon igerisindeki Orneklerin dahi agag
icerisinde yanlis konumlandig1 goriilmiistiir. Ancak, niikleer gen filogenisinin morfo —
akustik tiirlerle uyumlu oldugu goriilmiistiir.
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Orthoptera, Tettigoniidae igerisinde ilk defa ITS2 sekonder yapisi ¢alisiimig olan
Poecilimon cinsi ile yapilan filogenetik analizlerde, cinsin iki konformasyonel (ring ve
hairpin) sekonder yapr icermesi sebebiyle farkli yapilara sahip olan tiirlerin
karsilagtirllamamasi sorunu ortaya ¢ikmistir. Ancak her iki farkli yapidan elde edilen
verilerin birbirleri ile ortiigmesi sonucu bu sorun ortadan kalkmistir (Ullrich vd. 2010).
Calismada ITS1 ve ITS2’ye ait sekonder yapr verileri ile 16S rRNA, tRNA-Val ve 12S
rRNA mitokondriyal genleri kullanilarak yapilan maksimum parsimoni analizleri
karsilastirilmistir. Niikleer genler (ITS1 ve ITS2) kullanilarak elde edilen agaglardaki
se¢ — bagla (bootstrap) degerlerinin mitokondriyal genlerle elde edilen degerlere gore
cok daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (> %94). Niikleer genlerin (ITS1 ve ITS2) ¢ok
derin ayrilmalar, tiir kiimeleri (clusters) ve kardes takson iliskilerini ¢6zmekte basarili
oldugu belirlenmistir. Calisma sonucunda taksona 6zgili sekonder yapilarin filogenetik
cikarimlarin gelistirilmesinde ve olusturulan agaglarin giivenirliligin arttirilmasinda
yardimci olacagi onerisine yer verilmektedir (Ullrich vd. 2010).

ITS2 lineer yapisi ile yapilan en kapsamli arastirmalardan bir tanesine
bakildiginda, tiir ve tiirler aras1 uzaklik degerleri kullanilarak yapilan BLAST1 analizi
ile 50790 bitki ve 12221 hayvan tiiriine ait ITS2 lineer yapisinin, tiirlerin ayrilmasinda
kullanilabilirliligi test edilmistir. Dikotiledonlar, monokotiledonlar, gymnospermler,
egrelti otlari, yosunlar ve hayvanlarda sirasi ile %76,1, %74,2, %67,1, %88,1, %77,4 ve
%91,7 oraninda tiirler basari ile birbirinden ayrilmistir. Calismada ayn1 zamanda 1TS2
sekonder yapisinin molekiiler morfolojik karakterler olarak ele alinmasi ve tiirlerin
tanimlanmasinda  kullanilmasinin  yapilan ¢aligmalarda bilgi verici olabilecegi
belirtilmistir (Yao vd. 2010).

Tiim bu caligmalarin aksine ITS2 lineer ve sekonder veri setleri ile yapilan
filogenetik analizlerin Anterastes cinsinin taksonomik sorunlarmi ¢ozmekte yetersiz
kaldig1 tespit edilmistir. Monofiletik yerlesim gosteren az sayida filogrubun disinda
kalan tiim haplotipler her iki agagta da politomik olarak konumlanmistir. Morfolojik tiir
teshisi ile hangi tiire ait olduklar1 belirlenemeyen ve cf eki ile belirtilmis
populasyonlarin tiir durumlar filogenetik agaclar lizerinden elde edilen bilgilerle
acikliga kavusturulamamigtir. ITS2’nin  hizli evrimlesen yapist sinapomorfik
karakterlerin dizi igerisine yerlesimine izin vermemis ve bu durum da Anterastes cinsi
icin ITS2 bolgesinin filogenetik bilgi vericiligini zayiflatmistir. Ciplak vd. (2015)
tarafindan uygulanan SYMETREE analizi bazal olarak ayrilan dallar sonrasinda A.
serbicus grubu + A. babadaghi filogrubunun atasal nodunda substitiisyon oraninda bir
sapma oldugunu gostermistir. Bu tez kapsaminda yapilan analizlerde ITS2 geninin
filogenetik Dbilgi vericiliginin 6zellikle bu iki grubun iginde diisiik bulunmasi
substitiisyon oraninda uyumludur ve bu asamadan sonra hizli bir ¢esitlenmeye isaret
olarak kabul edilebilir. Hizli degisim homolojilerin kayip edildigi seklinde
yorumlanabilir.
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5.4. Telafi Edici Baz Degisiklikleri Ekseninde ITS2 Barkod Potansiyeli

TBD c¢alismalarina bakildiginda Miiller vd. 2007 yilinda 945 bitki, 412 mantar
ve 16 hayvan tiirii ile TBD analizleri yapmis ve bu gruplar i¢erisinde sirasi ile 42, 29 ve
1 telafi edici baz degisimine rastlanmistir. TBD bulunduran tiirlerin %93 oraninda farkli
tiirlere ait oldugu belirlenmistir (Miiller vd. 2007).

Orthoptera, Tettigoniidae icerisinde TBD (CBC) varligiin tartisabilmesi yeterli
calisma bulunmamasi nedeniyle miimkiin degildir. Ancak Hexapoda igerisinde yer alan
canlilarla yapilan ¢alismalar mevcuttur. Bu gruplardan bir tanesi olan Tenthredopsis
(Tenthredinidae: Hymenoptera) cinsinde toplam 14 tiirii temsil eden 67 6rnekle yapilan
TBD analizi sonucunda Tenthredopsis monofilisini destekleyen toplam 18 telafi edici
baz degisikligi (TBD) bulunmustur. Toplam 67 6rnegin her biri Heliks III’iin korunmus
bolgesinde ortak TBD paylasmaktadir. Bu calisma Miiller vd. 2007 ¢alismasinin
Hymenoptera gruplar i¢in uygulanabilir oldugunu ancak daha fazla deneysel kanita
ihtiyag¢ oldugunu gostermektedir (Budak vd. 2016).

Orthoptera, Tettigoniidae igerisinde TBD analizi ilk defa bu tez c¢alismasi
kapsaminda yapilmistir. Ancak yapilan analizler sonucunda eseysel uyumsuzluga sebep
oldugu bilinen (Fabry vd. 1999; Coleman 2000, 2009; Miiller vd. 2007) telafi edici baz
degisikliklerine Anterastes cinsi igerisinde rastlanilamamistir. Anterastes uludaghensis
ve Anterastes davrazensis tirlerinde 268. baz pozisyonunda C ==> T (U)’ye bir
dontisiim oldugu goriilmiis ve zincirin tek tarafinda gergeklesen bu doniisiim yar1 —
TBD olarak tanimlanmigtir. Tespit edilen bu yari —TBD’nin tiir ve populasyon
diizeyinde bilgi verici olabilecegi bilinmektedir (Torres-Suarez 2014) ancak taksonomik
degerleri lizerine daha fazla calismaya gerek duyulmaktadir (Budak vd. 2016). TBD
olmamasi veya tiirlerle uyumlu baz kompozisyonlarina rastlanilmamasi ITS2 geninin
Anterastes cinsi ve olasilikla diger Tettigoniinae iiyelerinde barkod belirteci olarak
kullanilma potansiyelinin olmadigina isaret etmektedir.
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6. SONUCLAR

Bu tez caligmasi kapsaminda Phaneropterinae altfamilyasina ait Poecilimon cinsi
(Ullrich vd. 2010) disinda ilk defa, baska bir Orthoptera Tettigoniidae familyasina ait
olan Tettigoniinae altfamilyas1 cinsi olan Anterastes’de 1TS2 transkriptinin lineer ve
sekonder yapist ¢alisilmistir. Anterastes cinsi tiyelerinin ITS2 lineer dizisinin, Plantae
tiyeleri ITS2 bolgesinden daha fazla baz sayisina sahip oldugu ancak Animalia
igerisinde ortalama baz uzunlugunun altinda oldugu belirlenmistir. Anterastes 1TS2
lineer dizisi, 267- 278 baz uzunlugu ile Orthoptera takimi igerisinde belirlenmis en uzun
ITS2 dizisi olma 6zelligi tasimaktadir (Poecilimon cinsi i¢in 167 baz). Lineer dizi GC
oranlar1 kiyaslandiginda ise %60,58 orani ile Animalia ortalamasmin tizerinde bir
degere sahiptir.

Orthoptera takimimin ITS2 sekonder yapi g¢alismalari igerisinde, Poecilimon
cinsinin ring ve hairpin model olarak tanimlanan iki farkli konformasyonel sekonder
yapiya sahip oldugu bildirilmistir (Ullrich vd. 2010). Ancak Anterastes cinsi igerisinde
yalnizca ring model sekonder yapi gozlenmistir. Orthoptera, Tettigoniidae,
Tettigoniinae igerisinde bulunan Anterastes cinsi ITS2 sekonder yapilari ele alindiginda,
Okaryotlar i¢in temel olarak tanimlanmig dort heliksli (Coleman 2007) yapidan sapma
oldugu goriilmektedir. Anterastes cinsinin 13 tiirii ti¢ heliksli bir sekonder yapiya
sahipken, Anterastes disparalatus ve Anterastes serbicus tiirleri temel olarak
tanimlanmis dort heliksli yapiya sahiptir. Bu ¢alismanin en 6nemli bulgularindan biri
tiim canlilar arasinda ilk defa ITS2 sekonder yapisi igerisinde Heliks IA yapist varligt
tanimlanmistir. Buna ek olarak, bazi canli gruplart 6zellikle de Hexapoda igerisinde
varligi bilinen ve heliks 11 ile heliks III arasinda Heliks IIA olarak tanimlanan (Coleman
2007) heliksin varlig1 ise Orthoptera ‘da ilk defa tespit edilmistir.

ITS2 sekonder yapisi lizerinde heliks tanimlayict korunmus motiflerden, Heliks
II ig¢in tanimlanmig pirimidin — pirimidin uyusmazhgr veya U-U yanlis eslesmesi
Anterastes cinsi icerisindeki tiim haplotiplerde belirlenmistir. Ayn1 sekilde Heliks IIT’lin
5’ ucunda belirlenen UGGU korunmus dizisi tiim haplotiplerde tespit edilmistir.
Anterastes cinsinde Heliks 11l iizerinde UGGU korunmus motifi Orthoptera takimi igin
ilk defa tantmlanmistir. Heliks III, ITS2 sekonder yapisi igerisinde tanimlanmis en uzun
helikstir (Coleman 2007; Schultz vd. 2005). Anterastes cinsi sekonder yap1 heliksleri
karsilagtirildiginda 145 — 147 baz uzunluguna sahip Heliks III, heliksler icerisinde en
uzun heliks olma o6zelligine sahiptir. Anterastes cinsinin ITS2 sekonder yapisina ait
korunmus motifler ve heliks uzunluklarinmn literatiir verileri ile ortiistiigii ancak heliks
adlandirmalarinin farkli yapilmasi sebebiyle Orthoptera: Tettigoniidae icerisinde yer
alan Poecilimon cinsi sekonder yapisindan farkli oldugu saptanmistir. Bu nedenle tiir
diizeyinde olmasa da cins diizeyinde taksonlarin simirlarim1 ¢izmede kullanigh bir
belirte¢ olma potansiyeli vardir. Bu potansiyel arastirilmayr beklemektedir.

Tiim heliksler icerisinde Heliks I ve IV’lin en degisken heliksler oldugu ve tiir
diizeyinde 6zgiin bilgi icerecegi savunulmustur (Coleman 2009). Ancak, Anterastes
cinsi ITS2 sekonder yap1 helikslerine bakildiginda Heliks I, Heliks Il, Heliks 1lA ve
Heliks 111°te herhangi bir varyasyon tespit edilememistir. Heliks IV yalnizca Anterastes
disparalatus ve Anterastes serbicus iizerinde tanimlanmigsa da, Heliks IV’{in bu tiirlerin
haplotipleri arasinda yerlesiminin dahi birbirinden farkli oldugu belirlenmistir. Bu

46



SONUCLAR 0. ULUAR

baglamda elde edilen helikslerin sahip oldugu varyasyon oranlarina dair literatiir bilgisi
ile tez ¢alismasi sonucunda elde edilen veriler kismi olarak ortiismektedir.

COI bolgesine ek bir barkod bolgesi olarak, ITS2 lineer ve sekonder yap1 verileri
kullanilarak yapilan filogenetik analizlerin tiir sinirlariin belirlenmesi ve tiir i¢i - tiirler
arasi filogenetik iliskilerin ¢oziimlenmesinde yararli olabilecegi bilinmektedir (Yao vd.
2010). Ancak, Anterastes cinsi ITS2 lineer yapilarinin olduk¢a kisa ve korunumlu
(%83,35) olmalar1 nedeniyle ITS2 ile yapilan filogenetik analizler, tiir ve tiirler arasi
iliskiler ¢ozlilmesinde yetersiz kalmistir. Sekonder yapi lineer dizinin barindirdigina ek
bir filogenetik bilgi saglamamistir. Elde edilen veriler TBD tiir kavrami g¢ergevesinde
degerlendirildiginde ise Anterastes cinsi igerisinde herhangi bir telafi edici baz
degisikligine rastlanilamamasi nedeniyle, TBD tiir kavraminin Anterastes igin
uygulanamayacagi sonucuna varilmigtir. Poecilimon cinsine iliskin veriler (Ullrich vd.
2010) TBD agisindan degerlendirilmemistir. Ancak, simdiki veriler 1s18inda TBD tiir
kavramimin Tettigoniidae ve de Orthoptera ig¢in de gecgerli olabilecegine isaret
etmektedir.
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