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OZET

Poecilimon luschani ve Isophya major
(ORTHOPTERA, TETTIGONIIDAE) TURLERINDE TOTAL
MITOKONDRIYAL GENOM KARAKTERIZASYONU

Pembe Nur OZTURK
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dal
Damisman: Prof. Dr. Battal CIPLAK
Haziran 2018; 77 sayfa

Son 20 yilda mitokondriyal genom (mt-genom) dizileri molekiiler evrim, populasyon
genetidi, filogenetik, filocografik ve benzeri alanlarda kullanilan baglica veri
kaynaklarindan biri olmustur. Orthoptera takimina ait 30.000 kadar tiirden simdilik
sadece 149’unun total mt-genom dizileri belirlenmis ve mt-genom karakterizasyonlari
yapilmistir. Bu calisma kapsaminda Phaneropterinae (Orhoptera) familyasini temsilen
iki tlirin mt-genom verisi yeni nesil dizileme yaklagimlar1 ile {retilmis ve
biyoinformatik yaklasimlar altinda karsilastilirmali olarak karakterize edilmistir. Mt-
genom uzunluklar1 Isophya major tiiriinde 15.724 ve Poecilimon luschani tiirtinde
15.568 baz ¢ifti olarak belirlenmistir. Bu iki tiirde tipik dkaryot mt-genomunda oldugu
gibi 13 protein kodlayan gen, 2 rRNA geni, 22 tRNA geni ve bir AT ce zengin
bolgeden olusmaktadir. Her iki tiirde de 37 geninin yerlesimi atasal bocek mt-genomu
olarak kabul edilen Pancrustaceae mt-genomuyla birebir aynidir. Farkli olarak 1. major
tiirinde trnR ve trnN tRNA genleri arasinda 183 bg¢ uzunlugunda kodlama yapmayan bir
bolge belirlenmis olup bu bolgede ardisik iki ¢ift tekrarli motif géstermektedir. Protein
kodlayan genlerde AT/GC orani yilizde olarak |. major tiiriinde 65,4 / 34,6 ve P.
luschani tiiriinde ise 68,4/31,6 olarak bulunmustur. Bu veriler 1s18inda su sonuglara
vartlmistir: (i) Bu iki tiiriin mt-genomunun uzunluk ve gen sayist bakimindan tipik ¢ok
hiicreli mt-genomu karakteristiklerini gosterir, (ii) Barbitistini tribusunu temsil eden bu
iki tiirde atasal gen yerlesimi korunmustur, (iii) bu gen yerlesiminin Phaneropterinae
altfamilyasinin tamamu igin gegerli degildir, (iv) her iki tir AT agirlikli bir genoma
sahiptir ve (v) I|. major tiirinde saptanan 183 baz c¢ifti uzunlugundaki kodlama
yapmayan bolge mt-genom replikasyonu sirasinda olusan hatalar sonucu olusmus
olabilir veya trankspsiyon baslama bdolgesi i¢eriyordur.

ANAHTAR KELIMELER: Barbitistini, Isophya major, Orthoptera, Phaneropterinae,
Poecilimon luschani, yeni nesil dizileme, total mitokondriyal genom
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ABSTRACT

TOTAL MITOCHONDRIAL GENOME CHARACTERISTICS IN Poecilimon
luschani and Isophya major (ORTHOPTERA, TETTIGONIIDA)

Pembe Nur OZTURK
MSc Thesis in Biology
Supervisor: Prof.Dr. Battal CIPLAK
June 2018; 77 pages

Over the last 20 years, sequences of the mitochondrial genome have been one of the
main sources of data used in molecular evolution, population genetics, phylogenetic and
other similar fields. Of the 30.000 species belonging to the Orthoptera order, only mt-
genomes of 149 have been sequenced and characterized. In this study, mt-genome of
two species representing the subfamily of Phaneropterinae (Orthoptera, Tettigoniidae)
were sequenced via the next generation sequencing and characterized comparatively
using bioinformatics approaches. Mt-genome lengths were 15.724 and 15.568 base pairs
in Isophya major and Poecilimon luschani respectively. The mt-genomes of both
species are composed of 13 protein coding, 2 rRNA and 22 tRNA genes and an AT-rich
region as the typical for other eukaryotes. The location of 37 genes in both species is
identical to the Pantrustaceae mt-genome, which is regarded as the ancestral insect mt-
genome. Different than the other a 183 base pair long non-coding region located
between trnR and trnN genes was identified in I. major, and this region displays a
double consecutively repeating motif. In the protein coding genes the AT/GC ratios
were found to be 65,4/34,6 and 68,4/31,6 in in I. major and P. luschani respectively. In
the light of these data following conclusions were made: (i) These two species show the
typical multicellular mt-genome characteristics in terms of length and number of genes
in the mt-genome, (ii) The ancestral gene locations are conserved in these two species
which representing the tribe Barbitistini, (iii) this gene arrangement is different that
gene locations in some other lineages in Phaneropterinae subfamily, (iv) both species
have an AT-rich genome, and (v) The non-coding region of the 183 base pair length
detected in I. major species may have been generated during mt-genomic replication or
contain the transcription initiation region.

KEYWORDS: Barbitistini, Isophya major, Orthoptera, next generation sequencing,
Phaneropterinae, Poecilimon luschani, total mitochondrial genome
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ONSOZ

Tiirler arasindaki evrimsel iliskinin tespit edilmesinde mitokondri genomunun
kullanimi  1980’lerde baglamistir ve halen yaygin olarak kullanilmaya devam
etmektedir. Mitokondri genomu anasal kalittim ile aktarildigindan canlinin atasal
gecmisi hakkinda bilgiler vermektedir. Bu 6zelliginden dolayr molekiiler evrim,
populasyon genetigi, filogenetik ve benzeri alanlarda baglica veri kaynagi olmustur.
Caligmada {iretilen verilerle hem genel hem de Orthoptera i¢in evrimsel biyoloji,
mitokondri genom yapilanmasi ve evrimi, fonksiyonel genomik ve taksonomi
disiplinlerine evrensel dilizeyde bilimsel diizeyde faydali veriler iiretilmesi
amaclanmistir. Bu diisiince ile basladigimiz ¢alismada Anadolu’ya endemik olan
Phaneropterinae altfamilyasinin iki temsilci tiirli olarak Poecilimon luschani ile Isophya
major tiirlerinin mitokondri genomlar1 ¢aligilarak deginilen beklentileri karsilayabilecek
verilerin edinilebilmesi amaclanmistir.

Lisans ve lisansiistii yasamim boyunca iizerimde emegi gecen, her asamasinda
destegini esirgemeyen, bilgi ve tecriibeleriyle bana yol gosteren danigmanim PROF.
DR. BATTAL CIPLAK basta olmak iizere degerli hocam YRD. DOC. DR SARP
KAYA’ ya hersey icin ¢ok tesekkiir ederim.

Tez siiresince yardimimi esirgemeyen MEVBIL ekip arkadaslarrm UGUR
KARSI, OZGUL YAHYAOGLU ve ONUR ULUAR’a, c¢alisma sirasinda
desteklerinden dolayi MURAT GULER, OZGUL DOGAN ve MESUT CIiHAN
AYDEMIR e tesekkiir ederim.

Lisansiistii 0grenim slirecinde tanmistigim ve destek olmaktan kac¢inmayan,
varligiyla huzur veren arkadaslarim SELAMET TURAY ve OZLEM SIVRI’ ye, tiim
zorluklari ve mutluluklari paylastigim SAHIN BAL’a ¢ok tesekkiir ederim.

Son olarak hayatimin her aninda oldugu gibi bu siirecte de arkamda olan ve
desteklerini esirgemeyen sevgili annem HITOMI TAKENO basta olmak iizere babam
ERCUMENT OZTURK ve tiim aileme tesekkiir ederim.

Bu tez calismasi, yiireginin sevgiyle dolu oldugunu bildigim, hayatimdaki
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1. GIRIS
1.1. Mitokondri Organeli

Hiicrede 6nemli bir isleve sahip olan mitokondri ilk olarak Altmann tarafindan
tanimlanmistir (Altmann 1890). Mitokondri organeli ilk olarak karaciger hiicrelerinden
izole edilmistir (Bensley ve Hoerr 1934). Isik mikroskobunun gelismesiyle mitokondri
organeli incelendiginde graniiller ve iplikler seklinde oldugu goriilmiis ve bu organele
1898 yilinda Benda mitokondri adin1 vermistir. Yunancada; mitos: iplik, chondrion:
graniil anlamina gelmektedir (Karol 2000). Mitokondri hemen hemen biitlin 6karyotik
canli hiicrelerinde bulunur. Bazi hiicreler tek ve biiyiik bir mitokondri igermesine
ragmen bazi hiicrelerdeki mitokondri sayist ylizlerce olabilmektedir. Bu organel
yaklasik olarak 1-10um kadardir. Mitokondri iki zarla g¢evrili olup, bu zarlarin her biri
cift kath lipid ve kendine 0zgii proteinlere sahiptir. Dis zar diiz olup, i¢ zar krista
denilen kivrimlar igermektedir. I¢ zar mitokondri igini iki bolmeye ayirmaktadir. Bunlar
zarlar-aras1 bolge ve mitokondri matriksidir. Matriks, ¢esitli enzimleri, mitokondri
DNA’sin1 ve ribozomlari icermektedir. Kristalar ise mitokondri i¢ zarinin yiizey alanim
arttirarak, hiicre solunumunun verimini yiikseltir (Campbell 2001). Mitokondri zarlar
arasinda bulunan bolgede ATP enerji iiretimini, i¢ zarla cevrelenen matriks ise
mitokondri i¢ine ve disina verimli bir sekilde aktarilmasi i¢in gerekli olan
elektrokimyasal proton gradiyentini olusturur (Chandel 2014).

ATP Sentez
Partikdlleri

Zarlar Arasi Bosluk

Sekil 1.1. Mitokondri organeli (Villarreal 2006)

Mitokondrinin Okaryotik hiicrede enerji birimleri olarak evrimlesmesi siireci
endosimbiyotik teori olarak tanimlanir ve bu organelin bakterinin simbiyotik akrabaligi
bulunan canli formuna yerlesmesi ve sonrasinda 6karyotik hiicrenin atasini olugturmasi
sonucunda agiga ¢iktigini savunur (Altmann 1890). Mitokondri, endosimbiyoz adi
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verilen bu iglem ile Bacteria domainine ait prokaryotlarin 6karyotik hiicreler igerisine
simbiyotik birlesmeleri sonucu ortaya ¢iktigi savunulmaktadir (Sekil 1.2). Mitokondri
prokaryotik tipte ribozoma sahiptir ve Bacteria’ya 6zgii 16S ribozomal RNA dizileri
icerir. Bu kanitlar neticesinde mitokondrinin a-proteobacteria’nin SAR11 kladr ile ortak
bir atadan koken aldigi rapor edilmektedir (Gray 2012). Mitokondriler hiicrenin enerji
merkezi olmasmin yaninda birgok Onemli fonksiyona sahiptir. Mitokondrinin
apoptozisteki rolii 1994 yilinda Newmeyer ve arkadaslar1 tarafindan 6nerilmis olup daha
sonra c¢esitli biyolojik sistemlerde (sinyalizasyon ve farklilasma, yaslanma)
kanitlanmistir (Chandel 2014; Lopez-Otin vd. 2013; Van Blerkom 2011).

Fotosentatik Prokarvot

o
Aerobik Prokaryot

Mitokondri

Sekil 1.2. Endosimbiyoz hipotezi (Anonymous 1)
1.2 Mitokondri Genomu (Mt-Genom)

Okaryotik organizmalar nukleus ve organel genomlar1 olmak iizere iki genom
icerir. Bitkisel organizmalar organel genomu olarak mitokondri ve kloroplast olmak
tizere iki organel genomuna sahipken hayvanlar sadece mitokondri genomuna sahiptir
(Clarly ve Wolstenholme 1985; Ballard ve Rand 2005; Copeland 2002).

Mitokondriyal deoksiriboniikleik asit (mtDNA) 1963 yilinda Nass tarafindan
kesfedilmistir. Mitokondri genomunun ilk kez tim baz dizilimi ve genom
organizasyonu Bibb ve arkadaglari tarafindan 1981 yilinda farede, Anderson ve
arkadaglar tarafindan ise 1982 yilinda insanda gerceklestirilmistir (Smith 2016).

Genel olarak ¢ok hiicreli hayvan hiicresi mitokondri genomu (mt-genom) yaklasik
16.000 baz ¢iftinden olusur ve 13 protein, 2 rRNA ve 22 tRNA kodlayan 37 gen ve
degisken uzunluklarda A+T’ce zengin bir kontrol bolgesinden olusmaktadir (Clary ve
Wolstenhome 1985; Boore 1999).

Mitokondri genomu uzunluk bakimindan canlilar arasinda karsilastirildiginda
uzunluk varyasyonu gostermektedir. Bitkilerde mtDNA biyiiklikleri oldukca
varyasyonel olup &zellikle angiospermlerde 200 kb ile 2000 kb arasinda degismektedir
(Palmer vd. 2000). Hayvanlarda ise mtDNA genellikle 37 gen igeren kiigiik (15-20 kb)
bir genomdur (Boore 1999). Boceklerde mitokondri genom biiyiikliigii 14 ile 20 kb
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araliginda degismektedir (Korkmaz vd. 2015). Bu veriler sonucunda, mt-genom
biiyiikliigiiniin 14-2000 kb arasinda degismekte oldugu soylenebilir (Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1. Baz1 organizmalarda mitokondri genom boyutlari

Mt-genom
. Gen Bank
Organizma boyutu .. Kaynak
Erisim Kodu
(be)
Ruspolia dubia 14.971 NC_009876 (Zhou Z. vd. 2007)
Mus musculus 16.301 CM004276 (Howe ve Keane 2016)*
(Fare)
Callithrix pygmaea
(Ciice Ipek Maymunu) 16.520 NC_021942 (Finstermeier vd. 2013)
Homo sapiens
(insan) 16.571 NC_001807 (Ingman vd. 2000)
Felis catus
. 17. N 17
(Kedi) 009 €_001700 (Lopez vd. 1996)
Xenopus laevis
(Afrika Penceli Kurbagasi) Lrii HM991335 (Irisarri vd. 2011)
Drosophila melanogaster
(Meyve Sinegi) 19.517 Usrsal (Clary vd. 1982)
Arabidopsis thaliana
o .924 N 1284
(Hardal Bitkisi) 366.9 C_00128 (Giege vd. 1999)
Zea mays
(Musir) 569.630 AYS506529 (Clifton vd. 2004)
Vicia faba
. KC189947
(Bakla) 588.000 C1899 (Negruk 2013)
Triticum aestivum
. - 647.559 GU985444 .
(Ekmeklik Bugday) (Liu vd. 2011)
Cucumis melo 2.428.112 (Moreno vd. 2011)

Mt-genom biiyiikligiindeki farkliliklar, temelde kodlama yapmayan bolgedeki
tekrarli dizilerden, A+T'ce zengin bdlgelerin biriktirilmesinden ve mt-genomdaki
herhangi bir bolgenin duplikasyonu kaynakli olabilir (Boyce vd. 1989; Smith ve Snyder
2007). Tam aksine, mt-genom biyiikliigiiniin ortalamadan biiylik oranda azalmis
olmasimin ise protein kodlayan genler (PKG) ile tRNA genlerinin silinmesi ve kodlama
yapmayan bolgenin kiigiilmesinden kaynaklandigi rapor edilmektedir (Helfenbein vd.
2004; Papillon vd. 2004). Bunun disinda; niikleotid eksilmesi (delesyon), niikleotid
ilave edilmesi (insersiyon), niikleotid doniisiimleri, belirli gen bolgelerinde DNA
pargalarinin farkli uzunluklarda olmasi ve herhangi bir lokustaki niikleotid dizilimlerin
de gozlenen cesitli degisimler mtDNA molekiiliinde meydana gelen genetik
varyasyonun temel kaynaklarini olusturmaktadir (Moritz vd. 1986; Cornuet vd. 1991).
mtDNA mutasyonlar, nokta mutasyonlart ve yeniden diizenlenmeleri (delesyon ve
duplikasyon) igermektedir. Nokta mutasyonlar1 genellikle maternal gegislidir; delesyon
ve duplikasyonlar ise mt-genomda nadiren goriiliir (Rokas vd. 2003). Dolayisiyla mt-
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genom biiyiikligiindeki bu farkliliklar indirgeyici evrime maruz kaldigi ve bu nedenle
genlerinin ¢ogunu niikleer genomuna aktarmis veya fonksiyonunu yitirmis oldugu
sOylenebilir (Altun 2017).

MtDNA, yapisindaki enzimlerin replikasyonu, transkripsiyonu, translasyonu ve
onarimi i¢in niikleer genlere bagimlidir. (Taanman 1999; Leonard ve Schapira 2000).

Mt-genom kalitim dogasi1 nedeniyle (anasal kalitimi, nuklear genoma gore ¢ok
kisa olmasi, rekombinasyonun az olmasi, tek kopya olmasi, bir hiicrede ¢ok sayida
mitokondri olmasi vb.) hemen tiim hayvan gruplarinda molekiiler evrim, populasyon
genetidi, filogeni, filocografya ve tiirlesme ¢alismalarinda baslica veri kaynagi olarak
kullanilmaktadir (Avise 2009; Ma vd. 2009). Farkli canli gruplarindan gelen bu mt-
genom varyasyonlari nedeniyle mt-genomun orijinini, evrimini organizasyonu ve
yapisal gesitliligini agiklayabilmek i¢in Okaryotlar1 temsil edebilecek daha fazla mt-
genom verisine ihtiya¢ duyulmustur.

1.3. Bocek Mitokondri Genomu

Bocekler, mt-genomu dizilenmis eklem bacaklilarin  yaklagik  %80’ini
olusturmaktadir (Cameron 2014a). Boceklerde mt-genom biiyiikliigii 14 ile 20 kb
araliginda degismektedir (Korkmaz vd. 2015). Cogu hayvan grubundan farkli olarak
zarkanatlilar (Hymenoptera) 20 000 bg¢ kadar uzunlukta bir genoma sahiptir (Croizer ve
Croizer 1995; Korkmaz vd. 2015, 2016). Bes oksidatif fosforilasyon kompleksinden
dordiinii olusturan 13 proteini kodlayan gen (PKG), 22 tRNA geni, 2 rRNA geni (Boore
1999) ve kodlama yapmayan fakat replikasyon ve transkripsiyondan sorumlu bir
bolgeden olusmaktadir (Zhang 1997). Sitokrom C oksidaz I, Il ve Il alt birimlerini
kodlayan protein genleri Cox1, Cox2 ve Cox3 olarak; sitokrom b geni i¢in cytb, NADH
dehidrogenaz (1-6) alt birimleri i¢in nadl-nad6 nerede ise evrensel olarak kullanilan
kisaltmalar olmustur. A+T’ce zengin bolge olarak gosterilen bolgenin replikasyon
orijini oldugu rapor edilmektedir (Crozier ve Crozier 1993). Diger tiim canli gruplarinda
oldugu gibi boceklerde de ayn1 kapsamli ¢aligmalarin baslica aract olmustur (Cameron
2014b; Song vd. 2015). Molekiiler temelli evrimsel ¢aligmalarin yani sira
biyogesitliligin tanimlanmasinin da bir aract haline gelmis ve sistematik biyolojinin bu
yonde donilisiimiinii saglamistir. Yakin zamana kadarki molekiiler ¢alismalarda mt-
genoma ait belirli belirte¢ bolgeler ¢alisilmistir. Cox1, Cox2, Cytb, 12S rRNA ve 16S
rRNA genleri en yaygin calisilan belirteg genler olmustur. Keza DNA barkodlama
girisimler mt-genoma ait Cox1 geninin bir bolgesi tizerinden gelismistir (Herbert vd.
2003).

MIDNA, cekirdek DNA’sina gore daha hizli evrimlestigi i¢in tiirler ve alttiirlerin
filogenetik caligmalarinda ¢ok degerli bir arag¢ olarak kabul edilir (Avise vd. 1987) ve
giiniimiizde bir¢cok bocek takiminin mt-genom verisine ulagsmak miimkiindiir. Bu mt-
genom bilgisi yaygin bir sekilde bocek taksonomisini ve evrimsel tarihleri ile yasam
stratejilerini anlamada kullanilmaktadir (Cameron 2014a).
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Mt-genom bilgisinden total niikleotid dizileri ve gen igerigi, genom biiyiikligi,
kompozisyonel oOzelliklerinin yani sira RNA’larin ikincil yapilari, replikasyon ve
transkripsiyon siireglerindeki motifler gibi genomun yapisal 6zellikleri olmak {izere iki
farkli agidan yararlanmak da miimkiindiir (Cameron 2014a).

Mt-genomlarin populasyon yapist ve filogenetik iligkileri belirleyebilme
avantajinin yani sira, son 20 yilda evrimsel biyoloji alaninda farkli yasam bigimlerinin
evriminin aydinlatilmasinda da kullanish olduguda rapor edilmektedir (Boore1999).

1.3.1. Transfer RNA genleri

tRNA genleri, yiiksek oranda korunmus niikleer genlerle karsilastirildiginda
daha yiiksek oranda evrimlesme sergiler. Bocek mt-genomunda tRNA genlerinin
tamami1 mitokondri i¢inde islev gérmekte olup iki ya da dort kat dejenere kodonlarla
etkilesmektedir. Bu sebeple aminoasitler ‘super-wobble’” kodon eslesmelerle birlestirilir
(Taanman 1999; Lavrov ve Lang 2005).

Mitokondriyal tRNA genleri, dihidroiiridin ve TYC kolunun dizisinde biiyiikliik
varyasyonu gosteren, dort kollu (yonca yapragi) sekonder yapiya katlanmaktadir
(Wolstenholme vd.1992).

1.3.2. Ribozomal RNA genleri

RNA evrimini ¢alismak i¢in rRNA’lar 6nemli bir modeldir. Ttiim tiirlerde rRNA
geni bulunmaktadir. Bu nedenle tiirler arasinda evrimsel iliskileri ortaya koymak i¢in
kullanilmaktadir ve sekonder yap1 diziden daha ¢ok korunmustur (Smith vd. 2007).

1.3.3 Protein kodlayan genler

Evrimsel caligmalar i¢in en sik dizilenen mitokondriyal genler arasinda yer
almaktadir. PKG’lerin mt-genomdaki lokasyonlar1 genel olarak bocekler arasinda
korunmustur.

1.3.4 Kodlama yapmayan bolgeler

Genler arast kodlama yapmayan bolgelerin uzunluklari ve niikleotit
kompozisyonlar1 igerdikleri tekrarli motiflere gore degiskenlikler sergilemektedir
(Boore 2009; Wei vd. 2010).

1.3.5 A+T’ce zengin bolge

Biiyiik bir kodlama yapmayan bdlge olarak bilinir, mt-genom igerisinde tek
major kodlama yapmayan bolgedir. Bu bolge adenin ve timin niikleotidlerinin oldukc¢a
fazla icermesinden dolayr A+T’ce zengin bdlge olarak bilinmektedir. Bu bdlgenin
yiiksek A+T igerigi boceklerde karakteristiktir. Boceklerde bu A+T’ce zengin kodlama
yapmayan bolge genellikle tek bir tanedir.
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Hem agir hem de hafif zincir icin yapisal ve fonksiyonel éneme sahip, DNA
replikasyonunun kontrolii ve transkpsiyonun diizenlenmesinden sorumlu oldugundan
dolay1 kontrol bdlgesi olarakta adlandirilmaktadir (Zhang ve Hewitt 1997).
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Orthoptera Takimi

Orthoptera takimi 28078 (Cigliano vd. 2018) tiir sayisi ile yaklasik 1,3 milyon
tiir igeren Hexapoda’nin tiir say1 bakimindan en kalabalik 6. takimidir. Kutup bolgeleri
disinda her tiirli kara habitatini, sicak bolgeler dncelikli olmak {izere, isgal eden ve
ekosistemde yekpare rol oynayan bocek grubudur (Uvarov 1966; Kevan 1982; Song vd.
2015). Bu cesitlilik bu bocekleri anatomi, fizyoloji, nérobiyoloji, biyoakustik, kimyasal
ekoloji, yasam oOzellikleri, tiirlesme aragtirmalari ve evrimsel ekoloji i¢in model
sistemler olarak kullanilmasi arastirmacilarin ilgisini ¢ekmistir (Uvarov 1966, 1977;
Baccetti 1987; Chapman ve Joern 1990; Gangwere vd. 1997; Pener ve Simpson 2009;
Song vd. 2015).

Orthoptera tiirleri Ensifera ve Caelifera olmak iizere iki alttakim iginde
gruplanir. Caelifera alttakimi  Tiirkiye’de, Acrididae, Pamphagidae, Tetrigidae,
Pyrgomorphidae ve Tridactylidae familyalari temsil edilmektedir (Eades vd. 2016;
Demirsoy 1977). Ensifera alttakimi ise 9 infratakim (16 dstfamilya) ve ikincisi 2
infratakim (12 {tstfamilya) icerir ve ililkemizde 6 familya igermekte olup bunlar
Tettigoniidae,  Gryllidae,  Gryllotalpidae, = Rhaphidophoridae, = Mogoplistidae,
Schizodactylidae ve Gryllotalpidae familyalar1 ile temsil edilmektedir (Ciplak vd. 1999)
Ensifera takimi ¢ok sayida iist familya icerse de 14212 tiiriiniin yaridan fazlasi (7104
tirli) Tettigoniidae familyasina aittir (Song vd. 2015). Tettigoniidae familyas: fosil
formlar1 hari¢ 15 farkli altfamilya igerir. Kokenlerinin Bat1 Palearktik ve hatta Dogu
Akdeniz oldugu savunulan Tettigoniinae ve Phaneropterinae altfamilyalari (Ciplak
2003) familyanin tiirlerinin yaklasik %75’in1 icerir. Bu nedenle takimin iki ana grubu
olarak kabul edilir.

Orthoptera takimina ait tiirlerden total mt-genom ilk olarak gé¢men gekirge
Locusta migratoria (Caelifera, Acrididae) diziletilmis ve yaymlanmistir (Flook vd.
1995). Devaminda 2008 ve sonrasinda ¢ok sayida tiiriin total mt-genom dizi
yayinlanmis ve ginlimiizde 149 tiirtin total mt-genom dizisine ulasilabilmektedir
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov). Bu 149 tiiriin 61’1 Ensifera (Cizelge 2.1) ve 88’1 ise
Caelifera alttakimina aittir (Cizelge 2.2). Ensifera’ya ait 61 tiirden 36’s1 Tettigoniidae
familyas1 ve bunlardan 10 tanesi Phaneropterinae altfamilyas1 temsilcileridir.
Phaneropterinae bir¢ok arastirmaci tarafindan familya, Phaneropteridae, olarak kabul
edilir (Heller vd. 2014; Cigliano vd. 2017) ve diinyada ki tiim biyocografik bolgelerde
yayilis gosterir. Otuziki tribus iceren altfamilyadan total mt-genomu diziletilmis olan
Elimaea cheni Elimaeini, Sinochlora longifissa, Holochlora fruhstorferi, Sinochlora
szechwanensis ve Ruidocollaris obscura ise Holochrini, Kuwayamaea brachyptera,
Kuwayamaea chinensis ve Ducetia japonica Ducetiini, Phaneroptera gracilis ve
Phaneroptera nigroantennata Phaneropterini tribusuna aittir. Bat1 Palearktikte yayilis
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gosteren ve Phaneropterinae’nin ¢ok sayida tiirlinii iceren Barbitistini tribusunun su ana
kadar ¢alisilmis herhangi bir temsilcisi bulunmamaktadir.

Cizelge 2.1. Ensifera alt takiminin total mt-genom dizisi ¢ikartilmus tiirler, ilgili yayin
ve dizi GenBank ulagim numarasi

Tiir Ismi Erisim Kodu Familya Alt Familya Kaynak
Teleogryllus oceanicus NC_028619 Li Q vd. (2015)*
Velarifictorus hemelytrus NC_030762 Yang vd. (2016)
Teleogryllus emma NC_011823 Gryllinae Ye vd. (2008)
Loxoblemmus doenitzi NC_033985 Zhou Z. (2017)
Loxoblemmus equestris NC_030763 Gryllidae Yang vd. (2016)
Myrmecophilus manni NC_ 011301 Myrmecophilinae Fenn vd. (2008)
Truljalia hibinonis NC_034797 Podoscirtinae LiJ. (2017)*
Trigonidium sjostedti NC_032077 Trigonidiinae Song N. vd. (2016)
Oecanthus sinensis NC_034799 Oecanthinae LiJ. (2017)*
Ruspolia dubia NC_009876 Zhou Z. vd. (2007)

Ruspolia lineosa NC_033991
Pseudorhynchus acuminatus | NC_033992
Pseudorhynchus crassiceps | NC_ 033990
Conanalus pieli NC_033987
Conocephalus melaenus NC_033988
Conocephalus maculatus NC_016696
Holochlora fruhstorferi NC_033993
Sinochlora longifissa NC_021424
Sinochlora szechwanensis NC_034994
Ruidocollaris obscura NC_028160
Kuwayamaea brachyptera | NC_028159
Kuwayamaea chinensis NC_033995
Ducetia japonica NC_031652
Elimaea cheni NC 014289
Phaneroptera gracilis NC_034756
Phaneroptera nigroantennata | NC_034757

Conocephalinae Zhou Z. (2017)

Zhou Z.J.vd. (2011)
Zhou Z. (2017)
Liu C vd. (2013)
Liu F ve Huang (2017)*

Yang J. vd. (2016)

Zhou Z. (2017)
Guan B. vd. (2016)
Zhou Z. vd. (2010)
Wang vd. (2017)*

Qiu vd.(2017a)*

Phaneropterinae

Uvarovites inflatus NC_026231 Zhao (2015)*

Gampsocleis gratiosa NC_011200 Zhou vd. (2008)

Metrioptera bonneti NC_033986 Tettigoniinae Zhou Z. (2017)

Metrioptera ussuriana NC_034796 LiJ. (2017)*
Anabrus simplex NC_009967 Fenn vd. (2007)
Xizicus fascipes NC 018765 Yang vd. (2012)

Decma fissa NC_033981 Meconematinae
Pseudocosmetura anjiensis | NC_033853 Zhou Z. (2017)
Pseudokuzicus pieli NC_033982
Mecopoda elongata NC_021380 .

Mecopoda niponensis NC_021379 Mecopodinae Zhou Z. vd. (2013)
Zichya baranovi NC_033984 Bradyporinae Zhou Z. (2017)
Deracantha onos NC_ 011813 Zhou Z. vd. (2009)

Phyllomimus detersus NC_028158 Pseudophyllinae Yang vd. (2016)

Phyllomimus sinicus NC_033997 Zhou (2017)*

Pseudophyllus titan NC_034773 Pseudophyllinae LiJ. (2017)*

Hexacentrus japonicus NC_033983 Hexacentrinae

Hexacentrus unicolor NC_033999 Zhou Z. (2017)

Lipotactes tripyrga NC_033996 Lipotactinae
Pteranabropsis carli NC_035420
Pteranabropsis carnarius NC_035552 . Anabropsinae Song Q. (2017)*
Pteranabropsis crenatis NC_035553 B RS ETEES
Henicus brevimucronatus NC_028063 Anostostomatinae Song H. vd. (2015)
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Cizelge 2.1.’in devami
Tiir Ismi Erisim Kodu Familya Alt Familya Kaynak
Phryganogryllacris xiai NC_033994 Zhou Z. (2017)
Camptonotus carolinensis NC_028060 Gryllacrididae Song H. vd. (2015)
Homogryllacris anelytra NC_033998 Zhou Z. (2017)
Gryllotalpa pluvialis NC_011302 Fenn vd. (2008)
Gryllotalpa unispina NC_029148 Gryllotalpidae Gryllotalpinae Wang vd. (2013)
Gryllotalpa orientalis NC_006678 Kim vd. (2005)
Troglophilus neglectus NC_011306 . . Rhaphidophorinae Fenn vd. (2008)
Diestrammena asynamora NC_033989 NI Aemodogryllinae Zhou Z. (2017)
Cyphoderris monstrosa NC_028059 Praphalangopsidae Song H. vd. (2015)
Tarragoilus diuturnus NC_021397 Zhou Z. vd. (2014)
Stenopelmatus fuscus NC_028058 Stenopelmatidae Song H. vd. (2015)
Comicus campestris NC_028062 Schizodactylidae Song H. vd. (2015)

Cizelge 2.2. Caelifera alt takiminin total mt-genom dizisi ¢ikartilmis tiirler, ilgili yayin
ve dizi GenBank ulagim numarasi

Tiir Ismi

Acrida cinerea

Acrida willemsei

Yunnanacris yunnaneus

Tonkinacris sinensis

Sinopodisma houshana

Sinopodisma tsinlingensis

Sinopodisma wulingshanensis

Qinlingacris taibaiensis

Fruhstorferiola huayinensis

Fruhstorferiola kulinga

Fruhstorferiola tonkinensis

Kingdonella bicollina

Curvipennis wixiensis

Aiolopus thalassinus

Trilophidia annulata

Pternoscirta caliginosa

Oedaleus decorus asiaticus

Oedaleus infernalis

Gastrimargus marmoratus

Compsorhipis davidiana

Angaracris barabensis

Angaracris rhodopa

Locusta migratoria migratoria

Locusta migratoria

Locusta migratoria tibetensis

Locusta migratoria manilensis

Gomphocerus licenti

Gomphocerus sibiricus tibetanus

Gonista bicolor

Ceracris kiangsu

Gomphocerus sibiricus

Gomphocerippus rufus

Phlaeoba albonema

Phlaeoba infumata

Phlaeoba tenebrosa

Arcyptera coreana

Orinhippus tibetanus

Chorthippus chinensis

Euchorthippus fusigeniculatus

Erisim Kodu | Familya Alt Familya Kaynak
NC_014887 Liu N. vd. (2010)
NC_011303 Acridinae Fenn vd. (2008)
NC_030586 Guan D. ve Xu (2016)
NC_032716 Zhang X. vd. (2017)
NC_033905 Lu vd. (2017)*
NC_032303 Guan D. ve Xu (2017)*
NC_033906 Qiu vd. (2017)*
NC_027187 Melanoplinae Guan D. ve Xu (2015)*
NC_031379 Liu F. ve Qiu (2016a)
NC_026716 Yang R. vd. (2016)
NC 031817 Zhang X. ve Lin (2016)
NC_023920 Zhi vd. (2016a)
NC_031397 Guan ve Xu (2016)*
NC_034674 Zhang X. vd. (2017)
NC_027179 Guan ve Xu (2015)*
NC_035227 Chang ve Huang (2017)*
NC 011115 Ma vd. (2009)
NC_029327 Guo vd. (2017)
NC_011114 Ma vd. (2009)
NC_029408 Oedipodinae Zhou F. ve Huang (2016)*
NC_025558 Han vd. (2016b)
NC_025946 Han vd. (2016a)
NC 011119 Xiao vd. (2008)*
NC_001712 Flook vd. (1995)
NC_015624 Zhang D.C vd. (2011)*
NC_014891 Huang ve Liu (2016)*
NC_013847 Gao ve Huang (2010)*
NC_015478 Yin vd. (2012)
NC_029205 Zhang Q. vd. (2015)
NC_019994 Jiang vd. (2013)*
NC_021103 Zhang H. vd. (2013)
NC_014349 Sun vd. (2010)
NC_011827 Gomphocerinae Shi H.W. vd. (2008)
NC_031506 Liu F. ve Qiu (2016b)
NC_029150 Song W. vd. (2016)
NC_013805 Huang ve Liu (2010)*
NC_023467 Song W. vd. (2014)
NC_011095 Liu Y. ve Huang (2008)
NC 014449 Zhao L. vd. (2010)

Ceracris versicolor

NC_025285

Xu vd. (2014)
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Cizelge 2.2 nin devam
Tiir ismi Erisim Kodu Familya Alt Familya Kaynak
Caryanda elegans NC_036750 Qiu vd. (2018)*
Caryanda sp. NC_030165 Mao ve Hu (2016)*
Traulia minuta NC_036063 Yuan vd. (2017)*
Traulia szetschuanensis NC_013826 Caryandinae Huang ve Zhang (2016)*
Xenocatantops brachycerus NC_021609 Liu Y. ve Huang (2013a)*
Prumna arctica NC_013835 Sun vd. (2010)
Longchuanacris curvifurculus | NC_036994 Mao ve Hu (2018)*
Ognevia longipennis NC_013701 Huang ve Zhang (2016)*
Pseudoxya diminuta NC_025765 Tang vd. (2014)
Oxya chinensis NC_010219 Oxyinae Zhang C. ve Huang (2008)
Oxya hyla NC_032076 Song N. vd. (2016)
Hieroglyphus tonkinensis NC_030587 Chang ve Huang (2016)*
Shirakiacris shirakii NC_021610 £ idi Liu Y. ve Huang (2013b)*
Choroedocus violaceipes NC_034673 yprepocnemidinae Guan D. ve Xu (2017)*
Nomadacris japonica NC_036062 Qiu vd. (2017b)*
Chondracris rosea NC_019993 Cyrtacanthacridinae | Jiang ve Qiang (2013)*
Schistocerca gregaria gregaria | NC_013240 Erler vd. (2010)
Calliptamus abbreviatus NC_030626 Han vd. (2016)*
Peripolus nepalensis NC_029135 Calliptaminae Zhi vd. (2016b)
Calliptamus italicus NC_011305 Fenn vd. (2008)
Pacris xizangensis NC_023919 Pacrinae Zhang Y. vd. (2016)
Lithidiopsis carinatus NC_020775 Lithidiinae Leavitt vd. (2013)
Filchnerella beicki NC_024923 Li X.J. vd. (2014)

Filchnerella helanshanensis NC_020329 . .
Pseudotmethis rubimarginis NC_020330 Prionotropisinae Zhang H.L. vd. (2013)
Sinotmethis brachypterus NC_026525 Pamphagidae Shi Q.Y. vd. (2016)
Thrinchus schrenkii NC_ 014610 Zhang D. vd. (2011)
Asiotmethis jubatus NC_025904 Thrinchinae Li X.J. vd. (2015)
Asiotmethis zacharjini NC_020328 Zhang H.L. vd. (2013)
Humphaplotropis culaishanensis [ NC_023535 Pamphaginae Li X.J. vd. (2016)
Mekongiana xiangchengensis | NC_014450 Zhao L. vd. (2010)
Mekongiella kingdoni NC_023921 Pvraomorohidae Zhi vd. (2016)
Mekongiella xizangensis NC_014451 yrg P Zhao L. vd. (2010)
Atractomorpha sinensis NC 011824 Ding ve Huang (2011)*

Tetrix japonica NC 018543 - Tetrigina Xiao vd. (2012b)
Alulatettix yunnanensis NC_018542 Xiao vd. (2012a)
Physemacris variolosa NC_014491 Pneumoridae Sheffield vd. (2010)

Tanaocerus koebelei NC_020777 Leavitt vd. (2013)
Mirhipipteryx andensis NC_028065 | Ripipterygidae Song H. vd. (2015)
Pyrgacris descampsi NC_020776 | Pyrgacrididae .
gn?mexecha virerFl)s NC 020778 Or)rllr?lexechidae Leavitt vd. (2013)
Ellipes minuta NC 014488 | Tridactylidae Sheffield vd. (2010)
Tristira magellanica NC_020773 Tristiridae Leavitt vd. (2013)
Pielomastax zhengi NC_016182 Episactidae Episactinae Yang H. ve Huang (2011)
Xyleus modestus NC_014490 Romaleidae Romaleinae Sheffield vd. (2010)
Lentula callani NC_020774 Lentulidae Lentulinae Leavitt vd. (2013)
Pseudothericles compressifrons | NC_ 028061 Thericleidae Thericleinae Song H. vd. (2015)
Erianthus versicolor NC_020045 | Chorotypidae Erianthinae Wei S.Z. vd. (2016)
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2.2. Isophya Cinsi ve 1. major Tiir Grubu

Isophya cinsi 90'dan fazla tiir dahil olmak iizere Phaneropterinae alt familyasinin
en kalabalik cinslerinden biridir. Tiir sayis1 ile Poecilimon’dan sonra gelen en kalabalik
cinsidir ve Isophya’nin 40 kadar tiiri Anadolu’ya endemiktir (Chobanov vd. 2013,
2017; Cigliano vd. 2017). I. major tiir grubu gt (I. major, I. mersinensis, sp. n. ve |.
salmani) Anadolu ve biri (I. mavromoustakisi) Kibris’a endemik dort tiir igceren bir
gruptur ve cinsin primitiv gruplarindan kabul edilir. (Sevgili vd. 2006; Chobanov vd.
2017).

Cizelge 2.3. |. major tiiriiniin sistematikteki yeri

Takim Orthoptera
Alt Takim Ensifera
Ust Familya Tettigoinoidea
Familya Tettigoniidae
Alt Familya Phaneropterinae
Tribus Barbitistini
Cins Isophya Brunner von Wattenwyl 1878
Tiir Isophya major Brunner von Wattenwyl 1878

2.3. Poecilimon Cinsi ve P. luschani Tir Grubu

Barbitistini tribusuna ait Poecilimon cinsi 130’dan fazla tiirii ile hem Barbitistini,
hem Phaneropterinac hem de Tettigoniidae’nin en kalabalik cinsidir ve tiirlerinin
tamamina yakin1 dar yayilish endemik tiirlerdir. Bunlarin 80 kadar1 Anadolu’da yayilis
gosterir (Heller vd. 1998; Ciplak 2004; Kaya vd. 2012; Cigliano vd. 2017). Cinsin
Anadolu, Yunanistan (Ege adalarini icerecek sekilde) ve Balkanlarin bir kismini igeren
Ege plakasinda var olan bir atasal stoktan, ozellikle buzul donemlerinin etkisi ile
cesitlendigi tahmin edilmektedir (La Greca 1999; Ciplak 2004; Boztepe 2012).
Poecilimon luschani grubu P. luschani luschani (Ramme 1933), P. lushani birandi
(Karabag 1950) ve P. luschani chobanovi (Boztepe vd. 2013) olmak iizere 3 alt tiire
ayrilmaktadir.

Cizelge 2.4. P.luschani tiiriiniin sistematikteki yeri

Takim Orthoptera
Alt Takim Ensifera
Ust Familya Tettigoinoidae
Familya Tettigoniidae
Alt Familya Phaneropterinae
Tribus Barbitistibi
Cins Poecilimon Fischer 1853
Tiir Poecilimon luschani Ramme 1933
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2.4. Yeni Nesil Sekanslama ile Mitokondriyal DNA (mtDNA)

Populasyonlar ve tiirler arasindaki evrimsel iligkilerin tespit edilmesinde
mtDNA’nin kullanilmasina 1980’lerde baglanilmistir. Yaygin olarak kullanilan mtDNA
molekiilii, anasal kalittm modeliyle aktarildigindan canlinin atasal gegmisi hakkinda da
bilgiler vermektedir. Cekirdek DNA molekiiliine oranla mtDNA’nin evrim hizi, ¢ok
daha yiiksek olup memeli hayvanlarda bu evrim hizi orani, ¢ekirdek DNA’sindan 5-10
kat daha fazladir. Mitokondriyal DNA molekiiliinde ortalama evrimlesme orani, bir
milyon yilda % 2’dir. Bu oranin ortaya ¢ikmasinda mtDNA’nin solunum sonucu agiga
cikan oksijen radikallerine daha fazla maruz kalmasi ve koruyucu, tamir
mekanizmalarimin bulunmamasi ana faktorler olarak Ongoriilmektedir. Bu yiizden
MtDNA molekiilii, mutasyona daha agik olup lizerinde bulunan gen boélgelerinin her
birinin evrim hizi da farklilik géstermektedir (Bandelt vd. 2006; Aksdyek 2015).

Mitokondrinin yogun calisilmasi bazi bilinmeyenleri de ortaya c¢ikarmistir
(White vd. 2008). Bunlarin basinda mt-genomdan belirteg se¢menin bazi potansiyel
yaniltict durumlarin olabilecegi goriilmiistiir. Anasal hatta kaliim kabuliinii zaafa
ugratan heteroplazmi, mt-genomdan nuklear genoma gecen numtlar ve nadir de olsa
goriilen mt-genomu i¢i rekombinasyonlar bunlarin basinda gelmektedir. Mt-genom
belirtecleri kullanighi veriler sunsa da bu sakincalar dogru sonuclar edinmeyi
giiclestirmektedir.

Yapilan calismalar daha uzun bdolgeler diziletildiginde yukarida sayilan
potansiyel sakincalarin saptanmasina ve bertaraf edilmesine olanak vermektedir. Bu
nedenle mt-genom c¢alismalarinin en 6nemli sakincasinin geleneksel dizileme yontemi
olan Sanger dizileme yonteminin sinirlayiciligindan kaynaklandigi sdylenebilir. Ciinkii
Sanger dizileme yontemi yaklagik 1000 b¢ uzunlugunda bir bdlgenin iyi bir sekilde
diziletilmesine olanak vermektedir. Yeni nesil dizileme (next generation sequencing)
yonteminin gelisimi daha uzun DNA bolgelerinin diziletilmesine ve mitokondri
genomunun tiimiiniin ¢aligilmasina olanak saglamis ve dogruluk/giivenilirlik derecesi
daha yiiksek veri iiretimini olast kilmistir.

Total mt-genomu dizisine sahip olma verinin daha efektif kullanimina da izin
verir. Klasik yontemle elde edilen sinirli uzunluktaki diziler hem diisiik oranda SNP
varyasyonlari icerir hem de daha ¢ok karakter matrisi olarak kullanima olanak verir.
Total DNA dizisine sahip oldugundan daha yiiksek SNP varyasyonlarinin analiz
edilmesinin yaninda mt-genom genlerinin birbirlerine gore yerlesimlerini, genom igi
translokasyonlarin olup olmadigini, varsa translokasyonlarin filogenetik bir 6zellik
gosterip gostermedigi, her bir lokusun evriminde komsu lokuslarin etkisinin olup
olmadigint (Baglant1 etkisi), belli bir lokus veya alel lehine/ alehine bir secilim veya
stirliklenme olup olmadigini, genler basina mutasyon oraninda farklilik olup olmadigi
gibi basgka bir¢ok sorunun karsilastirmali olarak cevaplanmasina olanak vermektedir. Bu
nedenle 1980’lerin ikinci yarisinda baslayan Sanger dizileme yontemi 2005 sonrasinda
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belirgin olmak fiizere hizla yerini yeni nesil dizileme yaklagimi ile total mt-genom
dizilemeye birakmis ve artan sayida canli tiirlinde total mt-genom dizileri yayimnlanmaya
baslamistir. Son zamanlarda yeni nesil sekanslama mtDNA eldesi i¢in alternatif bir
yaklasim haline gelmistir. Bu hizli ve etkili teknik sadece mt-genomun filogenetik
rekonstriiksiyonuna olan ilgiyi uyandirmakla kalmamis, ayni1 zamanda yayilanmis total
mt-genom sekanslariin sayisinda hizli bir artisa neden olmustur (Guo vd. 2014; Zhang
ve Huang 2008).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1.0rneklem ve DNA izolasyonu

Total mt-genomu elde edilmesi hedeflenen P. luschani ve I. major tiirlerine ait
%96’lik alkol icerisinde -20°C’de derin dondurucularda saklanan Srnekler
kullanilmistir. Her bir tiir i¢in beser 6rnek kullanilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. |. major ve P. luschani tiirlerinin lokalite ve 6rnek numaralari

Tiir Ismi Ornek Numaras1 Lokalite
4398 Nigde, Ulukisla (2316m)
Nigde, Bolkar daglar
4400 " 2208m)
Isophya major Nigde, Ul}lk1$la, Darbogaz,
4401 Karag6l yolu, Bolkar
daglari
4402 Nigde, Camardi kdyii
4404 (1552m)
3750 Antalya, Kalkan
Poecilimon luschani luschani 4407 Antalya, Demre
4420 ’
Poecilimon luschani chobanovi 4423 Mugla, Fethiye (500m)
Poecilimon luschani birandii 4429 Antalya, Bakirlidag
(1922m)

Orneklerin mitokondri organelince zengin arka femur kas dokularinda tuz-izopropanol
yontemi ile total DNA izolasyonu gerceklestirildi (Aljanabi ve Martinez 1997).
Laboratuvar ortaminda optimizasyonu saglanan tuzla ¢oktiirme yonteminin uygulama
asamalar1 agagidaki gibidir.

1) Doku ilk olarak 559 ul ayristirma tamponu (10 mM, Tris-HCI, 2 mM, EDTA,
%10’luk SDS 17 pl ve Proteinaz K 25-40 pl) igerisinde 2-3 saat 56°C’deki sicak
su banyosunda bekletilir.

2) Su banyosundan ¢ikarilan tipe 180 pl doymus NaCl eklenerek 12000 rpm’de
10°C’de 15 dakika santrifiij edilecek ve santrifiij sonunda siipernatant temiz bir
mikroflij tlipline aktarilip lizerine 1:1 oraninda izopropanol ilave edilerek
-20°C'de 20-30 dakika bekletilir.

3) Bu siire sonunda 13000 rpm de +4°C’de 15 dakika santrifiij edilerek siipernatant
uzaklastirilir.

4) Pelet seklinde c¢oktiirilen DNA iizerine 300 upul %70 etanol eklenip
vortekslenerek yikanir.

5) +4°C’de 12000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilecek DNA tekrar ¢oktiiriiliir.

6) Coktiiriilen DNA kurumaya birakilacak ve sonrasinda 50ul dH,O’de ¢oziiliir.
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izolasyon sonrasinda elde edilen DNA’larin miktar1 6nce Nanodrop-1000
spektrofotometre ile 6lgiildii. Ancak Nanodrop-1000 spektrofotometre DNA safligini
tam olarak vermediginden her bir 6rnek soliisyonunda var olan saf DNA miktar1 Qubit
cihazi ile Ol¢iimiis olup yeterli DNA konsantrasyonu elde edilen 6rnekler 50 pl’lik
miktarlarda hazirlanarak sekanslanmasi i¢in  hizmet alimi kapsaminda MG
Biyoinformatik (Sivas, Tiirkiye) firmasina gonderildi (Cizelge 4.1).

3.2. Yeni Nesil Dizileme Verilerinden Mt-Genomun Eldesi ve Gen Etiketleme

Yeni nesil dizileme yontemi kullanilarak illumina Hiseq 2000 cihazinda elde
edilen 10° (30x derinlik) okumasi yapilmis her érnek i¢in forward ve reverse olmak
lizere fastq.gz dosyalarindaki veriler GENEIOUS v. R9 (Kearse vd. 2012) programina
“paired end” islemi ile aktarilmis olup kaliteli okumalarin bulundugu veri dosyalari i¢in
mt-genom haritalandirilmas1 yapilmistir. Cift yonlii olarak toplamda 2x10° okuma
bulunan iki dosya tek dosya igerisinde birlestirilip yonler ayarlandiktan sonra okumalar
icerisindeki kisa (10 bg¢’den az), kalitesiz (phred quality score <30), varsa primer ve
problarin dizileri ‘trim ends’ islemi yapilarak veri setinden uzaklastirilmistir. Dizilerin
filtrasyonundan sonra mt-genomun okumalar iginden ¢ekilmistir.

Yeni nesil dizi veri setinden orneklere ait diziler, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
sitesinden indirilen referans dizilere gore (accession no: KF379541.1 — P. luschani ;
Boztepe vd. 2013 ve KX026782.1 — Isophya sp.; Chobanov vd. 2016) homoloji tabanli
cekilmistir. Segilen referans diziye gore ham veri setinden her bir 6rnek i¢in mt-
genomun c¢ekilmeye baslanmis olup veri g¢ekilmesi kademeli olarak uzatilarak yani
baslangigta sadece COI geni, sonra COI+NAD?2, sonra COI+ NAD2 + 16S rDNA ve
her seferinde yeni genler eklenerek total mt-genomu olusturulana kadar bu islem
stirdiiriilmiistiir. Ham veri setinden mt-genomun okumalarinin ¢ekilmesinde “map to
referans” opsiyonu kullanilmigtir. Elde edilen bu ilk diziler konsensus olarak kaydedilip
bir sonraki “map to referans” isleminde referans dizi olarak kullanilmistir. Her referansa
gore okumalardan dizi ¢ekme isleminde elde edilen konsensus bir 6ncekine gore daha
da uzatilarak ve her islemde adim adim tiim mt-genom verisinin elde edilmesi
saglanmistir (Cizelge 4.2). Bu sekilde kisa gen dizilerinden tiim mt-genomun elde
edilmesi referans olarak secilen tiim kisa dizilerin her biri ile ayrt ayn
gerceklestirilmisgtir. Mt-genom haritalamas1 sirasinda “map to referans” opsiyonu
“sensitivity: high sensitivity/medium”, “fine tuning: iterate up to 5 times” segenekleri
ile gergeklestirilmistir. Her referansa gore haritalamada dizilerdeki uyumlar olasi hatali
eslesmeler kontrol edilecek ve hatali eslesmis diziler olusturulan konsensus diziden
uzaklastirildi. Ornek basma en diisiik “Pairwise Identity” degeri ise %97,5 olarak
gdzlendi. Uretilen ilgili diziler GENEIOUS v. R9 yardimu ile hizalanmis, manuel olarak
karsilagtirilmis ve son olarak tek bir kontig (uyum dizisi) altinda bir araya getirilmis
olup referans dizi olusturulmustur.
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3.3. Mt-genom Belirlenmesi (Annotasyonu)

Mt-genom dizi elde edildikten sonra genom organizasyonunu belirleme islemi
gergeklestirilmistir. Genom belirleme (annotasyon) gen bolgelerinin basglangi¢ ve bitis
sinirlarini ve transkripsiyon zincirleri (agir ya da hafif), tekrarli bolgelerin lokasyonlari,
transkripsiyon ve replikasyon orijini gibi yapisal 06zelliklerini tanimlama olarak
tanimlanir. Omurgasiz mt-genomunda AT zengin bdlge, 13 adet PKG, 2 adet rRNA
geni ve 22 adet tRNA kodlayan gen bulunur. Her bir gen bdlgesine ait baglama ve bitis
noktalarinin dizi bilgileri (simdiye kadarki c¢alismalardan hareketle) mt-genom
belirlemesine olanak saglamaktadir. GENEIOUS v. R9 programinin halkasal veri
secenegi kullanilarak gerceklestirilebilen genom sonuglart MITOS (Bernt vd. 2013)
web servisi kullanilarak (http://mitos.bioinf.uni-leipzig.de) elde edilen veriler ile birlikte
degerlendirilerek her bir genin smirlari, konumlanmalari, yonelimleri ve
biiytikliikliikleri saptanabilmistir. Her bir tiiriin genom haritalama ve karakterizasyonu
mt-genom bolgelerinin fonksiyonlari temel alinarak asagida detaylandirilmistir.

3.3.1. Protein kodlayan genlerin karakterizasyonu

Bu genlerin baslama ve bitis kodonlarimin = konumlanisi  genom
organizasyonunun belirlenmesinde kullanish ikincil bilgiler sunmaktadir. Bu amagcla
MITOS ve MEGA v.7 programlar1 kullanilacak genlerin baslama ve bitis noktalari
saptanarak yerleri belirlenmeye ¢alisilmistir. MiTOS programinda genetik kod olarak
"Invertebrate" parametresi kullanilmistir. Bu parametreler omurgasiz genomlarinin
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan degeler oldugundan tercih edilmektedir.
MEGA v.7 programinda ise "Invertebrate Mitochondrial" secilmis, protein kodlayan
genler igin tanimlama limiti "30" ve RNA'lar i¢in tanimlama limiti ise "55" olarak tercih
edilmistir. MITOS programinda elde edilen veriler MEGA V.7 programinda manuel
kontrolii yapilarak her bir PKG’nin baslama ve bitis kodonlar1 belirlenmistir.

3.3.2. Transfer RNA genlerinin karakterizasyonu

Omurgasizlarda say1 ve dizileri olduk¢a korunmus olduklarindan tRNA
genlerinin yerlerinin belirlenmesi genom belirlenmesinde biiylik kolayliklar saglar. Bu
nedenle ilk adim olarak tRNAscan-SE (Lowe ve Eddy 1997) ve ARWEN (Laslett ve
Canbdck 2008) programlar1 kullanilarak tim tRNA'larin yerleri belirlenmistir.
tRNAscan-SE programinda tRNA taramasinda“Mito/Chloroplast” ve “Invertebrate
Mito genetic code” parametreleri tercih edilerek analizler gerceklestirilmistir.
tRNA genlerinin uzunluklar1 ve mt-genom icerisindeki lokasyonlar1 kararli ikincil
yapilarindan ve antikodon dizilerinden yararlanilarak belirlenmistir. Her bir tRNA
geninin ikincil yapisinin ingsasinda ARWEN (Laslett ve Canbdck 2008) programi
kullanilmastir.
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3.3.3. Ribozomal RNA genlerinin karakterizasyonu

Gen bolgelerinin boyutundaki ¢esitlilik nedeniyle rRNA genlerinin belirlenmesi
diger gen bolgelerine gore daha zordur. O yiizden ilk olarak MITOS programinda rRNA
genlerinin baslangi¢ ve bitis noktalar1 saptanmis ve MEGA V.7 programina aktarilarak
kontrolleri yapilmis olup bu genlerin smirlari komsu tRNA genlerinin iizerinden
¢ikarsanmistir. Daha sonra ikincil bir alternatif olarak gen bolgesinin sinirlari referans
tiirlerin ilgili gen bolgeleriyle karsilastirilarak belirlenmeye ¢alisilmistir.

3.3.4. Kodlama yapmayan bélgelerin karakterizasyonu

Bocek mt-genomu igerisinde ¢ok sayida A+T tekrari igerdigi icin AT rich region
denilmektedir. Kesin emin olmamakla birlikte bu bdlgenin memelilerde ve kuslarda
daha cok D-loop bolgesi, bocekler de AT rich region denilmektedir. Bu bdlgenin
yerlesim yerinin belirlenmesinde uzamalara neden olan tekrarli dizilerin varligt MEGA
V.7 programina aktarilarak aranmistir. Ayrica gozle A+T’ce zengin bolge icerisinde
“(TA)”n motifi iceren yapilar aranmistir. Kodlama yapmayan A+T’ce zengin bolgenin
genom igerisindeki diger bolgelerle homoloji sergileyip sergilemedigi bakilmigtir.

3.4. Mt-Genom istatistikleri

Her bir tiirlin mt-genom verisi total, PKG’ler, tRNA’lar, rRNA’lar ve A+T’ce
zengin bolge olmak iizere farkli alt veri setlerine boliimlenmistir. Tiim bu alt veri
setlerine gore niikleotid kompozisyon istatistikleri, amino asit kompozisyonlari, kodon
kullanim egilimleri ve goreli sinonim kodon kullanimi (RSCU) degerleri agisindan
MEGA v7.0 analiz edilmistir. Mt-genom uzunlugu bakimindan diger tiim Orthoptera
tirleriyle (149 tiir) karsilastirllmis olup, PKG’ler ve tRNA genlerinin o6zellikleri
bakimindan MEGA v7.0 programi kullanilarak Cizelge 3.2°de verilen Orthoptera
tiirleriyle karsilagtirilmistir. Zincir asimetrisi (AT ve GC egrileri) her bir veri seti igin
ayr1 ayr1 Hassanin vd. (2005) tarafindan 6nerilen formiille ger¢eklestirilmistir.

AT egri oran1 = [%A - %T] / [%A + %T]
GC egri oran1 = [%G - %C] / [%G + %C]

Karakterize edilen genler aminoasit dizilerine doniistiilerek mt-genomun total
aminoasit kompozisyonu ve hangi aminoasitlerin kullanimi yoniinde bir egilim oldugu
MEGA V.7 programina aktarilip “Statistict” opsiyonu kullanilarak belirlenmistir. Goreli
sinonim kodon kullanim degerleri yine MEGA v.7 programi kullanirak hesaplanmig ve
mt-genomun kodon kullanim egilimleri belirlenerek P. luschani ve |. major tiirleri
karsilastirilmistir.

Son olarak ¢alisma kapsaminda firetilen iki tiiriin mt-genomuna ek olarak,
Orthoptera takimina ait daha dnce rapor edilen ve GenkBank veritabaninda mevcut 149
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tirin mt-genom dizi bilgileri de igerek sekilde GENEIOUS v. R9 programina
aktarilmigtir ve mt-genom annatosyonlar1 bakimindan farklilik ve/veya benzerlik olup
olmadigi manuel olarak karsilagtirmali sekilde degerlendirilmistir.

18



BULGULAR P.N. OZTURK

4, BULGULAR
4.1. Edinilen Verilerin Tanim

Her bir tiriin total mt-genomu i¢in total genomik DNA izolasyonlari
gercekletirilmistir. izolasyon yontemi olarak tuz-izopropanol c¢oktiirme metodu
kullanilmis olup DNA 50 pl hacminde elde edilmistir. izolasyonu yapilan 6rnek listesi,
DNA konsatrasyonlari, nanodrop ve qubit dl¢iim degerleri Cizelge 4.1°de verilmistir.

Yeni nesil dizileme i¢in firma tarafindan kaliteli bir dizileme hizmeti verebilmek adina
talep edilen DNA miktar1 2 pg/50ul ve {izeri olmasidir. Bu yiizden her bir tiir i¢in total
DNA miktar1 pg/50ul olacak sekilde ayarlanmustir. Ornekler, qubit 6lgiim degerleri
dikkate alinarak se¢ilmis olup 40,3 ile 200 ng/ul arasinda olanlar MG Biyoinformatik
firmasina kiitiiphane hazirlama ve dizileme islemleri i¢in génderilmistir. Okutulan ham
DNA dizi kiitliphanesi, 6rnek basina iki yonlii olmak iizere 2,2 GB ve iizeri ve toplamda
26,4 GB olacak sekilde tarafimiza iletilmistir.

Cizelge 4.1. Calisilan 6rnekler ve 6rnek bagina 6l¢iilen DNA miktarlar

L Labpratuvar Nanodrop Qubit Totgl DNA

Tiir Ismi Ornek ey e ey e miktan

Numarasi ol¢ciim ng/pl | 6l¢iim ng/pl wg/50pl
4398 8,61 200 10

4400 139,64 47,3 2,0812

Isophya major 4401 149,99 45,2 1,9888

4402 248,44 40,3 1,7732

4404 6,83 46,9 2,0636

3750 313,97 54,7 2,4068

Poecilimon luschani luschani 4407 165,98 58,7 2,5828

4420 2923,79 57,4 2,5256

Poecilimon luschani 4423 300,24 123 5,412

chonanovi

Poecilimon luschani birandi 4429 - 78,8 3,94

4.2. Edinilen Yeni Nesil Dizileme Uriinleri

Yeni nesil dizileme uygulamalarindan sonra elde edilen veri GENEIOUS v. R9
programina aktarilmigtir. 1. major tiirii i¢in Isophya sp. ‘nin nad2 geni (Genbank erigim
no: KX026782.1; Chobanov vd. 2016), P. luschani i¢in P.luschani chobanovi’ nin cox1
geni (Genkbank erisim no: KF379541.1; Boztepe vd. 2013) referans genler olarak
secilmigtir. Bu segilen diziye gore ham veri setinden her bir 6rnek igin mt-genomun
cekilme islemi yapildi ve elde edilen bu ilk diziler konsensus olarak kaydedilip bir
sonraki isleminde referans dizi olarak kullanilarak yapilmistir. Her referansa gore
okumalardan dizi ¢ekme isleminde elde edilen konsensus bir oncekine gore daha da
uzatilarak her islemde adim adim mt-genoma ulasildi ve tiimii basariyla sonuglandi. Her
bir 6rnek i¢in elde edilen mt-genom uzunluklar1 Cizelge 4.2°de verilmistir.
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Cizelge 4.2. GENEIOUS programi ile her bir 6rnek i¢in elde edilen mt-genom
uzunluklari

Laboratuvar Ornek | Total Mt-genom biiyiikliigii

Tiir Ismi Numarasi (be)
4398 15.726
4400 15.738
Isophya major 4401 15.725
4402 15.731
4404 15.724
3750 15.574
Poecilimon luschani
luschani 4407 15,569
4420 15.574
Poecilimon luschani
chonanovi 4423 15.574
Poecilimon luschani
birandi 4429 15571

Total mt-genom uzunlugu |. major tiiri i¢in 15.724 bg ile 15.738 bg arasinda, P.
luschani tiirii i¢in 15.569 bg ile 15.574 bg arasinda degiskenlik gostermistir. Her tiir i¢in
elde edilen 5’er ornekten konsensiis mt-genom dizisi elde edilmistir. Daha sonra elde
edilen tahmini konsensiis mt-genom dizisine ulagildiktan sonra her bir tiir i¢in ayr1 ayri
gen karakterizasyonu basamagina gegilmistir.

4.3. Mt-Genom Karakterizasyonu
4.3.1. Isophya major tiiriiniin mt-genom karakterizasyonu

I. major tiiriniin 15.724 b¢ uzunlugunda total mt-genomu elde edilmistir.
Genom karakterizasyonu yapilan bu tliriin toplamda 37 gen (13 PKG, 22 tRNA ve 2
rRNA geni) ve A+T’ce zengin bolgeden olusmaktadir. Bu genlerin 15 tanesi hafif
zincirde (N), 22 tanesi ise agir zincirde (J) bulunmaktadir (Cizelge 4.3.).

Genlerin genom igerisindeki yerlesimleri ve transkripsiyon yonleri daha dnce
rapor edilen ve en yakin atasal (Pancrustaceae) mt-genom olan 6nemli 6l¢iide benzerlik
sergilemistir. Genom yerlesimleri sirasiyla trnl, trnQ trnM, nad2,trnW, trnC, trnY,cox1,
trnL2, cox2, trnK, trnD, atp8, atp6, cox3, trnG, nad3, trnA, trnR, trnN, trnS1, trnE,
trnF, nad>b, trnH, nad4, nad4l, trnT, trnP, nad6, cytb, trnS2, nadl, trnL1,16S rrnL, trnV,
12S rrnS ve A+T’ce zengin bolge seklindedir. I. major tiiriinde gen yerlesimi ayrica gen
dizilimlerinde de atasal mt-genomla farklilik rastlanmamis olup yalnizca ek olarak
tekrar eden bir bolge bulunmaktadir.

4.3.1.1. Protein kodlayan genlerin karakterizasyonu

PKG’lerin toplam biiyiikliiglindeki 11.218 bg¢ oldugu saptanmistir. PKG’lerin
toplamda 4.322 bg biiyiikligiindeki nad5, nad4, nad4L ve nadl genleri hafif zincirden
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ve 6.896 bg¢ uzunlugunda olan atp6, atp8, cytb, coxl, cox2, cox3, nad2, nad3 ve nad6
genleri ise agir zincirden kodlanmaktadir. Bu sinamalar sonrasinda, tiim PKG’lerin
baglama ve bitis kodonlar1 belirlenmistir (Cizelge 4.3). Dizi bilgisi elde edilen
PKG’lerden alt1 tanesi (Cox2, atp6, cox3, nad4, nad4l ve cytb) ATG baslangi¢ kodonunu
kullanirken, ti¢ tanesi (atp8, nad3 ve nad6) ATC baslagi¢c kodonunu, iki tanesi (Cox1 ve
nad5) ATT baslangi¢ kodonunu kullanmaktadir. Ayrica nad2 ATA baslangi¢ kodonunu
ve nadl TTG baslangic kodonunu kullandigi goriilmiistiir. nadé ve atp6 genleri
sonlanma kodonu olarak tamamlanmamis TA kodonunu, cox2, nad5 ve nad4 genleri ise
sonlanma kodonu olarak tamamlanmamis T--kodonunu kullanmaktadir. Diger 8 PKG
ise standart TAA sonlanma kodonunu kullanmaktadir (Cizelge 4.3). Tiim PKG’lerin
gen yerlesimleri daha oOnceden rapor edilen atasal mt-genom ile benzer sekilde
bulunmustur. En kisa PKG 168 bg uzunlukta atp8, en uzun PKG ise 1.735 bg¢ uzunlugu
ile nad5 geni olarak gozlenmistir.

4.3.1.2. TransferRNA genlerinin karakterizasyonu

I.major mt-genomunda 1.457 bg¢ uzunlugunda toplam 22 tRNA geni
saptanmigtir. Bu genlerin 12 tanesi toplam 794 bg¢ uzunlugundadir ve agir zincirden

kodlanirken, 10 tanesi toplam 663 b¢ uzunlugundadir ve hafif zincirden kodlanmaktadir
(Cizelge 4.3).

tRNA genlerinin uzunluklar1 63 bg (trnT) ile 71 bg (trnV) arasinda degiskenlik
gostermektedir. tRNA genleri trnS1 hari¢ biiyiik bir cogunlugu mitokondriyal tRNA
genleri i¢in Onerilen tipik dort kollu (yonca yapragy) ikincil yapiy1 olusturmaktadir.

tRNA genleri ikincil yapilar1 totalde 28 tane yanlis eslesme icermektedir.
Bunlardan 9 tanesi, D-kolunda yer alan G-U ve U-G yanlis eslesmeleridir. Akseptor
kolda 8 (G-U ve U-G), antikodon kolunda 7 (G-U ve U-G) ve T¥C kolunda ise 4 adet
(G-U ve U-G) yanlis eslesme belirlenmistir (Ek 2).

4.3.1.3. Ribozomal RNA genlerinin karakterizasyonu

I. major tiirliniin mt-genomuda rrnS geninin 787 b¢ uzunlugunda ve trnV ile
A+T’ce zengin bolge arasinda oldugu tespit edilmis olup % 67,7 A+T igerigine sahiptir.
Diger rRNA geni olan rrnL geni ise 1.303 b¢ uzunlugunda ve trnL1 ile trnV arasinda
olup %70,6 A+T igerigine sahip oldugu tespit edilmistir. Her iki mitokondriyal rRNA
geni de hafif zincir tarafindan kodlanmaktadir.
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4.3.1.4. Kodlama yapmayan bélgelerin karakterizasyonu

I. major mt-genomunda genler arasi bolgelerde toplamda 275 bg biiyiikliiglinde
kodlama yapmayan bdlge saptanmistir. Bu bdolgelerden en biiylik olant 183 bg
uzunlugunda ve trnR ile trnN arasinda yer almak olup % 77,6 A+T igerigine sahiptir.
Bu bolge genom igerisinde tarama yapildiginda baska bolgelerle benzerlik
gostermemektedir. Bu bolge 50 ve 54 bg¢ uzunlugunda iki tane tekrar bolgesinden
olusmaktadir (Sekil 4.1). Ayrica BLASTSearch opsiyonu iizerinden tarama yapildiginda
herhangi bir benzerlik saptanmamustir.

6120 6,140 5,160 £,180 6200 6730 L
5,120 6,140 6,150 &,150 5,200 5220 &lza0

Sekil 4.1. I. major tiirlinde mt-genom iginde bulunan tekrar bolgesi
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Cizelge 4.3. |. major tiiriiniin mt-genom &zeti

Gen | Zincir Baslangic  Bitis Boyut Sonrakigenle Baslama Bitis  Anti
baz cifti baz¢ifti (b¢) arasindakibolge kodonu kodonu kodon

trnl J 1 66 66 7 GAT
trnQ N 74 141 68 7 TTG
trnM J 149 215 67 3 CAT
nad?2 J 219 1235 1017 1 ATA TAA

trnW J 1237 1304 68 -8 TCA
trnC N 1297 1361 65 2 GCA
trnY N 1364 1427 64 -11 GTA
coxl J 1417 2958 1542 5 ATT TAA
trnL2| J 2964 3028 65 -2 TAA
cox2 J 3027 3720 694 0 ATG T--

trnK J 3721 3790 70 -1 CTT
trnD J 3790 3854 65 -3 GTC
atp8 J 3852 4019 168 -7 ATC TAA

atp6 J 4013 4689 677 0 ATG TA-

cox3 J 4690 5478 789 4 ATG TAA

trnG J 5483 5546 64 -3 TCC
nad3 J 5544 5897 354 16 ATC TAA

trnA J 5914 5977 64 8 TGC
trnR N 5986 6051 66 23 TCG
Tkl J 6075 6124 50 -28

Tk2 J 6097 6150 54 1
Tk2.1| J 6152 6205 54 -21
Tk1.1| J 6185 6234 50 0

trnN J 6235 6299 65 -5 GTT
trnS1| J 6295 6363 69 3 GCT
trnE J 6367 6433 67 -2 TTC
trnF N 6432 6495 64 -3 GAA
nads| N 6493 8227 1735 0 ATT T--

trnH N 8228 8292 65 -3 GTG
nad4 | N 8290 9628 1339 -7 ATG T--

nad4l| N 9622 9918 297 7 ATG TAA

trnT J 9926 9988 63 -1 TGT
trnP N 9988 10053 66 -2 TGG
nad6 J 10052 10569 518 0 ATC TA-

cytb J 10570 11706 1137 2 ATG TAA

trnS2| J 11709 11777 69 22 TGA
nadl| N 11800 12819 951 3 TTG TAA
trnL1| N 12754 12819 66 0 TAG
rrnL N 12820 14122 1303 0

trnV N 14123 14193 71 0 TAC
rrnS N 14194 14980 787 0

A+T 14981 15724 744 0
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Bu uzun tekrar bolgesini icermesinden dolay1 olas1 yanlis dizilenme olasiligina karsi 3
defa 6rnek basina ham veri setinden her bir 6rnek igin mt-genomun ¢ekilme islemi ayri
ayr1 yapilmis olup mt-genoma ait okumalarin ¢ekilmesi kademeli olarak uzatilarak
yapilmistir. Ancak calisilan her 5 6rnekte de kodlama yapmayan bu uzun bolge (183 bg)
mt-genomda saptanmustir.

Uzun sayilabilecek kodlama yapmayan diger bolgeler ise biri trnS2 ile nadl
arasinda bulunan 22 bg¢ uzunlugunda ve ikincisi nad3 ile trnA arasindal6 bg
uzunlugundaki kisimlardir. Sonrasinda trnl-trnQ (7 bg), trnQ-trnM (7 bg), trnM- nad?2
(3 bg), nad2- trnW (1bg), trnC- trnY (2 bg), cox1- trnL2 (5 bg), cox3- trnG (4 bg), trnA-
trnR (8 bg), nadl- trnL1 (3 bg), cytb-trnS2 (2 bg), nad4l- trnT (7 bg), trnS1- trnE (3 bg),
trnW-trnC (1 bg) ve trnM-nad2 (1bg) biiylikliigiinde genler arasi kodlama yapmayan
bolgeler saptanmugtir.

4.3.1.5. Ust iiste gelen bolgelerin karakterizasyonu

I. major mt-genomunda 14 bolgede genlerin st liste geldigi saptanmistir. Bu
cakisan bolgeler trnW —trnC (8bg), trnY-cox1 (11 bg), trnL2- cox2 (2bg), trnK-trnD (1
be), trnD- atp8(3 bg), atp8-atp6 (7 bg), trnG- nad3 (3 bg), trnN- trnS ( 5 bg), trnE- trnF
(2 bg), trnF- nad5 (3 bg), trnH-nad4 (3 bg), nad4- nad4l (7 bg), trnT- trnP (1 bg) ve
trnP- nad6 (2 bg) genleri arasindadir. trnW ve trnC genleri arasinda “CCTTAGTA”
motifi, trnY ve coxl genleri arasinda “ATTCTACCGCA” motifi, atp8 ve atp6 genleri
arasinda “ATGATAA” motifi, trnN ve trnS1lgenleri arasinda “AGAAA” motifi, nad4
ve nad4l genleri arasinda “TTAACAT” motifi gozlenmistir. 3 bazlik ¢akigsma trnD-
atp8 ve trnG- nad3 genleri arasinda “ATC” motifi, trnF- nad5 ve trnH-nad4 genleri
arasinda “AAA” motifine rastlanmistir. iki bazlik ¢akisma trnL2- cox2 ve trnP- nad6
genleri arasinda “AT” motifi, trnE- trnF genleri arasinda “TT” motifine rastlanmis, son
olarak trnK- trnD genleri arasinda “A” motifi, trnT- trnP genleri arasinda “G” motifinde
tek bazlik ¢akisma bulunmustur.

4.3.1.6. A+T’ce zengin kodlama yapmayan bolgenin karakterizasyonu

I. major tiirinde A+T’ce zengin bolgesi,%78 A+T igerigiyle 744 bg
uzunlugundadir ve trnl ile rrnS arasinda yerlesmistir. Bu bolge igerisinde yer alan ve
replikasyonda gorevli tahmini yapilar 304.-427. bazlar1 arasinda yer almaktadir. A+T’ce
zengin kodlama yapmayan bolgede tRNA kalintilar1 da aranmis ancak herhangi bir
tRNA kalintisina rastlanmamaistir.
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4.3.1.7. Mt-Genomun niikleotid ve aminoasit kompozisyonu

I. major mt-genomunun niikleotid kompozisyonu, her bir PKG igin total
niikleotid kompozisyonu ile 1., 2. ve 3. kodon kompozisyonlar1 hesaplanmistir (Cizelge
4.4 ). Buna gore en yiiksek %AT igerigine sahip gen atp8 (%72,6) ve bunu nad4l geni
(%71,0) takip etmekte olup, en diisiik %AT icerigine sahip gen ise cox1(%59,7) dir.
PKG’lerin ortalama %AT orani ise %65,4 olarak bulunmustur. Kodon pozisyonlari
bakimindan incelendiginde ise, PKG’lerin ortalama en yiiksek %AT oranin1 3. kodon
pozisyonunda (%70,2) gozlenirken, bu oran 2.kodon pozisyonunda %63,6 ve 1.kodon
pozisyonunda ise %62,3 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.4). Her bir PKG igin
aminoasit kompozisyonu belirlenerek igerdikleri aminoasitler kompozisyonel olarak
hesaplanmistir (Cizelge 4.5). Ortalama olarak en fazla kullanilan aminoasit %16,81 ile
16sin iken, bu aminoasiti sirayla serin ve fenilalanin aminoasitlerinin takip ettigi
saptanmigtir. En az kullanilan aminoasitler ise sirayla sistein, arjinin, aspartik asit ve
lizin’dir. Bazi PKG’lerde sistein, glisin, histidin, prolin, arjinin ve tirozin
aminoasitlerinin  kullanilmadigi  saptanmistir. Bu PKG’lerden atp8 geninde
kullanilmayan dort (Sistein, Glisin, Histidin, Arjinin) aminoasit bulunmustur. Diger
genler de ise coxl (Sistein), nad3 (Triptofan), nad4l (Prolin) ve nadl (Histidin)
genlerinde birer aminoasitin kullanilmadig1 saptanmustir.

PKG’lerin total dizisi tizerinden RSCU degeri hesaplanmis ve bdylece en ¢ok
kullanilan tRNA ile en ¢ok kullanilan kodon belirlenmistir (Cizelge 4.6). Buna gore en
cok kullanilan aminoasit yine 10sin amino asitidir. Sonrasinda serin, fenilalanin, izoldsin
ve glisin aminoasitleri en ¢ok kullanilan aminoasitler arasinda yer almaktadir.
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Cizelge 4.4. 1.major tiiriinde PKG’ler ve kodon pozisyonlarinin niikleotid kompozisyonlari (Sar1 renk: Total mt-genomda ortalama %AT
igcerigi, Mavi renk: En yiiksek AT icerigine sahip gen ve Kirmizi renk: En az AT igerigine sahip gen)

.. Kodonun Kodonun Kodonun
Tiim gende total . . .
1.pozisyonunda 2.pozisyonunda 3.pozisyonunda
=
PKG % | C% | A% | G% | AT | T-1 [ C-1 | A1 | G1 | %AT | T2 | C2 | A2 | G2 | %AT | T3 | C3 | A3 | G3 | %AT

nad6 35,7 253 | 324 6,6 68,1 301 | 191 | 393 | 116 694 [503 243|191 | 64 69,4 26,7 1326 390 | 17 65,7

nad5 423] 93 26,7 | 21,7 | 690 | 375 | 79 | 292 | 254 66,7 47,2 | 16,4 | 180 | 183 65,2 422 | 35 [ 330 ] 213 | 752
nad4l 481 71,7 229 | 212 | 710 | 424 | 91 | 263 | 222 68,7 56,6 | 101 | 17,2 | 16,2 73,8 455 | 40 | 253 | 253 | 70,8
nad4 450| 85 247 | 218 | 69,7 | 445 | 81 | 246 | 228 69,1 480 | 141 | 175 | 204 65,5 424 | 34 [ 321|222 | 745
nad3 36,7) 206 | 311 | 116 | 678 [331 | 144 | 331 | 195 66,2 50,0 | 21,2 | 169 | 119 66,9 27,1 | 263 | 432 | 34 70,3
nad2 348| 243 | 306 | 103 | 654 [336 | 192 | 330 | 14,2 66,6 46,0 | 26,0 | 17,1 | 10,9 63,1 248 | 27,7 | 416 | 59 66,4
nadl 4491 91 22,7 | 232 | 676 | 423 | 73 | 240 | 265 66,3 479 | 174 | 16,7 | 18,0 64,6 445 | 28 | 274 | 252 | 719

cytb 33,7 254 | 281 | 128 | 618 | 27,7 | 219 | 285 | 219 56,2 42,0 | 224 | 224 | 13,2 64,4 314 [ 319|335 ] 32 64.9

cox3 316 ] 256 | 292 | 13,7 | 608 | 304 | 213 | 251 | 232 55,5 36,9 | 259 | 205 | 16,7 574 274 1 29,7 1418 | 11 69,2

cox2 303 239 | 334 | 124 | 63,7 | 211 | 228 | 349 | 211 56,0 37,7 | 251 | 255 | 11,7 63,2 32,0 | 238 | 398 | 43 718

cox1 319 | 247 | 278 | 156 24,7 1 20,2 | 28,0 | 27,0 52,7 411 | 249 | 17,7 | 16,3 58,8 30,0 | 29,0 | 37,7 | 3.3 67,7

atp8 36,3| 202 | 36,3 7,1 446 | 143 | 339 7,1 78,5 411 | 196 | 268 | 125 67,9 232 | 268 | 482 | 18 71,4

atp6 326 266 | 294 | 114 | 620 | 243 | 248 | 332 | 177 57,5 44,7 | 26,5 | 155 | 133 60,2 289 | 284 [ 396 | 31 68,5

ort 374 | 186 | 28,0 | 160 | 654 | 33,1 | 157 | 29,2 | 22,0 62,3 448 | 21,1 | 188 | 154 63,6 34,2 | 19,0 | 36,0 | 10,8 70,2
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Cizelge 4.5. . major’da PKG’lerin aminoasit kompozisyonu (Yesil, en az kullanilan aminoasitler; Mavi, en fazla kullanilan aminoasitler;
Sar1: kullanilmayan aminoasitler)

Ala | Cys | Asp | Glu | Phe | Gly | His lle Lys | Leu | Met | Asn | Pro | GIn | Arg | Ser | Thr | Val | Trp | Tyr | Total

nad2 444 10591059 | 207|799 | 414|178 799 | 2,96 |20,12| 7,10 | 4,14 | 385 | 2,66 | 0,59 | 12,13 | 8,28 | 2,96 | 296 | 2,66 | 338

cox1l 7211000 |29 |175| 741 | 916 | 312 | 9,16 | 1,17 | 1365|487 | 3,12 | 546 | 2,14 | 156 | 799 | 7,02 | 6,04 | 2,92 | 3,31 | 513

cox2 3,90 | 0,87 | 433|390 | 649 | 346 | 3,03 | 8,66 | 1,30 |12,55| 4,33 | 6,06 | 4,76 | 3,46 | 3,03 | 519 [1299| 563 | 2,60 | 3,46 | 231

atp8 182000182182 1091| 0,00 | 0,00 | 1091 | 3,64 [14,55| 3,64 | 9,09 | 545 | 545 | 0,00 |16,36| 1,82 | 1,82 | 7,27 | 3,64 | 55

atpé 6,67 10441044 | 1,78 | 7,56 | 444 | 2,67 | 6,67 | 1,33 |1956 | 6,67 | 533 | 533|178 | 133 |11,11| 8,44 | 4,44 | 2,22 | 1,78 | 225

cox3 7,63 1038]115)|267 916 | 725|573 | 8,78 | 038 )1145|305|305|534 305|153 840 | 725 | 458 | 496 | 4,20 | 262

nad3 513 1085|256 | 427 (1197|256 | 0,85 |1453| 342 1368|513 | 342|342 171|256 | 940 | 513 | 513 | 427 | 0,00 | 117

Le

nad5 554 1156|208 260|727 | 709104 | 6,75 | 156 16,96 | 8,13 | 3,98 | 2,42 | 2,08 | 1,21 |11,42| 294 | 8,13 | 2,60 | 467 | 578

nad4 426 | 2911112 | 202|785 | 785|157 | 471 |224|2063| 717 | 291|247 112|157 | 964 | 269 | 762 | 3,14 | 6,50 | 446

nad4l | 2,04 | 408 | 2,04 | 2,04 | 10,20 | 6,12 | 2,04 | 5,10 | 2,04 | 22,45| 9,18 | 3,06 | 0,00 | 3,06 | 204 | 7,14 | 408 |10,20| 1,02 | 2,04 | 98

nad6 2331116 116 | 174|988 | 1,74 | 1,74 |1163| 291 | 19,77 | 465 | 465 | 465 | 291 | 058 | 6,40 | 13,37 | 465 | 0,58 | 3,49 | 172

cytb 582|079 (317 | 0,79 | 7,94 | 661 | 317 | 9,79 | 2,12 |1508| 3,70 | 556 | 582 | 2,12 | 212 | 450 | 6,88 | 556 | 3,17 | 5,29 | 378

nadl 570 1222|158 348|981 | 696|000 | 6,01 | 2,22 |18,67| 4,75 | 253|316 |127 222|949 | 3,80 | 886 | 1,90 | 538 | 316

ort | 501 | 1,82 | 1,69 | 2.28 820 625 | 217 | 7.94 | 1,88 [688) 577 | 4,00 | 4,02 | 2.20 [ 158 898 6.25 | 6.19 | 2,87 | 408 | 2868
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Cizelge 4.6. |.major tiiriinde PKG’lerin goreli sinonim kodon kullanimlar1 (RSCU)

aa| kodon | say1 | RSCU | aa | kodon | say1 | RSCU | aa | kodon | say1 | RSCU | aa | kodon | say1 | RSCU
2 UuuU 146 1,24 UCu 5.3 1,65 s UAU 8,1 1,38 o UGA 7.0 1.70
& uucC 8,9 0,76 s UCC 3.6 1,12 = UAC 3,6 0,62 = UGG 1.2 0.30
3 UUA 23,1 2,87 @ UCA 6.0 1,86 % CAU 3,7 1,19 CGU 1,2 1,02
- UuG 8,5 1,05 UCG 0.8 0,26 CAC 2,5 0,81 o CGC 0,5 0,47
Cuu 4.7 0,58 CCU 5,7 1,97 c CAA 55 1,73 < CGA 19 1,69
3 CUC 3,7 0,46 o CCC 2,2 0,75 © CAG 0,8 0,27 CGG 0,9 0,81
~cuA 77 09 “ cca 28 09 c AAU 75 130 AGU 43 134
CUG 06 0,08 CCG 09 0,32 < AAC 40 0,70 = AGC 08 024
@ AUU 149 131 ACU 55 1,22 ¢ AAA 3,1 1,14 @ AGA 4,1 1,27
~ AUC 78 0,69 = ACC 48 1,08 ~  AAG 23 0,86 AGG 08 0,26
£ AUA 12,6 1,53 = Aca 68 151 2 GAU 35 1,26 GGU 42 0,93
= AUG 39 047 ACG 08 0,19 < GAcC 21 0,74 > GGC 1,9 043
GUU 6,9 1,56 GCU 55 1,44 > GAA 50 1,53 © GGA 7,2 1,60
= GUC 2,7 0,61 o GCC 4,8 1,24 © GAG 1,5 0,47 GGG 4,7 1,05
> GUA 6,4 1,44 < GCA 3,8 0,98 ¢ UGU 2,8 1,60 2 UAA 0.6 2,00
GUG 1,8 0,40 GCG 1,3 0,34 © UGC 0,7 0,40 Z UAG 0.0 0,0
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Sekil 4.2. I. major tiiriiniin halkasal total mt-genomu (PKG’ler sar1 renk, tRNA genleri
pembe renk, rRNA genleri kirmizi renk ve A+T’ce zengin bolge gri renk ile ifade
edilmistir)
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4.3.2. Poecilimon luschani tiiriiniin mt-genom karakterizasyonu

P. luschani tiirii i¢in 15.568 b¢ uzunlugunda bir mt-genom elde edilmistir. Gen
karakterizasyonu yapilan tiiriin toplamda 37 gen icerdigi gézlemlenmistir. Bunlar 13
PKG, 22 tRNA ve 2 rRNA geninden olugsmaktadir. Ayrica A+T’ce zengin kodlama
yapmayan bolgede bulunmaktadir. Bu genlerin 15 tanesi hafif zincirde (N) bulurken, 22
tanesi agir zincirde (J) yer almaktadir. Genlerin genom igerisindeki lokasyonlar1 daha
once rapor edilen atasal pankrustase mt-genomuyla benzerlik gostermektedir. Genom
yerlesimleri sirasiyla trnl, trnQ trnM, nad2,trnW, trnC, trnY,cox1, trnL2, cox2, trnK,
trnD, atp8, atp6, cox3, trnG, nad3, trnA, trnR, trnN, trnS1, trnE, trnF, nad5, trnH,
nad4, nad4l, trnT, trnP, nad6, cytb, trnS2, nadl, trnL1,16S rrnL, trnV, 12S rrnS ve
A+T’ce zengin bolge seklindedir.

4.3.2.1. Protein kodlayan genlerin karakterizasyonu

PKG’lerin sinirlari, baglangic ve bitis kodonlarinin belirlenmesiyle toplamda
11.212 bg¢ uzunlugunda oldugu saptanmistir. PKG’lerin toplamda 4.316 b¢ uzunlugunda
olan nad5, nad4, nad4L ve nadl genleri hafif zincirden ve toplam olarak 6896 bg
uzunlugunda olan diger dokuz PKG nad2, nad3, nad6, cytb, coxl, cox2, cox3, atp6 ve
atp8 ise agir zincir tarafindan kodlanmaktadir.

Bu smamalar sonrasinda tiim PKG’lerin aminoasit dizisi baslama ve bitig
kodonlar belirlenmistir (Cizelge 4.7). Dizi bilgisi elde edilen PKG’lerden cox1, atp8,
nad3, nad5, nad6 ve nadl genleri ATT baslangi¢ kodonunu kullanirken, cox2, atp6,
cox3, nad4, nad4l ve cytb genleri ATG baslangi¢ kodonunu kullandigi saptanmustir.
Ayrica nad2 geninde ATA baslama kodonu kullandig1 goriilmiistiir. cox2, nad5, nad4,
nad6, cytb genleri bitis kodonu olarak tamamlanmamis T--, TT ve TA kodonlarini
kullanmaktadir. nadl geni TAG sonlanma kodonu kullanmakta olup diger 7 gen ise
standart TAA sonlanma kodonu kullanmaktadir. Tiim PKG’lerin gen yerlesimleri daha
once rapor edilen atasal pankrustase mt-genom ile ortiismektedir. En kisa PKG 168 bg
uzunluk ile atp8, en uzun PKG ise 1.732 b¢ uzunlugu ile nad5 genidir.

4.3.2.2. Transfer RNA genlerinin karakterizasyonu

P.luschani mt-genomunda 1.466 b¢ uzunlugunda toplam 22 tRNA geni elde
edilerek lokasyonlar1 belirlenmistir. Bu genlerin 9 tanesi (594 bg) hafif zincirden, kalan
13 tanesi (872 bg) agir zincir tarafindan kodlanmaktadir. tRNA genlerinin uzunluklar
64-71 bg arasinda degiskenlik gostermektedir. En uzun tRNA geni trnV (71 bg) ve en
kisa tRNA geni olarak trnR, trnF ve trnT (64 bg) olarak belirlenmistir. tRNA genleri
trnS1 hari¢ biiyiikk bir ¢ogunlugu mitokondriyal tRNA genleri i¢in Onerilen tipik dort
kollu (yonca yapragi) ikincil yapiya sahiptir. P. luschani tiiriinde alisilmamis antikodon
kullanim1 gozlenmemistir. tRNA genleri ikincil yapilari totalde 26 tane yanlhs eslesme
igcermektedir. Bunlardan 9 tanesi, D-kolunda yer alan G-U ve U-G yanlis eslesmeleridir.
Akseptor kolda 6 (G-U ve U-G), TYC kolunda 6 (G-U, U-G ve U-U) ve antikodon
kolunda ise 5 adet (G-U ve U-G) yanlis eslesme belirlenmistir (Ek 2).
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Cizelge 4.7. P.luschani tiiriiniin mt-genom 6zeti

Gen | Zincir Baslangic Bitis Boyut Sonraki  genle Baslama Bitis Anti
baz cifti  bazcifti (b¢) arasindaki bolge kodonu kodonu kodon

trnl |J 1 68 68 14 GAT

trnQ |N 83 150 68 10 TTG

trnM |J 161 226 66 4 CAT

nad2 |J 231 1247 1017 O ATA TAA

trnW |J 1248 1315 68 -8 TCA

trnC |N 1308 1372 65 3 GCA

trnY |N 1376 1441 66 -10 GTA

coxl |J 1432 2973 1542 4 ATT TAA

trnL2 |J 2978 3043 66 -1 TAA

cox2 |J 3043 3736 694 -1 ATG T--

trnK |J 3736 3805 70 -1 CTT

trnD |J 3805 3871 67 -2 GTC

atp8 |J 3870 4037 168 -7 ATT TAA

atpé |J 4031 4708 678 3 ATG TAA

cox3 |J 4712 5500 789 5 ATG TAA

trnG |J 5506 5570 65 -2 TCC

nad3 |J 5569 5922 354 6 ATT TAA

A |J 5929 5995 67 0 TGC

trnR | N 5996 6059 64 19 TCG

trnN |J 6079 6143 65 -5 GTT

trnS1 |J 6139 6208 70 2 GCT

trngE |J 6211 6277 67 -2 TTC

trnF | N 6276 6339 64 -2 GAA

nad5 |N 6338 8069 1732 0 ATT T--

trnH |N 8070 8134 65 0 GTG

nad4 | N 8135 9473 1339 -7 ATG T--

nad4l | N 9467 9763 297 6 ATG TAA

trnT |J 9770 9833 64 -1 TGT

trnP | N 9833 9897 65 -1 TGG

nadé |J 9897 10414 518 0 ATT TT-

cytb |J 10415 11550 1136 O ATG TA-

trnS2 | J 11551 11619 69 22 TGA

nadl |N 11642 12589 948 3 ATT TAG

trnL1 | N 12593 12658 66 0 TAG

rrnL | N 12659 13968 1310 O

trnV | N 13969 14039 71 0 TAC

rrnS | N 14040 14829 790 O

A+T 14830 15568 739 0
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4.3.2.3. Ribozomal RNA genlerinin karakterizasyonu

Hem rrnL hem de rrnS’in mt-genom igerisindeki diizeni korunmustur ve her
ikisi de hafif zincirde yerlesmislerdir. rrnS geni 790 b¢ uzunlugunda ve trnV ile A+T’ce
zengin bolge arasinda oldugu olup %70 A+T igerigine sahiptir. Diger rRNA geni olan
rrnL geni ise 1.310 b¢ uzunlugundadir ve trnL1 ile trnV arasinda olup %73,5 A+T
igerigine sahip oldugu bulunmustur.

4.3.2.4. Kodlama yapmayan bolgelerin karakterizasyonu

P. luschani mt-genomunda major kodlama yapmayan bolge disinda, genler arasi
bolgelerde toplamda 101 bg biiyiikliigiinde kodlama yapmayan bolge saptanmistir. Bu
bolgelerin uzunluklari 2 b¢ ile 22 bg arasinda degiskenlik gostermektedir. Bu
bolgelerden en biiyiik olan1 22 b¢ uzunlugunda ve trnS2 ile nadl arasinda saptanmustir.
Diger kodlama yapmayan bolgeler trnl- trnQ (14 bg), trnQ- trnM (10 bg), trnM- nad?2
(4 bg), trnC- trnY (3 bg), cox1- trnL2 (4 bg), atp6-cox3 (3 bg), cox3- trnG (5 bg), nad3-
trnA (6 bg), trnR-trnN (19 bg), trnS1- trnE (2 bg), nad4l- trnT (6 bg) ve nadl- trnL1 (3
be) biiyiikliigiinde genler aras1 kodlama yapmayan bolgeler saptanmustir.

4.3.2.5. Ust iiste gelen bolgelerin karakterizasyonu

P.luschani mt-genomunda 14 boélgede genlerin st iiste geldigi saptanmustir. Bu
cakisan bolgeler trnW- trnC (8 bg), trnY- cox1 (10 bg), trnL2- cox2 (1 bg), cox2- trnK (1
be), trnK- trnD (1 bg), trnD-atp8 (2 bg), atp8- atp6 (7 bg), trnG- nad3 (2 bg), trnN-
trnS1( 5 bg), trnE- truF (2 bg), trnF- nad5(2 bg), nad4- nad4l (7 bg), trnT- trnP (1 bg)
ve trnP- nad6 (1 bg) genleri arasindadir. trnW ve trnC genleri arasinda “GCCTTAGT”,
trnY ve coxlgenleri arasinda “ATTCTACCGC” , atp8 ve atp6 genleri arasinda
“ATGATAA”, trnN ve trnS1 genleri arasinda “AGAAA”, nad4 ve nad4l genleri
arasinda “TTAACAT” motiflerinde ¢akisma gdzlenmistir. Iki bazlik ¢akisma olan trnD-
atp8 ve trnG- nad3 genleri arasinda “AT” motifi, trnE- trnF genleri arasinda “CT”,
trnF- nad5 genleri arasinda “AA” motifi bulunmustur. Son olarak tek bazlik ¢akisma
igeren trnL2- cox2, trnT- trnP, trnP- nad6 genleri arasinda “4”, cox2- trnK genleri
arasinda “T” trnK- trnD genleri arasinda “G” motifi gézlenmistir.

4.3.2.6. A+T’ce zengin kodlama yapmayan bolgenin karakterizasyonu

P.luschani tiirinde A+T’ce zengin bolgesi,%78,9 A+T igerigiyle 739 bg
uzunlugundadir ve trnl ile rrnS arasinda yerlesmistir. Bu bolge icerisinde yer alan
replikasyonda gorevli tahmini yapilar 20.-62. bazlar arasinda ve 294.-430.bazlar
arasinda oldugu bulunmustur.
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4.3.2.7. Mt-Genomun niikleotid ve aminoasit kompozisyonu

P.luschani mt-genomunun niikleotid kompozisyonu, her bir PKG igin total
niikleotid kompozisyonu ile 1., 2. ve 3. kodon kompozisyonlar1 hesaplanmistir (Cizelge
4.8). Buna gore en yiliksek %AT igerigine sahip gen nad4l (%75,8) ve bunu atp8 geni
(%72,0) takip ederken, en diisiik %AT igerigine sahip gen ise cox3 (% 62,9) geni olarak
bulunmustur. Kodon pozisyonlar1 agisindan degerlendirildiginde, PKG’lerin ortalama
en yiksek %AT oranini 3.kodon pozisyonuunda (%78,5), sonrasinda ise 2.kodon
pozisyonunda (%64,4) icerdigi hesaplanmistir. En diisik %AT oran1 ise 1.kodon
pozisyonunda (%62,7) bulunmustur (Cizelge 4.8).

PKG’lerin her biri i¢in aminoasit kompozisyonu belirlenerek, yapida en ¢ok
bulunan aminoasitler hesaplanmistir (Cizelge 4.9). Buna gore, ortalama en fazla
kullanilan aminoasitin %16,61 ile losin oldugu saptanmistir. Sonrasinda ise sirayla,
treonin ve fenilalanin aminoasitlerinin takip ettigi saptanmistir. En az kullanilan
aminoasitler ise sirayla sistein, arjinin ve aspartik asit’tir. Baz1 PKG’lerde sistein, glisin,
histidin, prolin ve arjinin aminoasitlerinin kullanilmadigi saptanmistir. Bu PKG’lerden
atp8 geninde kullanilmayan {i¢ (Sistein, Glisin ve Arjinin) aminoasit bulunmustur.
Diger genler de ise coxl (Sistein), nad4l (Prolin) ve nadl (Histidin) genlerinde bir
aminoasit kullanilmadig1 saptanmistir.

PKG’lerin total dizisi iizerinden RSCU degeri hesaplanmis ve bdylece en ¢ok
kullanilan tRNA ile en ¢ok kullanilan kodon belirlenmistir (Cizelge 4.10). Buna gore en
cok kullanilan aminoasit yine 16sin amino asitidir. Sonrasinda serin, fenilalanin, izoldsin
ve valin aminoasitleri en ¢ok kullanilan aminoasitler arasinda yer almaktadir.
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Cizelge 4.8. P.luschani tiirinde PKG’ler ve kodon pozisyonlarmin niikleotid kompozisyonlar1 (Sar1 renk: Total mt-genomda ortalama
%AT icerigi, Mavi renk: En yiiksek AT icerigine sahip geni ve Kirmizi renk: En az AT igerigine sahip gen)

Tiim gende total Ko_donun Kc_)donun quonun
1.pozisyonunda 2.pozisyonunda 3.pozisyonunda
PKG T% | C% | A% |[G% |%AT |[T-1 | C-1 | Al |G-1 |%AT |T-2 |C-2 |A2 [G-2 |%AT |T-3 |C-3 |A-3 | G-3 |%AT
nad6 394 (220 |315 |71 |70,9 (324 |20.8 |353 |11.6 |67,7 49,1 |225 |20.2 |8.1 69,3 36.6 [22.7 |39.0 |17 |75,6
nad5 43.1 |88 28.0 [20.2 |71,1 382 |74 |30.6 [23.7 |68,8 46.8 |17.5 |19.8 |159 |66,6 442 |14 |33.6 |20.8 |77,8
nad4l 50.2 |5.7 25,6 |18.5 - 414 |71 |28.3 |23.2 |69,7 56.6 |10.1 |16.2 [17.2 |728 525 |0.0 |32.3 |15.2 |84,8
nad4 45.1 |84 26.6 | 19.9 |71,7 |43.2 |96 |24.6 |[22.6 |67,8 48.4 |14.1 |17.9 |19.5 |66,3 437 |13 |37.2 |17.7 |80,9
nad3 37.6 {20.3 |29.9 |12.1 |675 [314 |17.8 |31.4 |195 |62,8 475 |21.2 |153 |16.1 |62,8 33.9 |22.0 (432 |08 |77,1
nad2 389 |20.7 |311 |92 |70 33.3 |189 |33.6 [14.2 |66,9 48.4 |23.6 |17.4 |10.6 |65,8 35,1 [19.8 |422 |29 |77,3
nadl 45.3 |8.8 253 [20.7 |70,6 |43.0 |7.3 |25.0 [24.7 |68,0 475 |17.7 |18.4 |16.5 |65,9 453 |13 |326 |209 [77,9
cytb 36.0 | 21.6 | 29.4 |13.0 |654 [27.2 |21.4 |28.0 [23.5 |55,2 42,0 |22.4 |219 | 13.7 |63,9 389 [209 384 |19 773
cox3 349 |23.1 |28.0 [141 |62,9 |30.8 |20.9 |24.7 |236 |555 38.0 |24.0 {209 [17.1 |589 35.7 [243 |384 |15 |741
cox2 343 |21.0 |32.7 | 12,0 |67 25,0 |21.1 |315 |224 |56,5 39.4 |225 |26.0 [12.1 |654 38,5 [19.5 |40.7 |13 |79,2
cox1 35.6 {199 |29.1 |15.4 -I 26.1 | 185 |28.4 |27.0 |545 412 |245 |179 |16.3 |59,1 39.5 [16.7 |409 |29 [80/4
atp8 39.3 |196 |32.7 |83 |72 375 |21.4 |286 |125 |66,1 41,1 |19.6 |26.8 |125 |67,9 39.3 [17.9 |429 | 0.0 |82,2
atp6 36.4 |21.8 |30.2 |115 |66,6 |[27.4 |19.9 |33.2 [195 |60,6 451 |26.1 |155 |13.3 |60,6 36.7 [19.5 |420 | 1.8 |78,7
ort 39.6 {163 |28.8 | 153|684 [33.6 |153 [29.1 | 22.0 |62,7 451 |20.6 |19.3 |15.1 |64,4 40.3 |12.8 |38.2 |88 |785
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Cizelge 4.9. P. luschani’de PKG’lerin aminoasit kompozisyonu (Yesil, en az kullanilan aminoasitler; Mavi, en fazla kullanilan
aminoasitler; Sar1, kullanilmayan aminoasitler)

Ala [Cys |[Asp |Glu [Phe |Gly |His [lle Lys |Leu Met |Asn |Pro |GIn |Arg |Ser Thr | Val Trp | Tyr |Total

nad2 | 3,85 [0,89 |0,30 |2,07 |9,17 |4,44 |1,18 [947 |266 |20,12 |6,21 |533 |3,25 |2,66 |0,59 [10,65 [799 |355 |2,66 |2,96 |338
cox] {721 |0,00 |2,92 |1,75 |7,41 |9,16 |292 |9,16 |1,17 |1345 |526 |3,31 |[546 |2,14 |156 |780 [6,82 |6,04 |292 |351 |513
cox2 |4,76 |0,87 |[4,76 |[390 | 649 |3,46 |260 |9,09 |1,73 1385 |433 |563 |4,76 |3,46 |3,03 |649 |866 |563 [2,60 [3,90 |231
atp8 3,64 [0,00 |[545 |1,82 |9,09 |0,00 |3,64 |9,09 |3,64 |1818 |364 |7,27 |7,27 |1,82 |0,00 |10,91 |182 |182 |9,09 |1,82 |55
atp6 |7,11 (0,44 |0,44 |1,78 |8,44 |489 |267 |800 |133 | 17,78 |578 |489 [533 |1,78 |133 |933 [8,89 |533 222 |2,22 |225
cox3 |6,87 |0,38 |1,15 |2,67 |992 |7,63 |573 |802 /0,38 11,83 |3,05 |3,44 |534 |3,05 |153 |725 |725 |534 [4,96 |4,20 |262
nad3 |5,98 |1,71 12,56 |4,27 10,26 |2,56 |0,85 [14)53 |25 |1709 |1,71 |1,71 |342 |1,71 |256 |11,11 |598 |4,27 |4,27 |0,85 |117
nad5 |[520 1,73 |2,08 |2,60 |[797 |589 |087 [693 [295 |1542 |849 |[416 |[243 |2,43 |1,04 |10,75 |364 |797 2,77 |4,68 |577
nad4 13,81 |2,24 10,90 (2,02 7,17 807|179 |[516 |1,79 |2130 | 695 |359 |247 |135|157 |10,09 |247 |785 [291 |6,50 |446
nad4l | 2,04 4,08 |102 |3,06 12,24 |7,14 | 2,04 |[408 [1,02 | 1837 |12,24 |408 |0,00 |3,06 2,04 |7,14 [4,08 |10,20 /1,02 |1,02 |98
nadé | 2,91 10,58 /10,58 |2,33 |11,05 |2,33 |1,16 [9,30 | 291 |2151 | 4,07 [465 |291 |3,49 |058 (10,47 110,47 [3,49 |0,58 |4,65 |172
cytb (635 (0,79 |3,17 |0,79 |8,20 |6,61 | 2,91 |9,52 2,12 [14,02 | 3,70 |503 |582 [2,38 |[2,12 |476 |661 |661 |3,17 |529 |378
nadl [6,03 [190 |1,59 |3,49 |10,48 /6,03 |0,00 |[571 |2,86 |18,10 |571 |[3,49 |317 |127 |2,22 |952 |317 |7,62 | 2,22 |540 |315
ort 5,39 (1,15 |1,93 | 2,33 -I 6,14 [ 2,07 [8,00 |2,04 - 5,74 | 4,19 [3,92 2,28 |1,56 - 5,85 6,28 [2,90 |4,21 |286,7
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Cizelge 4.10. P. luschani’de PKG’lerin gérece sinonim kodon kullanimlar1 (RSCU)

aa kodon | say1 | RSCU aa kodon | say1 | RSCU aa kodon | say1 | RSCU aa kodon | say1 | RSCU
@ Uuu 155 1.27 ucu 72 2,28 2 UAU 98 1,62 a UGA 77 1,85
o uuc 90 0,73 . ucc 23 0,73 = uAc 23 038 = UGG 06 0,15
S UUA 24,2 3,05 » UCA 5,6 1,77 » CAU 3,9 1,32 CcGu 1,3 1,17
3 uuGc 74 093 UCG 06 0,19 T cac 20 0,68 o CGC 0,2 0,14
CuuU 56 0,71 CCU 6,6 2,36 c CAA 56 1,72 < CGA 23 207
S CucC 2,5 0,31 o CCC 1,8 0,63 O caG 0,9 0,28 CGG 0,7 0,62
3 CUA 74 093 o CCA 25 0,88 c AAU 9,6 1,60 AGU 41 1,28
CuG 05 0,07 CCG 04 0124 < AAC 24 040 . AGC 09 0,29
© AUU 185 1,61 ACU 6,8 1,61 o AAA 3,2 1,08 & AGA 4,6 1,45
- AUC 45 0,39 = ACC 25 059 - AAG 27 0,92 AGG 00 0,00
= AUA 126 1,53 = ACA 6,9 1,65 o GAU 4.2 1,53 GGU 4.8 1,10
2 AUG 3,8 0,47 ACG 0,6 0,15 < GAC 1,3 0,47 > GGC 0,7 0,16
GUU 76 1,69 GCU 7.2 1,85 s GAA 55 1,66 © GGA 85 1,92
= GuCc 15 034 © GCC 2,7 0,70 O Gac 12 0,34 GGG 36 082
> GUA 7,5 1,68 < GCA 4,9 1,27 o uGU 3,0 181 a UAA 0,5 1,75
GUG 1,3 0,29 GCG 07 0,18 © usc 03 019 & UAG 01 0,25
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Sekil 4.3. P. luschani tiiriiniin halkasal total mt-genomu (PKG’ler sar1 renk, tRNA
genleri mavi renk, rRNA genleri kirmizi renk ve A+T ce zengin bolge gri renk ile ifade

edilmistir)
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5. TARTISMA

Bu ¢alisma kapsaminda Poecilimon ve Isopya cinsleri ve bu cinslerin ait oldugu
Barbististini tribusu i¢in ve bunlarin dahil oldugu {ist gruplar olan Phaneropterinae alt
familyas1 (Cigliano vd. 2018’de ayr1 bir familya olarak verilir), Tettigoniidae familyasi,
Ensifera alt takimi igin total mt-genom diziletilmis ve tamimlanmstir. Bu veriler
Orthoptera takiminin mevcut diger total mt-genom dizileri dizileri ile birlikte analiz
edilerek her bir taksonomik diizey icin mt-genom Kkarakterizasyonu ve evrimi
bakimindan karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir. Orthoptera takimi tiir zenginligi
bakimindan 6nemli ¢esitlilik iceren bocek gruplarindan biridir. Bu tez c¢alismasinin
baslangi¢c asamasinda total mt-genomu tanimlanmis tiir sayisi 56 iken tezin yazim
asamasinda bu say1 149’a ulagmistir (NCBI Mart 2018). Bu 149 tiirden sadece 10 tanesi
Phaneropterinae alt familyasina aittir ve I. major ve P. luschani mt-genom verisinin de
eklenmesiyle bu say1 12’ye ¢ikmistir. Ancak, su an veri tabanlarinda (NCBI) mevcut
olan 10 total genomdan hi¢ biri Poecilimon ve Isophya cinsleri ve de bu cinslerin ait
oldugu Barbitistini tribusuna ait degildir. Bu ¢alisma ile Poecilimon ve Isophya cinsleri
hem de Barbitistini total mt-genomu ilk defa tanimlanmustir.

5.1. Mt-genom Uzunlugu

Orhoptera takimina ait tamamlanmig 149 mt-genom verisinden ortalama uzunluk
15.796 bg olarak hesaplanmistir. Orthoptera takimina ait en kisa mt-genom Ruspolia
dubia (14.971 bg), en uzun ise Phaneroptera gracilis (18.255 bg) olarak bulunmustur
(EK.1). Bu 149 total mt-genom verilerinden uzunluk bakimindan (bg) kiigiikten biiyiige
dogru siralandiginda I. major 86. , P. luschani tiirii ise 33. sirada yer almaktadir. Bu
veriler 1s1ginda |. major ve P. luschani mt-genomlari ortalama bir Orthoptera mt-genom
uzunluguna sahiptir. Orthoptera takimina ait total mt-genomu ¢ikarilmig 24 familyaya
ait temsilci tiir bulunmaktadir. Bunlar Acrididae, Anostostomatidae, Chorotypidae,
Episactidae, Gryllacrididae, Gryllidae, Gryllotalpidae, Lentulidae, Ommexechidae,
Pamphagidae, Pneumoridae, Prophalangopsidae, Pyrgacrididae, Pyrgomorphidae,
Rhaphidophoridae, Ripipterygidae, Romaleidae, Schizodactylidae, Stenopelmatidae,
Tetrigidae, Tettigoniidae, Thericleidae, Tridactylidae ve Tristiridae familyalaridir ve bu
familyalar icin total mt-genom uzunluklarinin ortalama degerleri hesaplanmis ve
Cizelge 5.1°de verilmistir. Tettigoniidae familyasinin ortalamasi 16.105 bg iken, I.
major ve P. luschani tiirlerinin de mt-genom uzunluklarida eklenerek ortalama tekrar
hesaplandiginda 16.082 bg olarak degismistir. Familya iiyelerine ait total mt-genomu
cikarilmig tir sayis1 1 ile 62 arasinda degiskenlik gdstermekte olup, tiir sayisi
bakimindan fazla olan familyalar (Acrididae ve Tettigoniidae) alt familya diizeyinde de
ortalamalari tekrar hesaplanmistir (Cizelge 5.2).
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Cizelge 5.1. Orthoptera takimina ait familyalarin total mt-genomu ortalama uzunluklari
(parantez iginde verilen sayilar, o familyaya ait total mt-genomu ¢ikarilmig tiir sayisi
verilmistir)

Familya Total mt- Familya Total mt-
genom genom
ort (b¢) ort (b¢)

1 Thericleidae (1) 15.081 13 Acrididae (62) 15.690
2 Tetrigidae (2) 15.116 14 Schizodactylidae (1) 15.691
3 Ripipterygidae (1) 15.307 15 Gryllidae (9) 15.722
4 Chorotypidae (1) 15.397 16 Romaleidae (1) 15.723
5 Tridactylidae (1) 15.451 17 Pyrgomorphidae (4) 15.736
6 Gryllotalpidae (3) 15.520 18 Stenopelmatidae (1) 15.767
7 Ommexechidae (1) 15.536 19 Anostostomatidae (4) 15.823
8 Rhaphidophoridae (2) 15.560 20 Lentulidae (1) 15.944
9 Gryllacrididae (3) 15.598 21 Tettigoniidae (38) 16.082
10 Episactidae (1) 15.602 22 Pneumoridae (2) 16.260
11 Pyrgacrididae (1) 15.618 23 Prophalangopsidae (2) 16.367
12 Pamphagidae (8) 15.662 24 Tristiridae (1) 16.494

Cizelge 5.2. Tettigoniidae ve Acrididae familyasina ait tiirlerin altfamilya diizeyinde
total mt-genom uzunluklarnin ortalamasi (parantez iginde 0 altfamilyaya ait total mt-
genomu ¢ikarilmis tiir sayisi1 verilmistir)

Total mt- Total mt-
Alt Familya genom Alt Familya genom

ort (b¢) ort (b¢)
Mecopodinae (2) 15.324 Oxyinae (4) 15.523
Bradyporinae (2) 15.648 Caryandinae (8) 15.577
o Conocephalinae (7) 15796 Acridinae (2) 15.600
:5-: Hexacentrinae (2) 15.936 Pacrinae (1) 15.622
% Lipotactinae (1) 15.949 %é Cyrtacanthacridinae (3) 15.636
E Tettigoniinae (5) 15.953 E Gomphocerinae (14) 15.641
Pseudophyllinae (3) 15.975 < Lithidiinae (1) 15.652
Meconematinae (4) 16.102 Eyprepocnemidinae (2) 15.672
Phaneropterinae (12) 16.592 Calliptaminae (3) 15.697
Melanoplinae (11) 15.716
Oedipodinae (13) 15.876
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5.2. Mt-Genom Organizasyonlari

Boceklerin evrimsel gegmisini aydinlatmak i¢in mt-genom verilerinin primer
dizi kullanimi disinda; sekonder yapilar, gen diizenlenmeleri ve genom morfolojisinin
incelenmesi gerekmektedir ( Fenn vd. 2008; Liu vd. 2013). I. major ve P. luschani mt-
genomunda 13 PKG, 22 tRNA geni ve 2 rRNA geni saptanmis ve karakterize edilmistir.
Mt-genom organizasyonu, bocek atasal mt-genomu olarak kabul edilen Pancrustaceae
mt-genomuna benzerlik gostermektedir.

Gen yeniden diizenlemeleri major ve mindr yeniden diizenlemeler olmak iizere
ikiye ayrilmaktadir. Bunlardan major yeniden diizenlenmeler genellikle PKG ve/veya
rRNA genlerinin diizenlenmesi olup mindr yeniden diizenlenmeler ise tRNA genlerinin
yeniden diizenlenmesini igermektedir (Dogan 2015). Orthoptera takimina ait diger
tirlerin genom organizasyonu GenBank veritabanindan indirilerek GENEIOUS v. R9
programinda karsilastirmali olarak incelenmis olup Sekil 5.1°de 6zetlenmistir.

Orthoptera takiminda mindr yeniden diizenlenmeler sOyle Ozetlenebilir.
Caclifera alt takimina ait 3 alt familya (3 tiir harig), tim tiirlerde trnD ile trnK tRNA
genleri yer degistirmis olup cox2 ile atp8 genleri arasina konumlanmustir (Sekil 5.1 b).
Bu tRNA yeniden diizenlenmesinin, mt-genom filogenisinde eslendiginde Geg
Permiyen veya Erken Triyas’taki ortak bir atadan evrimlestigi diistiniilmektedir (Song
vd. 2015).

Orthoptera'daki mt-genom gen diizenlemesi inlendiginde Gryllidae ve
Tettigoniidae'de bildirilen iki gen yeniden diizenlemesi durumu haricinde Ensifera alt
takiminin c¢alisilmis cogu atasal Pancrustaceae mt-genomuna ait gen diizenini korudugu
gorilmiistir (Ye vd. 2008; Liu vd. 2013).

Comicus campestris  (Schizodactylidae) tiirtinde ise trnl geni mt-genomda
bulunmamis olup bu tiirde 21 tRNA genine rastlandigi rapor edilmistir (Song H.vd.
2015) (Sekil 5.1 c¢).

Gryllidae familyasimnin total mt-genomu ¢ikarilmig tiirlerin (Oecanthus sinensis,
Velarifictorus hemelytrus, Truljalia hibinonis, Loxoblemmus doenitzi, Teleogryllus
emma, T.oceanicus ve T. commodus) gen diizenlenmesinde trnN ile trnE genleri
arasinda yer degistirme s6z konusudur. Bu yeniden diizenlenmenin normalde agir zincir
tarafindan kodlanan trnN, trnS ve trnE genlerinin hafif zincir tarafindan kodlandigini,
bu gen diizeninin tersine c¢evrilmesiyle siralamanin trnE, trnS, trnN olarak
degistirilmesiyle sonuglandirildigi varsayilmistir (Ye vd. 2008) (Sekil 5.1 d).

Trigonidium sjostedti (Gryllidae) tiirtinde trnE ile trnN genleri arasinda ve trnV
ile rrnS arasinda da yer degistirme s6z konusudur (Sekil 5.1¢)

Istisnai bir durum olarak Cyphoderris monstrosa'‘da (Prophalangopsidae) trnA ve
trnR tRNA’lar1 arasinda yer degistirme oldugu bulunmustur (Sekil 5.1f). Bu durumun
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izole bir durum oldugunu, ayni familyaya ait Tarragoilus diuturnus tiirinde herhangi
bir yeniden diizenlemeye rastlanmamis olunmasi ile savunulmaktadir (Zhou vd. 2014).

Pseudophyllinae alt familyasina ait 3 tiirde (Pseudophyllus titan ve Phyllomimus
sinicus, P. detersus) atasal mt-genomdan farkli olarak trnM-trnl-trnQ seklinde
diizenlenme olmasidir (Sekil 5.1g). Bu yeniden diizenlenme “trnM—trnl—trnQ” iceren
bolgenin tandem duplikasyonu ilk basamak olusturmus daha sonra fazla olan genler
rastgele silinmis oldugu tahmin edilmektedir (Yang vd. 2016).

Lipotactes tripyrga (Lipotactinae) tiiriinde atasal genomdan en farkli gen
yerlesime sahip tiir oldugu goriilmektedir (Sekil 5.1h). Bu alt familyaya ait total mt-
genomu cikarilmis bagka iiyesi olmadigindan ayirt edici 6zellik olup olmadigim
sOylemek zordur (Zhou vd. 2017).

Ruidocollaris obscura ’da (Tettigoniidae, Phaneropterinae, Holochlorini) 970 bg
ve 672 bg¢ uzunlugunda iki A+T’ce zengin bolge tanimlanmustir (Sekil 5.1i) ve bu
durum Orhoptera takiminda ilk defa gézlemlenmistir. A+T1, diger Orthoptera takimina
benzer sekilde rrnS ve trnl arasinda bulunurken, A+T2 trnY ve coxl arasma
konumlanmistir. Cift A+T’ce zengin bolgenin bulunmasi daha oOnce kuslarda,
yilanlarda, deniz hiyarlarinda, yass1 baliklarda, deniz ateslerinde ve kenelerde
gozlemlenmistir (Yang vd. 2016). Bu durumun boceklerde replikasyon orijininin
A+T’ce zengin bolge i¢inde bulunmasindan dolayr A+T’ce zengin bdlgenin ¢ift halde
bulunmasi mt-genom iizerinde secici bir avantaj olabilecegini (daha verimli
replikasyon) tahmin edilmektedir (Yang vd. 2016).

Bir bagka istisna ise Sinochlora longifissa, S. retrolateralis, S. szechwanensis ve
Holochlora fruhstorferi (Tettigoniidae, Phaneropterinae, Holochlorini) tiirlerinde
oldugu bulunmustur. Bu tiirlerde trnQ ve A+T’ce zengin bdlge nad2 geni ile trnW
genleri arasina yerlesmislerdir. Bu durumun ilk olarak, A+T-trnl-trnQ-trnM-nad2 gen
kiimesinin, muhtemelen A+T’ce zengin bdlgede saptanan halka yapilari tarafindan
tesvik edilmistir. Ardindan, kopyalanmis bir kontrol dizisi igerdigi i¢in, gen kopyasinin
transkripsiyonel polaritesine ve genomdaki lokasyonuna bagli olarak, cogaltilan
genlerin tim alt kiimelerine rastgele olmayan delesyonu ile gergeklesmis olabilir
(Lavrov vd. 2002). Yani, tekrarlayan gen kiimesi trnl-trnM-nad2 gibi ayni polariteye
sahip olan gereksiz genler, replikasyon sirasinda ardisik olarak silinmistir (Liu vd.
2013) ve simdiki gen yerlesim diizenini olusturmustur (Sekil 5.1j). Bu tiirlerin
Phanenopterinae alt familyasina ait Holochlorini tribusu iiyelerinde olmasi dikkat ¢ekici
bir durumdur.

Orthoptera’da Major yeniden diizenlenmeler ise sinirlidir. Gen yerlesimleri
incelendiginde Lipotactes tripyrga (Tettigoniidae, Lipotactinae) nad3 geninde,
Trigonidium sjostedti (Gryllidae, Trigonidiinae) tiiriinde ise rrnS geninde major
yeniden diizenlenmesi goriilmektedir.
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Tez kapsaminda calisilan |. major ve P. luschani tiirlerinde mt-genom gen
yerlesimi tipik olarak atasal Pancrustaceae gen yerlesimine sahiptir ve yukarida
listelenen gen yer degistirmelerinin hi¢ birine, ne mindr ne de major, rastlanilmamaistir.
Bu durum hem Ensifera i¢in hem de Ensifera’ya dahil olan Tettigoniidae familyas1 ve
bunun bir altfamilyalari, dolayisiyla Phaneropterinae ve de Barbitistini tribusu i¢in tipik
bir gen yerlesim Oriintiisii olmadigmmi gostermektedir. Ancak genel olarak gen
yerlesimlerinin list taksonomik grup veya soy hatlarina 6zgii yer degistirmelerin oldugu
genel kanisi dikkate alindiginda, mevcut mt-genom verilerin birlikte degerlendirilmesi
daha alt gruplara 6zgii sinapomorfik degisimlerin olasi olabilecegi goriilmektedir. Bu da
daha fazla temsilci grubun calisilmasi gerektigini ortaya koymaktadir.
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5.3. I. major ve P.luschani Genom Ozellikleri

I. major ve P. luschani tiirleri karsilastirildiginda 37 genin mt-genom
yerlesimlerinin tamami atasal bocek mt-genomu olarak kabul edilen Pancrustaceae mt-
genomuyla bire bir Ortlismektedir. Bocek mt-genomunlart genel olarak bir
ekonomizasyon egiliminde olmasina ragmen mt-genomda farkli lokasyonlarda ve farkli
uzunluklarda kodlama yapmayan bdlgeler bulunmaktadir (Boore 1999). Ancak bu
kodlama yapmayan bolgelerin tamaminin evrimsel kokeni veya herhangi bir isleve
sahip olup olmadigi heniiz tam olarak bilinmemektedir. |. major tiiriinde hem ¢alisilan
diger orthopterler hem de P. luschani’den farkli olarak trnR ve trnN genleri arasinda
183 b¢ uzunlugunda bir bolgenin saptanmis olmasi bu tezin ilging verilerinden biridir.
Bu boélgenin olasi orijinini tahmin etmek amaciyla BLAST taramasi ile benzerlik
aranmistir. Ancak, bu bolgenin herhangi bir mitokondriyal ya da niikleer bolgeyle
benzerligine (homolojisine) iliskin sonu¢ gozlenmemistir. Ayrica bu bolge icerisinde
tRNA benzeri sekonder yapi olusturan eleman da saptanmamistir. Tekrarli motif
taramalart sonucunda bu bolgenin ardisik 2 ¢ift tekrarli motif igerdigi saptanmistir.
(Sekil 4.1). Benzer durumlar Lepidoptera (Camerson ve Whiting 2008), Coleoptera
(Shiffield vd. 2008) ve diger Orthoptera (Yang 2015) takimlarindan daha 6nce rapor
edilmistir. Orthoptera takimindan Orophyllus montanus tiirlinde en uzun kodlama
yapmayan bolge rrnL ile trnV arasinda 794 bg, Kuwayamaea brachyptera tiiriinde ise
nad2 ile trnW arasinda 649 b¢ olarak daha once rapor edilmistir (Yang 2015). Bu
bdlgenin mt-genom replikasyonu sirasinda meydana gelen hatalarin sonucu veya bu
bolge icerisindeki duplike diziler trankspsiyon baslama bolgesini igeriyor olabilecegi ile
savunulmaktadir ( Liu vd. 2013; Yang 2015). Bu nedenle bu bdlgenin transkripsiyon ile
iligkili ayrica ¢aligmaya degerdir.

Phaneropterinae altfamilyasina ait bu 2 tiirlin mt-genomunda gen yeniden
diizenlenmelerine rastlanmamistir. 1. major ve P. luschani mt-genomlarinin
organizasyonlari ve genlerin uzunluklar1 karsilastirmali olarak listelenmistir (Cizelge
5.3). Bu 2 tiiriin PKG’leri karsilastirildiginda atp6, nad5, cytb ve nadl disinda genlerin
boyutlar1 aynidir. Ancak, atp6 ve cytb genlerinde 1 bazlik, nad5 ve nadl genleri 3
bazlik farklilik s6z konusudur (Cizelge 5.3).

Cizelge 5.3. . major ve P. luschani tiirlerinde PKG’lerin uzunluklari (Farkli uzunlukta
olanlar sar1 renk ile gosterilmistir)

nad2 | cox1 | cox2 | atp8 | atp6 [ cox3 | nad3 [ nad5 | nad4 | nad4l [ nad6 | cytb | nadl
I. major 1017 (1542 694 | 168 | 677 | 789 | 354 |1735]1339| 297 | 518 (1137 951
P.luschani [ 1017 | 1542 | 694 [ 168 | 678 | 789 | 354 | 1732|1339 | 297 | 518 |1136| 948

Her iki tiirde de protein kodlayan tiim genler tipik ATN baslangi¢ kodonuna
sahiptirler. Ancak sonlanma kodonu baglaminda hem farkli PKG’ler ve hem de tiirler
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arasinda farkliliklar s6zkonusudur (Cizelge 5.4). Al PKG (nad2, coxl, atp8, cox3,
nad3, nad4l) hem I. major hem de P. lushani tiirlerinde standart sonlanma kodonu olan
TAA’y1 kullanirlar. |. major tiiriinde cytb geni de bu standart kodonu kullanirken P.
lushani tiirii TA- kodonu kullanir. Benzer sekilde P. luschani tiiriinde atp6 geni standart
kodonu kullanirken 1. major tiirii TA- kodonu kullanmaktadir. Ug protein kodlayan gen
ise ( cox2, nad5 ve nad4) tamamlanmamis sonlanma kodonu olan T’yi kullanmaktadir.
Tamamlanmamis sonlanma kodonu kullanimi daha 6nce birgok Orthoptera tiirii igin
rapor edilen bir durumdur ( Wei vd. 2008; Zhang vd. 2017). nad6 geninde ise I. major
tiri TA-, P. luschani tiirinde TT- tamamlanmamis sonlama kodonunu kullanir. Son
olarak nad1 genin de I. major tiirii standart sonlama kodonu olan TAA’y1 kullanirken P.
luschani tiirti TAG kodonunu kullanmaktadir.

Cizelge 5.4. 1. major ve P. luschani tirlerinde PKG’lerin kullandiklar1 baslama ve
sonlanma kodonlar1 (sar1 renk: standart sonlanma kodonu)

nad2 [ coxl | cox2 |atp8 |atp6 |cox3 | nad3 | nad5 | nad4 | nad4l [ nadé | cytb [nadl

Baglama | ATA [ ATT | ATG | ATC | ATG | ATG | ATC | ATT | ATG | ATG [ATC [ATG (TTG

1. major
Bitig TAA | TAA|[T-- |TAA|TA- |[TAA|TAA |T-- |[T-- |TAA |TA- |TAA|TAA

Baglama | ATA [ ATT | ATG | ATT | ATG | ATG | ATT |ATT |ATG |ATG |ATT |ATG [ATT

P.luschani

Bits  [TAA |TAA |T- |TAA [TAA [TAA |TAA|T- [T [TAA |TT- |TA- [TAG

I. major ve P. luschani tiirlerinde belirlenen 22 tRNA geninin tamami yerlesim
acisindan atasal Pancrustacea ve diger Orthoptera mt-genomlarina benzerlik
gostermektedir. tRNA genleri arasinda 1 ile 3 bg¢ arasinda degisen uzunluk farkliliklar
bulunmustur. Ancak 2 tiirlin tRNA’larmin antikodon diziside bir farklilik olmayip
birebir ortiismektedir (Cizelge 5.4). Bu iki tiirlin mt-genomunda bulunan tRNA’larin
sekonder yapilart metazoa tRNA’larinda rapor edildigi gibi yonca yaprag: seklindedir,
sadece trnS1’in DHU kolunun D-sap’1 (D-stem) eksiktir. trnS1 genindeki D sapnin
yoklugu diger Orthoptera tiirlerinde de rapor edilmis ve nedeninin ise agir zincir
tarafindan kodlanan tRNA'larin hafif zincir tarafindan kodlanan tRNA’lardan daha fazla
korunmus olmasi olarak gosterilmistir (Liu ve Huang 2010). tRNA'lar arasindaki
blyiiklik degisiminin ¢ogu, TYC'nin kolundaki ve dongiisiindeki uzunluk
degisimlerinden ve DHU'nun dongiisiinden kaynaklanmaktadir.

Cizelge 5.5. I. major ve P. luschani tirlerinde tRNA genlerinin kullandiklar
antikodon
—lo|l=|2]lo|>|d|x|lolo|l<s|ae|lz|B|u|lu|lz|la|B|3|>
S| E|E|E|E|E|E|E|E|E|E|E|E|E|E|E|E|E|E|E|lE|E
FElo|le|l<|S|<|<|F|lololololkF|lklo|lZL|lolklol<|lolQ
< < O = E|E | o < | =
slE|SIRlololElclolelRlRlGlelEISlolRIR[RIE|E
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rRNA genlerinin sekonder yapi tahmini yapilmamis oldugundan ilgili genin
uzunluklar1 bakimindan farkli oldugu sdylenebilir. Iki tiirin rRNA genleri
karsilastirildiginda 1.major tiiriiniin rrnL geninin 7 bg ve rrnS geninin ise 3 bg daha kisa
oldugu saptanmustir (Sekil5.2).

Ayrica A+T’ce zengin bolge P.luschani tiiriinde 739 bg ve |. major tiiriinde ise
744 bg¢ olarak bulunmustur ve aralarinda 5 b¢ boyunda bir farlilik saptanmistir. .
Orthopteranin A + T ‘ce zengin bolgesinde, tandem tekrarlar sadece tiire 6zgli olarak
mt-genomda korunmadigi gibi aymi alt familyada korunmus yapilar da gosterebilirler.
Potansiyel olarak replikasyon baslangicinda yer alan sap-ilmek yapilari, tiim Ensifera ve
Tettigoniidae mt-genomlarinin A + T’ce zengin bolgesi i¢indeki benzer pozisyonlarda
bulunmustur. Mt-genom evriminde 6nemli parametreler olarak degerlendirilen %AT
icerigi, AT- egri degerleri ve GC- egri degerleri her iki tiir i¢in total mt-genom verisi
tizerinden hesaplanmistir (Cizelge 5.6.). Buna gore, 1. major ve P. luschani mt-
genomunun niikleotid kompozisyonu baskin bir sekilde adenin ve timin yoniinden
egilim gostermektedir. Bu baskin A+T egilimi diger Orthoptera tiirlerinde de
goriilmektedir (Liu ve Huang 2010). Bu iki tiir icerisinde niikleotid kompozisyonu
karsilastirildiginda mt-genomun AT- egri degerleri hemen hemen negatif ¢ikarmistir.
Bu da mt-genomlar A ve T niikleotidinden T’ye daha fazla egilim gostermektedir. Bu
tirler icerisinde AT egri degerleri kismen birbirine yakin ¢ikmigtir. Bu mt-genomlar
-0,276 ve -0,029 gibi bir deger araliginda A’ya egilim gostermektedir.
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Sekil 5.2. I. major ve P. luschani tiirlerinin atasal mt-genom ile karsilastirilmasi. (PKG’ler sar1 renk, tRNA genleri mavi renk, rRNA
genleri kirmizi renk ve A+T’ce zengin bolge yesil renk ile ifade edilmistir. Alt1 ¢izili olarak gosterilen genler hafif zincirden
kodlanmaktadir. Ok isaretiyle gosterilen pembe renkli kisim I. major mt-genomunda tekrar bolgesini isaret etmektedir. Genlerin iistlerinde

yazilan sayilar o bolgenin uzunlugunu (bg) gostermektedir).
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Cizelge 5.6. . major ve P. luschani tiirlerinin niikleotid kompozisyonu ve AT/GC egri
degerleri

%T | wc | %A | %G | waT | wac | AT | GTer
orani orani
1. major 374 |186 |28 |16 |654 346  |-0,143 -0,075
PKG
b luschani  |396 |163 |288 |153 |684  |316  |-015 -0,032
I. major 347 |165 (303 |185 |65 35 -0,068 0,057 PKG 1 Kodon
i pozisyonu
b luschani | 378 |148 |308 |165 |686 |313 0,051 0,054
1. major 399 [195 [232 [175 |631 |37 -0,265 -0,054 oKG 2.Kodon
N pozisyonu
b luschani  |404 |158 |27.3 |165 |677  |323 0,194 0,022
1. major 375 [199 [305 [121 |68 32 -0,103 -0,244 oKG 3 Kodon
i ; pozisyonu
b luschani 408 [181 |283 [129 |691 (31 0,181 0,168
: 331 |24,7 [299 |12,3 |63 37 -0,051 .0.335
|. Il Il y y y s
e PKG-J
P luschani |36 [211 |301 |123 |666 |334  |-0,096 -0,263
1. major 441 |89 |25 |22 691 309  |-0,276 0,424
PKG-N
P. luschani 447 184 1268 1201 |715 28,5 -0,25 0,411
1. major 347 [139 [372 [143 |719 |282  |0,035 0,014
tRNA
P luschani |39 [125 |366 |15 725 1275 1001 0,09
i 379 |86 316 |219 |695 30,5 -0,091 0,436
I. major A
P. luschani 379 |83 343 195 722 27,8 -0,05 0,403
I major 388 [141 (392 |78 |78 21,9  |0,005 -0,288
A+T
P. luschani 406 137 1383 |75 78,9 21,2 -0,029 -0,292
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6. SONUCLAR

Bu tez kapsaminda lI.major ve P. luschani tiirlerinden beser 6rnegin total mt-
genom dizisi ¢ikarilarak her bir tiirin mt-genomu tanimlanmistir. 1. major ve P.
luschani tiirlerinin mt-genomu, daha once rapor edilen bocek genomlari ile uyumlu
ozellikler gostermektedir. Iki tiiriin mt-genomlarini 13 protein kodlayan gen, 22 tRNA
geni, 2 TRNA geni ve A+T’ce zengin bolgenin icermesi hem diger ¢ok hiicreli dkaryot
organizmalar hem de bdcekler ve Orthoptera takimi i¢in tanimlanan ile uyusmaktadir.
Icerdikleri genlerin sayisinin yaninda total mt-genom uzunlugu ile I. major ve P.
luschani tiirlerinin mt-genomu diger bocek takimlart ve ait oldugu Orthoptera takimi
icin bilinen sinirlar igerisindedir. Keza gen yerlesimleri atasal Pancrustacea mt-genomu
Ozelliklerine sahiptir. 1. major ve P. luschani tiirlerinin total mt-genomlar1 genel
ozellikleri ile benzerlik olsa da AT orani, ortlisen genlerarasi ortiisen bolge uzunluklart,
kodlama yapmayan bolgelerin uzunluklari, PKG’lerin baslama ve bitis kodonlar1 ve
kullanilan aminoasit frekanslar1 gibi bazi ayrinti Ozellikler baglaminda farklilik
gostermektedir. En 6nemlisi |. major tiirtinde P. luschani tiiriinden farkli olarak 183 bg
uzunlugunda kodlama yapmayan bir bolgenin bulunmasidir. Her iki tiir de Holochirini
tribusu hari¢ Phaneropterinae alt familyasinin diger tiirlerinin mt-genom o6zellikleri ile
benzerlik gostermektedir. Bu da diger metazoanlarda oldugu gibi mt-genom
organizasyonunun yiikksek oranda korunmus oldugunu (Boore 1999) ve mt-genom
genlerinin yeniden diizenlenmesi nadir oldugu goriisiinii desteklemektedir (Zhou vd.
2017).

Yalniz |. major tiirinde bulunan trnR ve trnN genleri arasinda 183 bg
uzunlugunda kodlama yapmayan bolgenin bulunmasi bu ¢alismanin ilging verilerinden
birisidir. Bu kodlama yapmayan bolgenin tiire veya cinse 0zgii olup olmadigi
anlasilmast icin Isophya cinsinden daha fazla tiirtin mt-genom verisi iretilip
karsilastirildiginda agikliga kavusturulabilecektir. Bu nedenle bu cinslerden total mt-
genom dizilerinin ¢ikarilmasit ¢ok yonlii kullanilabilir veriler liretme potansiyelinde
olacaktir. Isophya cinsinin tiir sayisinin fazla olmasi (80 kadar tiir tanimlanmustir;
Cigliano vd. 2018) grubun evrimine 6zgii bazi1 durumlarin olabileceginin de isaretidir.

Phaneropterinae bazi kaynaklarda (bakiniz Cigliano vd. 2018) ayr1 bir familya
olarak alinsa da halen ¢ogu kaynakta alt familya olarak tanimlanir. Daha 6nemlisi bu
alt familya igerisinde 32 ayr1 tribus tanimlanmaktadir (Cigliano vd. 2018) ve bunlardan
cok azinin total mt-geomu saptanmistir. Bu tez ilk defa Bati Palearktik’e endemik bir
tribus olan Barbitistini tribusunun total genomu saptanmistir. P. luschani ve I. major
tiirlerinin total mt-genom dizisi ¢ikarilmasi ile Phaneropterinae alt familyasinda ait mt-
genomu bilinen tiir sayis1 12’ye ¢cikmustir. ilk olma Poecilimon ve Isophya cinsleri i¢in
de gecerlidir. Bu iki cinsin gen merkezlerinin Anadolu olmas: (Ciplak 2004) bu veriyi
ayrica degerli kilmaktadir. Her iki tiiriin mt-genom Karsilastirmasi ile ortaya g¢ikan
farkliliklar cins diizeyinde karsilastirmalarda gen yerlesim Oriintiilerinin degil, bunun
yerine AT orani, genlerarasi oOrtiisen bdlge uzunluklari, kodlama yapmayan bdolgelerin

50



SONUCLAR P.N. OZTURK

uzunluklari, PKG’lerin baslama ve bitis kodonlari, kodon kullanim egilimlerinin ve
kullanilan aminoasit frekanslar1 gibi 6zelliklerin ayirt edici karakterler olabilecegine
isaret etmektedir. Bu da sonraki donemde yapilacak calismalarda dikkate alinmasi
gereken bir husustur. Bu nitelikte veriler her bir gen igin ¢alisildiginda genin evrimine
iliskin de carpici sonuglar iiretebilir.
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8. EKLER

Ek 1. Calisma kapsaminda kullanilan Orthoptera tiirlerinin total mt-genom boyutlarina
gore siralamasi

Total Total
Tiir ismi lrrztuii:gz] Tiir ismi lrpztu?ﬁ:g;n
(bo) (bo)

1 Ruspolia dubia 14971 41 Acrida willemsei 15601
2 | Pseudothericles compressifrons 15081 42 Pielomastax zhengi 15602
3 Alulatettix yunnanensis 15104 43| Xenocatantops brachycerus 15605
4 Truljalia hibinonis 15120 44 Orinhippus tibetanus 15611
5 Tetrix japonica 15128 45 Ceracris versicolor 15616
6 Henicus brevimucronatus 15140 46 Gonista bicolor 15618
7 Camptonotus carolinensis 15211 47 Pyrgacris descampsi 15618
8 Mecopoda elongata 15284 48 Ognevia longipennis 15621
9 Mirhipipteryx andensis 15307 49 Pacris xizangensis 15622
10 Diestrammena asynamora 15309 50 Hieroglyphus tonkinensis 15625
11 Myrmecophilus manni 15323 51| Schistocerca gregaria gregaria 15625
12 Mecopoda niponensis 15364 52 Sinopodisma tsinlingensis 15627
13 Loxoblemmus doenitzi 15396 53 Tonkinacris sinensis 15627
14 Erianthus versicolor 15397 54 Prumna arctica 15628
15 Oxya chinensis 15443 55 Kingdonella bicollina 15630
16 Caryanda sp. 15445 56 Traulia minuta 15636
17| Longchuanacris curvifurculus 15450 57 Fruhstorferiola tonkinensis 15638
18 Ellipes minuta 15451 58 Nomadacris japonica 15638
19 Caryanda elegans 15459 59 Phlaeoba infumata 15642
20 Yunnanacris yunnaneus 15475 60 Zichya baranovi 15645
21 Oxya hyla 15483 61 Chondracris rosea 15646
22 Gryllotalpa unispina 15513 62 Phlaeoba tenebrosa 15648
23 Tanaocerus koebelei 15515 63 Shirakiacris shirakii 15649
24 Gryllotalpa orientalis 15521 64 Deracantha onos 15650
25 Gryllotalpa pluvialis 15525 65 Lithidiopsis carinatus 15652
26 Curvipennis wixiensis 15528 66 Fruhstorferiola kulinga 15655
27 Ommexecha virens 15536 67| Filchnerella helanshanensis 15657
28 Pseudoxya diminuta 15541 68 Phlaeoba albonema 15657
29 Atractomorpha sinensis 15558 69 Filchnerella beicki 15658
30 Calliptamus abbreviatus 15558 70 | Humphaplotropis culaishanensis 15659
31| Mekongiana xiangchengensis 15567 71 Asiotmethis zacharjini 15660
32 Locusta migratoria 15568 72 Teleogryllus oceanicus 15660
33 Poecilimon luschani 15568 73 Teleogryllus emma 15660
34 | Gomphocerus sibiricus tibetanus 15571 74| Pseudotmethis rubimarginis 15661
35 Gomphocerus sibiricus 15590 75 Sinotmethis brachypterus 15662
36 Gomphocerus licenti 15597 76 Ceracris kiangsu 15665
37 Pternoscirta caliginosa 15598 77 Asiotmethis jubatus 15669
38 Gomphocerippus rufus 15598 78 Thrinchus schrenkii 15672
39 Acrida cinerea 15599 79 Calliptamus italicus 15675
40 Chorthippus chinensis 15599 80 Comicus campestris 15691

Devami arka sayfadadir.

66



EKLER

P.N. OZTURK

Ek.1’in devam

Tiir ismi Total [nt-genom Tiir ismi Total [nt-genom
uzunlugu (b¢) uzunlugu (b¢)

81 Phyllomimus sinicus 15692 116 Angaracris rhodopa 15930
82 Choroedocus violaceipes 15694 117 Mekongiella kingdoni 15932
83 Homogryllacris anelytra 15706 118 Pteranabropsis carli 15932
84 Locusta migratoria 15722 119 Lentula callani 15944
85 Xyleus modestus 15723 120 Lipotactes tripyrga 15949
86 Isophya major 15724 121 Uvarovites inflatus 15956
87 Hexacentrus unicolor 15752 122 Phyllomimus detersus 16007
88 Aiolopus thalassinus 15753 123 | Pseudocosmetura anjiensis 16044
89 Trigonidium sjostedti 15763 124 | Locusta migratoria migratoria 16053
90 Anabrus simplex 15766 125 | Pseudorhynchus acuminatus 16056
91 Stenopelmatus fuscus 15767 126 Pseudokuzicus pieli 16077
92 Traulia szetschuanensis 15768 127 Compsorhipis davidiana 16085
93 | Euchorthippus fusigeniculatus 15772 128 Pteranabropsis crenatis 16099
94 Qinlingacris taibaiensis 15774 129 Ruspolia lineosa 16110
95 Trilophidia annulata 15775 130 | Pteranabropsis carnarius 16119
96 Arcyptera coreana 15783 131 Hexacentrus japonicus 16120
97 Troglophilus neglectus 15810 132 Decma fissa 16122
98 Sinopodisma houshana 15818 133 | Velarifictorus hemelytrus 16123
99 Conanalus pieli 15820 134 Oecanthus sinensis 16142
100 Elimaea cheni 15831 135 Tarragoilus diuturnus 16144
101 Conocephalus melaenus 15852 136 Xizicus fascipes 16166
102 Metrioptera ussuriana 15858 137| Fruhstorferiola huayinensis 16227
103 Peripolus nepalensis 15858 138 Pseudophyllus titan 16227
104 | Pseudorhynchus crassiceps 15865 139 | Kuwayamaea brachyptera 16237
105 | Sinopodisma wulingshanensis 15872 140 Metrioptera bonneti 16256
106 Kuwayamaea chinensis 15875 141 | Oedaleus decorus asiaticus 16259
107 Phryganogryllacris xiai 15876 142 Ducetia japonica 16276
108 Mekongiella xizangensis 15885 143 Loxoblemmus equestris 16314
109 | Locusta migratoria manilensis 15895 144 Ruidocollaris obscura 16424
110| Conocephalus maculatus 15898 145 Tristira magellanica 16494
111 Oedaleus infernalis 15898 146 Cyphoderris monstrosa 16590
112 Holochlora fruhstorferi 15899 147 | Phaneroptera nigroantennata 16832
113| Gastrimargus marmoratus 15924 148 Physemacris variolosa 17004
114 Gampsocleis gratiosa 15929 149 | Sinochlora szechwanensis 18051
115 Angaracris barabensis 15930 150 Sinochlora longifissa 18133

151 Phaneroptera gracilis 18255
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Ek 2. tRNA genlerinin sekonder yapilari

=

g
t-: s t-a a a
a-t a-t a-t a-t g-<
t-a a-t a-t a-t g-c
a-t s-t B-C g-¢ t-a
t-a 2t E-¢ c-g a-t
t-a a-t c-g t+g g-<
t-a  tt e° t-a t-a a-t
t atg‘tc a B¢ 8 t-a t t-2 a-t =]
s g i+l a T tect t ttttg t a-t  a t  ctet
C ot et caa & it as  a +lll+a t  catc t a g !llig
5 = § ‘tcga 88a 3 ttga gaaat g a = It g gteg gaga t
B 8 a i t 3 c 11 t ot t actg stag a g+l g g
atgcaca : t agct = + aact a 3 111y 2 = tagg a
a-t tta 3 t a & a c tgat g a t t
E-l-t B+t a-ta a £ g g+t
a-t t-a t-a t+ga a-t
g-c =T a-t t-a t-a
t-a Bc E-C a-t a-t
t ot Bt c-g B-c a-t
t & + c C a a-t a-t
ttg 8 t a C t C a
cat tca t a t a
gca gta
mERNA-GLn(tt mERNA- (Stop |Trp) (tea)
e hase%(%?: 575 g;“{;""‘"““'—tf;gg}_ - 7@ bases, ¥GC = 27.1 mrERNA-Cys (gca) mERNA-Tyr (gta)
Sequence c[71,138] ASES, - Sequence [1233,1382] 67 bases, ¥GC = 34.3 64 bases, ¥GC = 37.5
’ Sequence [146,213] Sequence c[1293,1359]  Sequence c[1361,1424]

I. major mt-genomuna ait trnQ, trnM, trnW , trnC ve trnY genlerinin ikincil yapilar
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ag

t acg
a I
a tgc

mtRMNA-Leu(taa)
65 hases, HGC
Sequence [2961,3025]

L5 T S T« TR o S o T
[T T T .
L = I e o o ¥ VW L= o i}

1 o
Lo T VL= L W < O [

[ TI w LT« I o T S ST
!

mERMA-Lys(ctt)
7@ bases, ®aC
Sequence [3718,37387]

o g QoOg
1 LI |
wok ok

taatt
e

attaa

t
t
a

mtRMA-Asp(gtc)
65 bases, FGC
Sequence [3787,3851]

a a
t-a a-t
a-t g+t
t-a g-cC
t-a a-t
t-a t-a
a-t t-a
c-g a-t =
t-a t t  tgat €
t aascta a E] it ¢
a 8 it a c attg acta ¢
a tatg ttgat c ] t a
t +!!! t a taac g
gtac g a a a
a a a t-aa
t-aa t-a
t-a t-a
t-a g-c
g-cC a-t
a-t t C
C a t
t a tgc
tcco

mtRNA-GLy (tec) mtRNA-Ala(tge)

&6 bases, ¥GC = 19.7 &4 bases, ¥GC = 25.1

Sequence [5479,5544] Sequence [5%911,5574]

I. major mt-genomuna ait trnL2, trnK, trnD, trnG ve trnA genlerinin ikincil yapilari
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C
g g £l a t
a-t t-a a-t a-t t-a
a-t t-a a-t -z a-t
a-t a-t g-c t-a t+g
t-a a-t a-t t-a t-a
a-t £-s a-t a-t t-a
a-t t-s a-t t-a g-c
- Sce g-c a t-a a-t c a-t
ag ctac a s fttt g-c tt t ttata t a-t t
t & RN + as & Piloa agt  asattacc = a a RN t cca
agcs gatg s 0 <c@ gaaa t oz FIINY @ g tttg astat o aa a 1l oa
g lsll = aa S T < & ttaatgg t ¢ 111] + a a ttcg gt t
ttgl: t a ggt t a t Tt a aaac a a +!0! t B
a a t gs = = ca c a a a g Bgagc g
t cc t-att aat 3 a-ta aa = a
t-a a-t g.ac t-3 t-aa
c-g t-a a-t a-t a-t
a-t t-a a-t c-g a-t
g-c a-t a-t a-t C-B
t o« . E-¢ t ot a-t
t a @ c & t a t &
teg Bt t s ttc t g
gct gaa
mtRNA-Arg(tcs) mtRNA-Asn(gtt) D-loop mtRMA-Ser(gct)  mtRMA-Glu(tic) mtRNA-Phe(gaa)

66 bases, #GC = 34.8
Sequence [5983,6048]

65 bases, BGC = 28.9 71 pase=z, ¥GC = 256.8 68 bases, %GC = 14.7 66 baze=z, %¥GC = 32.32

Sequence [B232,6295] Sequence [6294,6364] Sequence [6364,6431] Sequence c[5425,54%32)

I. major mt-genomuna ait trnR, trnN, trnS1, trnE ve trnF genlerinin ikincil yapilari
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-

E]
t t s t a-t
a-t g-C C—g a-t c-
t-a t-3 a-t a-t £ :
t+s t-a3 g-C g-c :i
t-a t-a gtt t-a i+
E-¢ t-a a-t t-a t+g
a-t a-t BT a-t t—i a
g-c g -t g-¢c t a-t
. cate & Frtct i t catta t
t ttc a t-a tt a i g
ga a il a a a 1 ta 8 el t a tctte & -tg 8 tt
1l & aa
g TF?E gtag t a tttg B8g a @ T?Tg stage t a il a & !!? % ag
© ot c @ a !l t a & ot g @ a ttcg sgaag t a tgc a
a asat a g asac a a aaat a £ 11 t tt g «c t
8
Et+ tg a a a a —tg g asgc a t-aa
g c-ga a a & a t-a
t-a t-3 t-a t-ac -c
g-c g-c t-a a-t 5
a-t E-C a-t t-a 5
a-t
t+g t-a a-t g-c t
E]
t ot c 8 t-a t-a t &
t g t =& t z t = tag
gtg tgt t o8 t s
tes tga
. tRMA-Leu(tag)
mtRMNA-Hi= (gt tRMA-P t " E
(gtg) mERNA-Thr{tgt) m ro(tgg) mtRNA-Ser(tga) 66 bases, %GC = 38.3

65 bases, XGC = 36.9 g4 pases, ¥GC - 28.1 66 bases, XGC = 27.3 5y poooo y6c = 21.1

Sequence c[12751,12816
Sequence c[8225,8289] Sequence [9923,9986] Sequence c[9985,1005@] Sequence [117@85,11775] q [ ) ]

I. major mt-genomuna ait trnH, trnT, trnP, trnS2 ve trnL1 genlerinin ikincil yapilari
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Ca
[
g &
t-a a-t
c-g a-t
g+t t-a
a-t g-c
a-t a-t
a-t a-t
t-a g-c a
a-t tt t catt
a tagasc a ag g U o
aa E] HL N - t tecc gtaa t
a tteg ttctg « t Ml t t
a !+ g tg &  Bgg a
g aggc - aaa E n
tt 8 g t-aat
t-aa t-a
t+g a-t
t-a C-E
C-E t-a
a-t g5 8
t C t L
t a gat
tac
mtRMA-Val({tac) mtRMA-Ile(gat)
73 bases, Gl = 31.5 69 basesz, XEC = 29.0

Sequence c[14119,14191] Sequence [15722,66]

I. major mt-genomuna ait trnV ve trnl genlerinin ikincil yapilari
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a a a 3
t-a a-t a-t t B¢
a-t a-t a-t gtt g-c
t-a a-t g-C B¢ t-a
g+t a-t g-¢ E;g a-t
t-a a-t c-g g g-C
t-a g-c t-a E:a a-t
t-a tc gE-C a t-a t _i a-t a
t atgte a t  tect t ttttg t ta . s t  ctect a
a g #1113 aa = EERAN- aa a +!ll+a cee e ag g 1l og
c tgtg agcag ot t tcga agga T a ttga gaaat g 8 8 e 8 g tcg gaga t
g+l g tt g !l ot g torr ot ot tactg  gtag t . 411 g g
a i+ a gt
a8 grCac g g agct a t aact a E goc a
a a a ta a t a a =] tgat g tta g c
a-t a ct a-ta a g g g+tt
33 g+t t-a t-a t4gs t-a
a-t g-c a-t t_i a-t
g-c g-c g-C 2 a-t
t-a g-c c-g §-¢ a-t
t ot t o« c a a-t t a
t s t a t a : : t a
ttg cat tea eca gta
mtRMA-G1n{ttg) mtRMA-Met(cat) mtRNA- (Stop|Trp)(tca) mERMA-Tyr(gta)
68 bases, ¥aC = 38.9 66 bases, ¥GC = 36.4 68 bases, ¥6C = 25.@ mERNA-Cys(gca) 66 bases, ®EC = 37.9
Sequence [1,68] Sequence [1,66] Sequence [1,68] 65 bases, %GC = 35.4 Sequence [1,66]

Sequence [1,685]

P. luschani mt-genomuna ait trnQ trnM trnW trnC ve trnY genlerinin ikincil yapilari
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€ a
) g t 8 a-t
t.t c-g g-c a-t g+t
c-g a-t a-t t-a g-c
t-a t-a g-c k-2 B-c
a-t - a-t t-a t-a
a-t a-t a-t a-t t-a
t-a B-c a-t t-a g-cC €
a-t c a-t  cca t-a a t-a t t  tgatt t
t  tttee s t teat ¢ t  taatt t  sacta a a ot
ag g it a 3g & s aa a i ot 8 a EREE t attg actaa t
t acg 3@agg t & tcg sgta 2 s attg attaa ¢ a tatg ttgat a t I t ta
a 1! t t a it t cat £ 11 £ a a +!!! t t taac g
a tgc a g @&BcC -] + taac t gtac g 3 2 2
E & = ta =& t a a a 8 = B8 t-aa
a-ta c ttt t-ag t-aa t-a
t-a t-a t-a t-a t-a
N a-t g-c a-t t-a E-C
g-c B-c g-¢C B-¢ a-t
a-t t-a c a a-t R
t o« c a8 a t £ 8 t =
t g t = t a t s tac
taa ctt gtc tecco
mtRMA-Ala(tec)
mERNA-Leu(tas) MERNA-Lys(ctt) mtRNA-Asp(gtc) MERNA-Gly(tec) 67 bases, ¥GC = 28.9
66 bases, %GC = 28.8 71 bases, RGC = 39.4 67 bases, ¥GC = 17.9 65 bases, %GC = 16.9 Sequence [1,67]
sequence [1,66] Sequence [1,1] Sequence [1,67] Sequence [1,65]

P. luschani mt-genomuna ait trnL2 trnK trnD trnG ve trnA genlerinin ikincil yapilari
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t a .
EI-: t+g g-cC =]
::t t-a a-t a-t =]
t- a-t a-t t-a a-t
a—i a-t a-t t-a c-g
t-a f-g t-a t-a
a-t t-a g-c a-t t+g
5 et tt B« ..° t-a tt t-a a-t
&  ctac a cttt a-t + g+t
& 2 1 5 s - Pt tag attacc a . - a-t &
e ] iy a ata «
a ?gfﬁ gatga a cca gzaa T ag taat t a a ot t ccgt
& = F t t ot a e EEL a tttg satat t a & it
ttec t a gst t Y t a ttcg gota a
a 5 t ca t C ta=a a £ o400 t "
e ga a = aat t a aaac a e
: t-atc cccn a a = a gagc =
t-a _ =} a & g
-z a-t a-t a-ta f-a
~ a-t t-a a-t t-a a_tg
al t-a a-t a-t
g-c “t a-t
t o« . E-c c-B c-
C a a-t g
t = - s a-t
t a t t t
teg a c &
gtt gct t a +
ttc s
gaa
mERNA-Arg(tcg) mERMA-Asn(gtt)

D-loop mtRNA-Ser{gct)
68 base=, ¥GC = 27.9
Sequence [1,68]

64 bases, ®GC = 29.7 g5 pases, ¥GC = 20.0

mtRMA-GLlu(ttec)
Sequence [1,84] Sequence [1,65]

67 bases, BGC = 12.4
Sequence [1,67]

P. luschani mt-genomuna ait trnL2 trnR trnN trnS1 trnE ve trnF genlerinin ikincil yapilari

mtRNA-Phe(gaa)
64 baszes, @l = 34.4
Sequence [1,64]
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C
< t
t -] -]
-t _
i—a gE-C c-g ;_: a-t
t-a a-t c-gZ
t- -
t-: t-a g-cC E_: t-a
a-t t-a a-t -t a-t
a-t t-a g-C :—t t-a
g-¢ a a-t g-C t-a et t-a
t  catct a-t t gtt t t-a 8
s & 11111 & t  ttec t  tttet LT t  catta t
Y a a (N ag g il g
£t + a & L I g
: |||f E agaa a tttg 83gg < t tttg a&@agg a z Tff% :gaagttt t acg gtaat &
Y t ot a !4 a a a !l t g
t asat a
aaaa a8 = sasc N t aamt . g aagc a a tac s
5t+ tg 2 N s a a t a at_ a g t
t—E c-g& t-a a—ia t-as
-c t-a t-a ‘- t-a
~ g-t g-c a-t i a-t
< £ gt a-t 5" g-c
+ Et t-a t-a & a a-t
+ g C a t g " : t a
gtg t a t g tea t a
tgt tgs g tag
tRMA-H1 t _
25 b ISEGE}_ 26.7  MERNA-Thr(tgt) mtRNA-Pro(tgg) mt“{;‘*“ 5*"—”(;5&}_ mtRNA-Leu(tag)
a=es, = . 64 bases Bec < 36.6 66 bases, %GC = 30.3 69 bases, HGC = 28.3 66 bases, ¥GC = 25.8
Sequence [1,65] . Sequence [1,69]
’ Sequence [1,54] Sequence [1,1] q . Sequence [1,66]

P. luschani mt-genomuna ait trnH, trnT, trnP trnS2 ve trnL genlerinin ikincil yapilar
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Ll

C
- a
c-g a-t
a-t a-t
a-t t-a
a-t g-C
a-t a-t
t-a a-t
a-t tt E-C t
a tagac =& t catta
ga E] R - ag g il t
g ttcg ttectg <« t tcc gtaat t
a !+ t tg t el t t
g aggc 8 t agg 8
tt E g aaa a C
t-aa t-aac
t-a t-a
t-a a-t
c-g c-g
a-t t-a
t c a g
t t 8
tac gat
mtRNA-Val(tac) mtRMNA-Tle(gat)
72 bases, %GC = 31.9 68 basze=z, ¥GC = 26.5
Sequence [1,1] Sequence [1,68]

P. luschani mt genomuna ait genlerinin trnV ve trnl ikincil yapilari
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