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Abstract: Synonym site mutations do not cause any changes in the protein sequence, whereas non-synonymous site
mutations alter the protein sequence, causing amino acid changes. In this study, the rates of synonymous and non-
synonymous substitution (Ks-Ka values) with the mutation and nucleotide variations in the synonymous and non-
synonymous were analysed in Guenther’s vole Microtus guentheri (Danford and Alston, 1880) by amplification of three
gene region (Cytochrome-oxidase 1 (COXI), Cytochrome-b (Cyt-b) and 12S rRNA), and haplotype variations were
investigated in these genes. Haplotypes were found to be 12, 14 and 7 for the COXI, Cyt-b and 12S rRNA gene regions,
respectively. Based on the Jukes and Cantor Parameter (Jukes and Cantor, 1969), the nucleotide diversity values in
synonymous and non-synonymous regions were found to be close to each other in the COXI and Cyt-b regions but higher
than in the 12S rRNA region. In addition to nucleotide diversity, Ka values in Cyt-b and 12S rRNA regions are generally
higher than Ks values (Ka/Ks>1) while Ks and Ka values are very close to each other (Ks/Ka~1) in COXI region.
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Microtus guentheri (Mammalia: Rodentia) Tiirtiniin U¢ Mitokondriyal
DNA gGeninde Haplotip Varyasyonlari

Ozet: Gen bolgelerindeki sinonim bolge mutasyonlari protein dizisinde herhangi bir degisiklige neden olmaz iken, non-
sinonim bdlge mutasyonlart protein dizisini degistirerek aminoasit degisimlerine neden olmaktadir. Bu ¢alismada,
Turkiye’nin giineydogu bolgesinde yayilis gosteren Guenther tarla faresi Microtus guentheri (Danford ve Alston, 1880)
tlranlin sinonim ve non-sinonim bdlgelerdeki mutasyon ve niikleotit gesitlilikleri ile sinonim ve non-sinonim substittisyon
oranlari (Ks-Ka degerleri) ¢ gen bdlgesinin (Sitokrom-oksidaz | (COXI), Sitokrom-b (Cyt-b) ve 12S rRNA)
cogaltilmasiyla analiz edilerek s6z konusu tiirde mitokondrial DNA haplotip varyasyonlart arastirilmistir. Haplotip
sayilart COXI, Cyt-b ve 12S rRNA gen bolgeleri i¢in sirastyla 12, 14 ve 7 olarak hesaplanmustir. Jukes and Cantor
Parametresi (Jukes ve Cantor, 1969) baz alinarak yapilan analizler sonucu, sinonim ve non-sinonim bélgelerdeki nikleotit
gesitlilik degerleri COXI ve Cyt-b bolgelerinde birbirine yakin degerlerde ve 12S rRNA bolgesine kiyasla daha yiiksek
bulunmusgtur. Ek olarak, sinonim ve non-sinonim substitiisyon oranlarina (Ks ve Ka degerleri) bakildiginda, Cyt-b ve 12S
rRNA bolgelerinde Ka degerleri genel olarak Ks degerlerinden daha yuksek olup, (Ka/Ks>1). COXI bélgesinde ise Ks
ve Ka degerleri birbirlerine oldukg¢a yakindir (Ka/Ks~1).

Anahtar kelimeler: Microtus guentheri, Mitokondriyal DNA, Mutasyon.

Girig

Microtus guentheri (Danford ve Alston, 1880) “Guentheri
tarla faresi” tiiriiniin tip yeri Kahramanmaras, Tiirkiye
olup, Tiirkiye’nin giineydogu bolgesi basta olmak iizere;
Suriye, Liibnan, Israil ve Kuzey Libya’da yayilis
gostermektedir (Bodenheimer, 1958; Harrison ve Bates,
1991; Yigit ve ark., 2006). Bu tiiriin yayilis1 daha dnceleri
bir¢ok yazar tarafindan Bati Anadolu, Trakya ve Avrupa
iclerine kadar uzatilmigtir (Ellerman ve Morrison-Scott,
1951; Lay, 1967; Felten ve ark., 1971; Kefelioglu ve
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Krystufek, 1999; Nowak, 1999; Musser ve Carleton,
2005; Wilson ve Reeder, 2005). Bu kapsamda genel
olarak uzun siire Bati Anadolu ve Trakya popiilasyonlar
da 2n: 54 kromozomuna sahip tarla farelerinin dahil
oldugu Sumeriomys altcinsinin (Golenishchev ve ark.,
2002) bir tiirii olan M. guentheri olarak kabul gormiigtiir.
Ancak tip yeri Kahramanmarag olan M. guentherrnin bazi
onemli morfolojik farkliliklara sahip oldugu da
vurgulanmigtir (Kivang, 1978; Yigit ve Colak, 2002). Tk
kez Yigit ve Colak (2002) tarafindan Bati Anadolu’dan
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kaydedilen Microtus lydius Blackler, 1916 tiiriiniin M.
guentherrden  morfometrik  olarak farkli  oldugu
vurgulanmis ve M. [ydius gegerli bir takson olarak dikkate
alimmustir. Bu saptamadan sonra arastirmalar batt Anadolu
ve Trakya/Avrupa popiilasyonlari iizerine yogunlagmis,
oncelikle Avrupa popiilasyonun M. guentheri olmayacagi
priorite kuralina gore Microtus hartingi Barret-Hamilton
1903, olmas1 gerektigi Yigit ve ark. (2012) tarafindan
vurgulanmistir. Bu durum diger arastiricilar tarafindan da
genel bir kabul gérmiistiir. Ancak bu durum bagka bir
bilimsel problem dogurmustur, buna gore Krystufek ve
ark. (2012) Yigit ve ark. (2012)’nin tersine bati Anadolu
popiilasyonunun da M. hartingi olmasi gerektigi belirtmis
ve tamimlamigtir. Bati Anadolu’daki bu taksonomik
probleme karsin, M. guentherinin yayilis
Kahramanmarag ve Adiyaman hattinin giineyinden
Israil’e kadar olan bir bolgeyi kapsamaktadir (Yigit ve
Colak, 2002; Krystufek ve ark., 2009; Krystufek ve ark.,
2012; Yigit ve ark., 2012; Markov ve ark., 2014; Yigit ve
ark.,, 2017). tartismali
Sumeriomys altcinsinin tiirleri {iizerine
problemlerinin ¢oziimiine katki saglayacak ve filogenetik
iligkileri olusturacak ¢aligsmalar oldukg¢a azdir (Krystufek
ve ark., 2009; Krystufek ve ark., 2012; Yigit ve ark.,
2017). Bu calismada M. guentheri tiiriine ait Ornekler
kullanilarak Sitokrom-oksidaz 1 (COXI), Sitokrom-b
(Cyt-b) ve 12S rRNA gen bolgelerinde ortaya cikan
haplotiplerdeki niikleotit farkliliklarinin analizi yapilmaisg;
sinonim ve non-sinonim bolgelerdeki mutasyon ve
niikleotit cesitlilikleri ile Ks-Ka degerleri (sinonim ve
non-sinonim substitiisyon oranlar1) bazinda mitokondrial
DNA haplotip varyasyonlar1 ortaya konmustur. Bu yolla
tiirlin yayilig alani i¢indeki haplotiplerdeki non-sinonim
niikleotid degisimlerine bagli genetik farklilagsma
seviyesinin belirlenmesine katki saglamak amaglanmustir.

alam

Taksonomik durumu olan

taksonomik

Materyal ve Metot

Bu calismada Ankara Universitesi Memeli Hayvan
Koleksiyonu'na ait (AUMAC, http://www.mammalia.
ankara.edu.tr) toplam 14 adet M. guentheri 6rnegi, ek
olarak Cyt-b bolgesine ait 3 adet GenBank sekansi
kullanilmigtir. -80°de muhafaza edilen kas, karaciger,
kalp ve bobrek dokular1i kullanilarak, GeneAll®
ExgeneTM Tissue SV mini kit (Atlas Biyoteknoloji,
Tiirkiye) marka izolasyon kiti ile DNA izolasyonu
gerceklestirilmigtir. COXI (720 baz ¢ifti), Cyt-5(1100 baz
cifti) ve 12S rRNA (1000 baz ¢ifti) bolgeleri sirasiyla
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BatL5310/R6036R (Robins ve ark., 2007), L14727-
SP/H15915-SP (Jaarola and Searle, 2002) ve L651/12GH
(Adkins ve ark., 2001), primerleri kullanilarak Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PZR) vasitasiyla ¢ogaltilmistir. PCR
bilesenleri ve reaksiyon kosullar1 Yigit ve ark. (2017)’den
alimmustir. PCR sonucu amplifiye edilen DNA o6rnekleri
0,8%’lik agaroz jelde (IXTAE) 70 voltta 1 saat
yiiriitilmiis ve jel goriintiilemesi ve fotograflanmasi
Syngene Bio Imaging Ingenius Jel Goriintiileme
Sistemi’nde gerceklestirilmigtir. Cift yonlii dizi analizi
Ankara Universitesi Bilimsel Arastirmalar Projeleri
1500430002 numarali projesi ile MEDSANTEK
firmasina yaptirilmigtir.

Sekanslar Chromas Lite 2.1.1 Programi ile goriintiile-
nmis; (www.technelysium.com.au) Clustalx 2.0 (Larkin
ve ark., 2007) ve BIOEDIT 7.2.0 (Hall, 1999) programlari
kullanilarak hizalama yapilmigtir. DNASP 5.10.01 (Rozas
ve ark., 2010) Programi yardimu ile de, sinonim ve non-
sinonim bolgelerdeki mutasyon ve niikleotit ¢esitlilikleri
(Jukes and Cantor Parametresi, Jukes and Cantor, 1969)
ile Ks-Ka degerleri (sinonim ve non-sinonim substitiisyon
oranlar1) hesaplanmigtir.

Sonuglar ve Tartigma
Microtus guentheri 6rneklerinin COXI, Cyt-b6 ve 12S
rRNA gen bolgelerinin Jukes and Cantor Parametresi
(Jukes ve Cantor, 1969) baz alinarak hesaplanan sinonim
ve non-sinonim bolgelerine ait mutasyon ve niikleotit
cesitlilik degerleri Tablo 1 ve 2’de verilmistir. Buradan
goriilecegi M. guentheride calisilan ii¢ mitokondriyal
gende en fazla sinonim bolge sayist 552,99 ile COXI
geninde ortaya ¢ikmustir, bunu sirasiyla Cyt-b ve 12S
rRNA izlemigtir. Non-sinonim bolge sayisinda ise en fazla
170,1 ile Cyt-bde olup bunu COXI ve 12S rRNA
izlemistir. Bunlara ilaveten niikleotit ¢esitliligini gdsteren
Pi degeri sinonim bolge mutasyonlarinda en fazla 12S
rRNA’da ortaya ¢ikmig bunu COXI ve Cyt-b izlemistir.
Toplam mutasyonlu bolge sayis1 12S rRNA’da diger iki
belirtece gore oldukga diisiiktiir (Tablo 1).

Non-sinonim bolge mutasyonlarindaki Pi degerleri
tam tersi bir dizilim gostermistir. Burada en yiiksek deger
COXTI’de ortaya c¢ikarken bunu sirasiyla Cyt-b ve 12S
rRNA izlemistir (Tablo 2). Haplotiplerdeki sinonim
mutasyonlar protein dizisinde herhangi bir degisiklige
neden olmazken; non-sinonim mutasyonlar ise protein
dizisini  degistirerek degisimi
sonuclanmakta; bu popiilasyonlar

aminoasit ile

nedenle arasi
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Table 1. Microtus guentheri tiiriine ait sinonim bolge mutasyonlart ve niikleotit cesitlilik (Pi) degerleri.

Analiz edilen kodon ve  Sinonim bdlge sayist Nukleotit Toplam
bdlge sayisi (parantez cesitlilik (P1) mutasyonlu bdlge
icinde) sayist

COXI 68 (204) 52,99 0,191 12

Cyt-b 74 (222) 51,90 0,134 17

12S rRNA 34 (102) 2317 0,027 2

Table 2. Microtus guentheri tiiriine ait non-sinonim bélge mutasyonlari ve niikleotit ¢esitlilik (Pi) degerleri.

Analiz edilen kodon ve Non-sinonim Niikleotit gesitlilik Toplam
bolge sayisi (parantez bolge sayist (Pi) mutasyonlu bélge
icinde) sayist

COXI 68 (204) 151,01 0,196 50

Cyt-b 74 (222) 170,10 0,164 43

12S rRNA 34 (102) 78,83 0,049 10

farklilagmaya katki sagladiklari bilinmektedir (Wang ve
ark., 2009). Bu calismada elde edilen bulgularda da non-
sinonim bolge mutasyon sayilari sinonim bolge
mutasyonlarina gore oldukca fazla c¢ikmistir. Ayrica
calisilan mitokondriyal genlerin hayvan sistematiginde
kullanimi farklilik arz etmektedir. COXI 6zellikle tiir igi
genetik farkliligin ortaya konmasinda énemli bir belirte¢
olarak dikkate alinirken, Cyt-b tiirler arasi, 12S rRNA ise
daha cok cins ve daha iist taksonomik kategorilerin
filogenetik iligkilerinin ortaya konmasinda
kullanilmaktadir (Hebert ve ark., 2003; Pfunder ve ark.,
2004; Zardoya ve Meyer, 1996; Avise, 1994; Irwin ve
ark., 1991; Douzery ve Catzeflis, 1995; Ledje ve Arnason,
1996; Gatesy ve ark., 1997; Halanych ve Robinson, 1997;
Wang ve ark., 2003). Bu bilgileri dogrular sekilde bu
calismada calisilan {i¢ gen bolgesinde sinonim ve non-
sinonim  bolge disik 12S rRNA
haplotiplerinde ortaya c¢ikmistir. Bu tiirde saptanan
haplotiplerdeki her iic gen bolgesinin niikleotit
degisimleri, sinonim ve nom sinonim bolgeler esas
alinarak ve kodon numaralar ile birlikte Tablo 3, 4 ve 5°de
verilmigtir.

Taksonlardaki genetik farklilagsmaya 1s1k tutan diger
bir kriter sinonim (Ks) ve non-sinonim substitiisyon (Ka)
oranlaridir, bu degerlerden Ka/Ks orani1 hesaplanarak
tirdeki  genetik farklilasma seviyesi ile ilgili
degerlendirme yapmak olanakli olabilmektedir; Ka/Ks=1
notral bir segilimi gosterirken, Ka/Ks>1 pozitif segilimi ve
Ka/Ks<1 ise negatif (stabil) bir secilime isaret eder
(Hanada ve ark., 2007). Microtus guentheri haplotipleri-

sayilar1 en

nin Ks ve Ka degerlerine bakildiginda ise, Ka degerinin
her {ic gen bolgesinde az da olsa yiiksek oldugu
goriilmektedir (Tablo 6). Ks ve Ka degerlerinden
hesaplanan Ka/Ks oraninin aldig1 degerler tiiriin yayilis
sinirlart iginde alt tiirlesme ve tiirlesmeye yol acabilecek
genetik cesitlilige 151k tutar. Tablo 3’den goriildiigii gibi
her {i¢ gen bolgesinde bu oran 1’in iizerindedir. Ka/Ks<1
durumunda c¢aligilan tiirlin adaptif secilim karakterlerini
korumakla birlikte atasal karakterlere de sahip oldugunun
bir gostergesi olarak dikkate alinabilir. Ancak
M. guentheri tiiriinde ortaya cikan Ka/Ks>1 degerleri
tiiriin genetik bir farklilasma icerinde oldugunu destek-
lemektedir (Zang ve Yu, 2006; Hanada ve ark., 2007).
Tiirkiye’de yayilis yapan guentheri grubu tarla fareleri
izerinde yapilan calismada Bayesian Markov Chain
Monte Carlo, MCMC algoritmasiyla iretilen filogeni
agacinda Giineydogu Anadolu oOrneklerini olusturan
M. guentheri Bati Anadolu ve Trakya orneklerinden
oldukca farklilasmis ve ayr1 bir alt kiimede toplanmugtir
(Yigit ve ark., 2017). Bu sonuglar bu c¢alismadaki
Ka/Ks>1 durumundan kaynaklanan farklilagsmay1 destek-
lemektedir. Bu bulgularin 15181 tip yeri
Kahramanmarag olan ve o yoreden giineye dogru yayilig

altinda

yapan bu tiiriin 6zellikle Suriye ve Israil popiilasyonlart
ile karsilastirma yapilarak bu farklilagsmanin hangi boyutta
oldugu; alt tiir veya yeni bir tiir boyutunda farklilasma
olup olmadig1 daha sonra yapilacak calismalara ortaya
konabilecek, bu ¢alismadan elde edilen ti¢ mitokondriyal
belirtece ait veriler bu yonde siirdiiriilecek calismalara
altlik olusturacaktir.

Table 3. COXI bdlgesinde sinonim (beyaz bélgeler) ve non-sinonim bdlge mutasyonlari (gri bélgeler). Haplotipler ve 6rnek numaralari: 1: Hatay
(6573); 2: Kahramanmaras (4807); 3: Hatay (2114); 4: Adiyaman (6720, 6721); 5: Adiyaman (6718); 6: Kahramanmaras (6727); 7:
Kahramanmaras (3628, 3629); 8: Kilis (2765); 9: Kilis (5228); 10: Kahramanmaras (3623); 11: Kahramanmaras (3620); 12: Kilis (2941).
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Table 4. Cyt-b bolgesinde sinonim (beyaz bélgeler) ve non-sinonim bélge mutasyonlart (gri bolgeler). Haplotipler ve 6rnek numaralari: 1: Kilis
(2765); 2: Kahramanmarag (3629); 3: Kahramanmaras (6727); 4: Adiyaman (6718); 5: Adiyaman (6720); 6: Hatay (2114), Kilis (2941), Suriye
(AY513805.1); 7: Israil (AY513806.1, AY513807.1); 8: Kahramanmaras (4807); 9: Hatay (6573); 10: Kahramanmaras (3620); 11:
Kahramanmaras (3628); 12: Adiyaman (6721): 13: Kahramanmarag (3623); 14: Kilis (5228).

NS POZISYON

HAP1 HAP2 HAP3 HAP4 HAP5 HAP6 HAP7 HAP8 HAP9 HAP10 HAP11 HAP12 HAP13 HAP14
5 A A A A A A A C A A A A A A
6 A A A A G A A A A A A A A A
13 A A A A A A A A A A A A G A
16 A A A A A C C C C C C C C C
18 C C C C C C C C C C C C G C
26 C C C C C C ¢ C C C C c T C
27 A A A A A A A A A A A A T A
28 T T T T T T T T T T T T G T
29 C T T T T A A A A A A A G A
30 C A A A A C C C C C C C C C
32 A A A A A A A A A A A A G A
34 T T T T T T T T T T T T G T
38 G G G G G A A A A A A A A A
40 G G G T G A A A A A A A A A
50 C c c C C T T T T T C T T T
55 C C C C C C C C C C C C C T
60 A A A A A C C C C C A A C C
66 C c c C C T T T T T T T T T
67 T T A T T C C C C C C C C C
71 G G G G G G G G G G C C G G
72 A A A A A A A A A A G G A A
73 G G G G G G G G G G A A G G
77 A A A A A C C C C C A A C C
83 C C C C C T T T T T ¢ C T T
91 C c c C C C C C C T C C C C
98 C c c C C T T T T T C C T T
101 C C C C C C C C C C C C C T
103 T T T T T C C C C C T T C C
105 T T T T T C C C C C T T C C
108 T T T T T C C C C C T T C T
113 A A A A A G G G G G A A G A
117 T T T T T C C C C C T T C T
120 C c c C C T T T T T C C T C
121 T T A A A A A A A A T A A A
123 T T T T T C C C C C T T C T
133 C c c C c T T T T T C C T A
134 C C C C C T T T T T ¢ C T T
135 A A A G A A A A A A A A A A
140 A A A A A c C c C C T T c C
141 C C C ¢ C A A A A A ¢ C A A
146 T T T T T c C c C C T T c C
151 T T T T T T T T T T T T T C
155 T T T T T C C C C C T T C C
162 C c c C c A A A A A C C A A
164 C T T T T C C C C C T T C T
174 T T T T T c C c C C T T c T
180 C c c T c c C c C C C C c C
182 T T T T T T T T T T T T T [¢
183 T T T T T c C c C C T T c T
187 A A A A A G G G G G A A G A
188 C C C C C T T T T T ¢ C T [¢
190 T T c C c c C c C C T C c C
192 A A A A A A G A A A A A A G
194 G G A A A G G G G G G A G G
197 C c c C A c C c c C C c c C
202 A A A A A A A A G A A A A A
209 A A A A A A A A A A A A G A
215 A A A A A T T T T T T T T A
216 C C C C C T T T T T T T T C

C C C C C G G G G G G G G C
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