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Bu calismada, Toros ve Anadolu Diyagonali Daglari’nin (Toros Yolu) alpinik kayaliklarinda
yasayan ve Tiirkiye'ye endemik olan Phyllolepidum cyclocarpum subsp. cyclocarpum
(Kayaincisi) taksonunun popiilasyon dinamiklerinin genom diizeyinde 6rnekleme yontemini
kullanan RADSeq verileri yardimiyla dogu ile bat1 popiilasyon gruplari arasindaki iligkileri
belirleyip tiiriin demografik yapisini ortaya ¢ikarmak amaglanmistir. Bu dogrultuda, ilgili
bitkinin literatiirde taranan lokalite bilgileri ve bulunabilecegi habitatlar dikkate alinarak,
Toros Yolu tlizerindeki daglik bolgelerde arazi calismalar1 gergeklestirilmistir. Morfolojik
analizler i¢in, toprak istli 6zelliklerden sadece sayisal Olgiilebilecek karakterler dikkate
alinmis ve elde dilen veri seti Temel Bilesenler Analizi (TBA-PCA) ile degerlendirilmistir.
Bunun yaninda, RADSeq dizileme yontemi kullanilarak 15 popiilasyona ait 140 birey
dizilenmistir. Genomik veri hem Tek Niikleotid Polimorfizmi (SNP) hem de snakeRAD
kullanilarak elde edilen lokuslarla degerlendirilmistir. Lokus tabanli filogenetik analizler
i¢cin hem parsimoni bilgi verici 50 lokus hem de rasgele 6rneklenmis 3 tane 50 lokusluk veri

seti kullanilmistir. Hem lokus verisi ile gergeklestirilen koalesent tabanli ve zamanla kalibre



edilmis filogenomik analizler, hem de SNP verisi ile gerceklestirilen PCA ve karigim
analizleri dogu ve bati popiilasyon gruplar1 arasinda belirgin bir farklilagmay1 ortaya
koymustur. Genomik veriden elde edilen bulgular morfolojik verilerle de desteklenmistir.
Ayrica, popiilasyonlar aras1 ve i¢i farklilagsma sonuglar1 da dogu popiilasyonlari igerisinde
genetik farklilagsmanin yiiksek, bat1 popiilasyonlari igerisinde ise genetik ¢esitliligin oldukca
diisiik oldugunu gostermistir. Her iki popiilasyon grubu arasinda ise oldukga yiiksek bir
genetik farklilagsma tespit edilmistir. Son olarak, dogu, bati ve tiim popiilasyonlar i¢in
gergeklestirilen demografik analizlerde dogu ve bati popiilasyonlarinda sirasiyla Son Buzul
Maksimumu ve erken Dryas Donemi buzullasmalarindan sonra belirgin bir sekilde

popiilasyon daralmasi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Anadolu Diyagonali, Alpinik Flora, Filogenomik, NGS, RADSeq



ABSTRACT

Biogeography, Population Genetics and Numerical Taxonomy of Alpine

Phyllolepidum cyclocarpum (Boiss.) L. Cecchi subsp. cyclocarpum

Emrullah YILMAZ
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Supervisor: Assoc. Prof. Baris OZUDOGRU

June, 2024, xii+76 pages

This study aimed to determine the relationships between the eastern and western population
groups of Phyllolepidum cyclocarpum subsp. cyclocarpum, a taxon endemic to Turkey found
in the alpine rocks of the Taurus and Anatolian Diagonal mountains (Taurus Way). Using
RADSeq data and genome-level sampling, the study sought to uncover the species'
demographic structure. Field studies were conducted in the Taurus Way mountains, targeting
localities and potential habitats identified through literature review. For morphological
analysis, only quantitatively measurable characters were considered, and the data set was
evaluated via Principal Component Analysis. Additionally, 140 individuals from 15
populations were sequenced using the RADSeq method. Genomic data analysis utilized both
Single Nucleotide Polymorphism (SNP) and loci obtained using snakeRAD. Phylogenetic
analyses employed both parsimony-informative 50 loci and three randomly sampled 50 loci
datasets. Coalescent-based and time-calibrated phylogenomic analyses with locus data,
along with PCA and admixture analyses with SNP data, demonstrated clear differentiation

between eastern and western population groups. Genomic findings were supported by



morphological data. The study also revealed high genetic differentiation within eastern
populations and low genetic diversity within western populations, with significant
differentiation between the two groups. Demographic analyses indicated a significant
population construction in both eastern and western populations following the Last Glacial

Maximum and early Dryas Period glaciations, respectively.

Keywords: Anatolian Diagonal, Alpine Flora, Phylogenomics, NGS, RADSeq
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1. GIRIS

Tiirlerin azalmasi ya da yok olmasi, biyogesitlilik kavrami farkindalik kazandigindan beri
ele alman Onemli bir konu olmustur. Bu baglamda, biyocgesitliligin negatif yonde
degismesinde; genel olarak ¢evresel degisiklikler, iklimsel degisiklikler, insan etkisi, buzul
devirlerin baglamasi gibi dogal donemler veya istilaci tiirlerin artmasi gibi bir¢ok etkenin rol
oynadig1 bilinmektedir (Wilson, 1992; Malav, Kumar ve Malav, 2020). Ozellikle, biiyiik
iklimsel veya ¢evresel degisim donemlerinde tiirlerin yok olmamasi i¢in korunabilecegi
bolgelere goc ederek yasamaya devam edebilecegi bolgeler olan siginaklar bu anlamda iyi
15 gormektedir. Sigmnaklar, tlirlerin hayatta kalmalarini ve genetik cesitliliklerini
korumalarin1  saglar. Gilincel ¢alismalar, siginaklardaki biyogesitliligin  yeterince
korunmadigini ve bu zenginligin tehlike altinda olduguna dair sonuglar vermektedir (Habel

ve ark., 2011; Noroozi ve ark., 2018).

Diinyada 36 biyocesitlilik sicak noktas1 tanimlanmis olup Kafkasya, Akdeniz Havzas1 ve
fran-Anadolu bolgesi olmak iizere 3 sicak nokta Anadolu iizerinde bulunmaktadir. Bu
durum, Anadolu’nun zengin biyocesitlilige ve endemizme sahip oldugunu gostermektedir.
Ornegin, Anadolu’da bulunan bitki tiirlerinin cografi olarak Avrupa’ya yakin bir konumda
olup, yiizolglimii olarak daha kiigilk olmasina ragmen yaklasik %34’ endemiktir

(Conservation International, 2024). Bu ¢esitliligin sebepleri:

e Iran-Turan, Akdeniz ve Avrupa-Sibirya fitocografik bolgelerinin kesisim noktasinda
bulunmasi,

e Deniz seviyesinden yaklasik 5200 m’ye kadar degisen ytikselti farki,

e Kisa mesafelerde bile degisen makro ve mikro iklimler,

e Buzul ve buzullar arast donemlerde yasanan degisimler gibi sebepler

sayilabilmektedir (Sekercioglu ve ark., 2011; Avise, 2000; Hewitt, 2004).

Kuvaterner donemde, 6zellikle Avrupa’nin 52 derecelik kuzey enlemlerine kadar ulasan
buzullagmalar, bitkileri 6nemli derecede etkilemistir. Dolayisiyla, son buzul maksimumu
sirasinda 1liman kusak tiirlerin yayilis alanlarinin kii¢iilmesini takiben etkin popiilasyon
biiyiikliikleri de azalmistir (Schonswetter ve ark., 2005). Iber Yarimadasi, Italya ve

Balkanlar gibi buzul sigiaklarina siginan tiirler Avrupa’daki buzullagsma sona erdiginde

1



tekrar ayni bolgeye yayilmistir (Hewitt, 2004). Anadolu’da ise bu durum biraz daha farklidir.
Bu dénemde Anadolu’da olusan buzullasmalar sadece yiiksek dag zirvelerinde meydana
gelmis olup bitkiler i¢in; diisiik rakimlarda yasayanlarin enlemsel hareket yapmalarina,
yuksek rakimdakilerin ise asag1 yukar1 hareketler yapmalarina sebep olmustur (Tzedakis,
Emerson ve Hewitt, 2013; Comes ve Kadereit, 1998, 2003; Giir, 2017). Bu siire¢, daralma-
genisleme modeli ile agiklanabilmektedir. Tirlerin, yayilis alanlar1 daralma donemlerinde
kiiciildiigii icin etkin popiilasyon biiyiikliikleri de azalmistir. Ancak, buzul donemi sona
erdiginde tiirler, siginaklardan geldikleri yere dogru yayilis alanlarini genisleterek etkin

popiilasyon biiyiikliiklerini tekrar artirmiglardir (Avise, 2000; Hewitt, 2004).

P.H. Davis‘in asistan1 Cullen tarafindan “Flora of Turkey and the East Eagean Islands” adli
eserin 1965 yilinda yayinlanan birinci cildindeki tiirlerin yayilislar1 analiz edilirken, I¢
Anadolu ile Dogu Anadolu arasinda floral bir kesintinin oldugu fark edilmistir. Daha sonra
Davis (1971), Dogu Karadeniz Daglari’nin yagmur golgesinden baslayip giineybatida orta
Toroslar’a kadar uzanip I¢ Anadolu ile Dogu Anadolu arasinda kesintiye sebep olan bu
bariyeri Anadolu Diyagonali olarak tanimlamistir. Yakin bir zaman 6nce ise Anadolu
Diyagonali’nin Toros Daglar1 ve Ege’nin daglik alanlari ile Kafkasya ve Balkan biyotalar1
arasinda koprii rolii oynayan bir dispersal koridoru, “Toros Yolu" nu olusturdugu ortaya

konulmustur (Ciplak, 2008; Kaya ve Ciplak, 2017).

Bu calismada bilinen yayilist Toros Yolu ile sinirli, alpinik zonun kayalik alanlarinda yetisen
Phyllolepidum cyclocarpum (Boiss.) L. Cecchi subsp. cyclocarpum (Kayaincisi,
Brassicaceae) model organizma olarak kullamilip Toros Yolu dispersal koridoru

biyocografik olarak ele alinmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Anadolu’nun Zengin Biyocesitliligi ve Nedenleri

Anadolu, genis cografi yapisi, farkli topografik 6zellikleri ve iklim ¢esitliligi ile dikkat ¢eken
bir cografyadir. Bu cesitlilik, farklt bolgelerdeki topografik 6zelliklerin ¢esitlenmesine
olanak saglayarak kisa mesafelerde farkli yasam alanlarinin olugmasina imkan saglar.
Ancak, bu biyocesitlilik sadece cografi ve iklimsel faktorlerle sinirli degildir; ayni zamanda
tarihi ve jeolojik geg¢misin bir sonucudur. Milyonlarca yil boyunca jeolojik siireglerle
sekillenen Anadolu, ¢esitli ekosistemlerin olusumuna katkida bulunmustur. Bu ekosistemler
ozellikle, biyolojik ¢esitliligin en zengin oldugu ve endemizmin yiiksek oldugu yerler olarak
tanimlanan sicak noktalarin olusmasini saglamistir (Atalay ve Efe, 2015; Atalay, 1996;

Giirkan ve ark., 2016).

Sicak noktalar, diinya yiizeyinin sadece %?2,4linli kapSamalarina ragmen, endemizm
acisindan oldukc¢a zengin bolgelerdir. Bu alanlar, 6zellikle bitki ve hayvan tiirlerinin
benzersiz ve sadece belirli bir bolgede bulunmasiyla 6nem kazanir. Cogu sicak nokta,
yiiksek endemizm seviyeleri nedeniyle devletler ve kuruluslar tarafindan korunmasi gereken
alanlar listesine alinmistir. Anadolu, diinyada tanimlanmis 36 sicak noktadan 3’iini
(Akdeniz Havzasi, Kafkasya ve Iran-Anadolu) barindirmasi nedeniyle biyolojik ¢esitlilik
acisindan oldukca dnemli bir konumda bulunmaktadir. Avrupa-Sibirya, Akdeniz ve Iran-
Turan fitocografik bolgelerinin de Anadolu’daki varligi, Anadolu’nun biyogesitlilik
acisindan zenginligini gostermekte olup bu bolgelerdeki ekosistemlerin korunmasi, genel
biyogesitliligin siirdiiriilebilirligi agisindan kritik 6neme sahiptir (Conservation, 2024;

Myers ve ark., 2000).

Anadolu, bir¢cok parametre agisindan diger cografyalarla karsilastirilabilir, ancak benzerlik
bakimindan Avrupa ile karsilastirildiginda daha dogru sonuglar elde edilebilir. Anadolu'nun
yiizolglimii yaklasik 800.000 km? iken, Avrupa'nin yiizolgiimii 10 milyon km? olarak
kaydedilmistir. Bununla birlikte, tiir ¢esitliligi agisindan Anadolu 9.222 tiire (12.006 takson)
ev sahipligi yaparken, Avrupa'da bu say1 11.500 tiir ile sinirhidir. Endemik tiirler agisindan

da Anadolu'nun zenginligi dikkat c¢ekicidir ve 2.891 endemik tir (3.778 takson)



barmdirirken, Avrupa'da bu sayr 3.500 olarak goriilmektedir (Erik ve Hacioglu, 2004;
Barthlott ve ark., 2005). Bu veriler, Anadolu'nun cografi olarak daha kiigiik olmasina
ragmen, biyolojik ¢esitlilik agisindan Avrupa ile karsilastirilabilir seviyede zenginlige sahip

oldugunu gostermektedir (Erik ve Hacioglu, 2004; Giiner ve ark., 2012).

Anadolu'nun cografi yapisi, kisa mesafelerde bile degisen makro ve mikro iklimlerin
olusmasina olanak tanir ki bu durum da bitki gesitliliginin artmasina katki saglar. Ozellikle,
Kuvaterner doneminde yasanan iklim degisiklikleri de Anadolu'nun flora zenginligini
etkilemistir. Bu donemde, Avrupa’y1 biiyiik 6l¢iide kaplayan buzullar Anadolu'da sadece
yiiksek dag zirveleriyle sinirli kalmislardir. Bu faktorlerin bir araya gelmesi ise Anadolu'nun
essiz ve zengin bitki Ortiisiinlin olusumunda 6nemli bir rol oynamaktadir (Sekercioglu ve

ark., 2011; Atalay, 1996; Senkul ve Dogan, 2013; Giir, 2017).

2.2. Anadolu Diyagonali ve Toros Yolu

Anadolu’nun zengin biyolojik cesitliliginin  sebeplerinden biri de Anadolu’yu
kuzeydogu/giineybat1 ydniinde kesen bir bariyerin varhigidir. i¢ Anadolu ile Dogu Anadolu
bolgeleri arasinda floral bir kesikligin varligi ilk defa P.H. Davis’in asistan1 Cullen
tarafindan Tiirkiye Florasi’nin birinci cildine (Davis, 1965) ait istatistikler ¢ikarilirken fark
edilmis ve tiirlerin yayilisinda kesintiye neden olan bu hat daha sonra Davis tarafindan
Anadolu Diyagonali olarak tanimlamistir (Davis, 1971). Tiirkiye’nin kuzeydogusundan
giineybatisina uzanan I¢ Anadolu ve Dogu Anadolu arasinda bir sinir olan Anadolu
Diyagonali, Glimiigshane-Bayburt civarlarindan baslayip gilineybatida orta Toroslara kadar
uzanarak Tahtali ve Binboga Daglari’nin giineyinde ¢atallanip, bir kolu Amanoslar (Nur)’da
diger kolu ise Aladaglar ve Bolkar Daglari’nda biter (Sekil 2.1) (Giir, 2017).
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Sekil 2.1. Tiirkiye’nin fitocografik bolgeleri ve Anadolu Diyagonali (Davis, 1971°e gore).

Davis, i¢ Anadolu ile Dogu Anadolu arasinda bdylesine biiyiik bir floral kesintiyi aciklamak
icin bu iki bolge arasindaki ylikseklik ve sicaklik farkinin yeterli olamayacagi ve bu durumun
ancak Anadolu'nun paleocografik ge¢cmisiyle agiklanabilecegini iddia etmistir (Davis, 1971).
Bir biyocografik olgu olarak Anadolu Diyagonali’nin bariyer rolii uzun zamandir
tartisilmakta ve bazi arastirmacilar icin bariyer etkisinin c¢evresel degiskenlerle
aciklanabilecegi iddia edilmektedir (Ekim ve Giiner, 1986; Giir, 2017). Ancak bariyer
roliiniin yaninda Anadolu Diyagonali’nin kuzeydogu/giineybati yoniinde bir koridor rolii de
s0z konusu olup 6zellikle Pleistosen iklimsel dalgalanmalar1 esnasinda bitkilerin Anadolu
Diyagonali’ni bir koridor olarak kullandiklar1 diisiiniilmektedir Ozellikle Diyagonal’in
giiney ucu olan Amanos Daglari’nda Taxus baccata L., Fagus orientalis Lipsky, Buxus
sempervirens L., llex aquifolium L., Staphylea pinnata L. gibi ¢ok sayida Avrupa-Sibirya
tirtinlin bulunmas1 ya da Acantholimon ulicinum (Willd ex Schutt) Boiss, Allium
tchihatschewii Boiss., Hesperis cappadocica E.Fourn. gibi yayilisi sadece Diyagonali
olusturan daglarla sinirhi tiirlerin varligt Anadolu Diyagonali’nin bu roliinii ortaya
koymaktadir. Fakat gerceklestirilen caligmalarda Anadolu Diyagonali’nin bu o&zelligi
vurgulanmis olmasina ragmen, gorece yakin bir zamana kadar Anadolu Diyagonali ve Toros

Daglar1 baglantist gbz ardi edilmistir (Ekim ve Giiner, 1986; Atalay ve Efe, 2015).



Anadolu iizerinde bir dispersal koridoru olarak Toros Yolu terimi ilk olarak Ciplak (2008)
tarafindan kullanilmigtir. Kaya ve Ciplak (2017) ise, Kafkas ve Balkan biyotalar1 arasinda
Anadolu Diyagonali, Giiney Anadolu Daglar1 ve Ege‘nin daglik alanlar1 vasitasiyla kurulan
baglant1 i¢in bir dispersal koridoru olarak Toros Yolu’nun detaylarin1 vermislerdir (Sekil
2.2). Ozellikle Balkanlar ve Kafkaslar arasindaki kesintili yayilis1 agiklamak igin kullanilan

bu dagilim koridoru Psorodonatus caucasicus tiir kompleksini olusturan ¢ekirge tiirlerinde

test edilmis ve ¢alisilan taksonlar agisindan Anadolu icerisinde bdyle bir koridorun varligi

gosterilmistir (Kaya ve Ciplak, 2017) (Sekil 2.2).

Sekil 2.2. Bir Dispersal Koridoru olarak Toros Yolu. Siyah cizgiler arasinda kalan alan
Anadolu Diyagonali’ni, siyah + kirmizi ¢izgilerin arasinda kalan alanin tamami ise “Toros

Yolu” nu gostermektedir.

2.3. Brassicaceae Familyasi

Brassicaceae (Lahanagiller) ailesi Diinya genelinde 58 oymak altina yerlestirilmis 349 cins
ve yaklasik 4140 tiirle temsil edilir (German ve ark., 2023; Hendriks ve ark., 2023).
Brassicaceae familyasina 6zgii olan morfolojik 6zellikler temel olarak hag seklinde karsiliklt
dizilmis dort tag (petal) yaprak ve dort canak (sepal) yapraktir. Bu karakteristik ¢igek yapisi,
iki dairede dizilmis alt1 stameni kapsar; bunlardan ikisi kisa, dérdii ise uzun olup, bu yap1
tetradinam olarak isimlendirilir. Pistil, genelde {ist durumlu bir ovaryuma sahiptir ve iki
karpel ve yalanci bir bolme ile ayrilan iki lokulustan olusur. Meyve yapist genellikle silikua
veya silikula seklinde olup, nadiren de olsa lomentum veya nuks seklinde olabilmektedir

(Al-Shehbaz, 2012; BrassiBase, 2024).



Brassicaceae familyasi Antarktika kitas1 disinda diger tiim kitalara dagilmistir, bu da familya
tiyelerinin cografi dagilim acgisindan genis bir yayilim gosterdigini, ¢esitli iklim ve
habitatlara adaptasyonunun kolay oldugunu ve ekolojik esnekligini kanitlamaktadir. Ayni
zamanda bu genis cografi dagilim tiirler arasinda genetik cesitliligin zenginligine de isarettir.
Bu familyanin taksonlari, 1liman kusaklara dogru yayilmis olup Akdeniz, giineybati ve Orta

Asya bolgelerinde en yogun ¢esitliligi sunmaktadir (Bailey ve ark., 2006).

Brassicaceae icin yapilan son filogenetik calismalar, bu familyanin Aethionemoideae ve
Brassicoideae olmak tiizere iki alt aile altinda siiflandirilmasina dayanan yeni bir sistem
Onermistir. Bu alt aileler, toplamda 58 oymaktan olusmakta olup Aethionemeae disinda geri
kalan 57 oymak Brassicoideae icerisine yerlestirilmistir. Taksonomik olarak en karmasik
cinsleri iceren ve c¢alismanin konusunu olusturan Phyllolepidum’un da dahil oldugu
Alysseae oymagi, 282 tiirle temsil edilmekte olup bu tiirler genel olarak Avrasya’da

dagilmistir (Hendriks ve ark., 2023; German ve ark., 2023).

2.4. Phyllolepidum Trinajsti¢

Tez konusunu olusturan Phyllolepidum cyclocarpum (Boiss.) L. Cecchi subsp. cyclocarpum
(Kayaincisi) tarihsel olarak Aucher tarafindan Munzur Daglari’ndan toplanmis 6rneklere
dayanarak Ptilotrichum cyclocarpum Boiss. ismi ile yaymlanmistir. Ancak bu tiir Tiirkiye
Florasi’na Aurinia cinsi altinda Aurinia rupestris’in bir alt tiirii olarak A. rupestris subsp.
cyclocarpa (Boiss.) Cullen & T.R.Dudley seklinde yazilmistir. Zaman igerisinde
gerceklestirilen molekiiler filogenetik ¢alismalar ise A. rupestris subsp. rupestris ile A.
rupestris subsp. cyclocarpa’nin farkl tiirler olduklarini ve ikisinin de Aurinia ve Asya
yayiliglt Ptilotrichium cinsine dahil olmamalari gerektigini ortaya koymustur. Dolayisiyla
bu tir 1990 yilinda Trinajsti¢ tarafindan tanimlanan Phyllolepidum cinsi altinda
degerlendirilmeye baslanmistir (Cecchi, 2011). Cinsin iki tiirlinden P. rupestris’in yayilisi
giiney Avrupa iken P. cyclocarpum Tiirkiye ve Yunanistan’da bulunmaktadir. Yunanistan'da
bulunan popiilasyon yeni bir alt tiir olarak degerlendirilip P. cyclocarpum (Boiss.) Cecchi
subsp. pindicum (Hartvig) Cecchi olarak yayinlandiktan sonra ise Anadolu’da kalan P.
cyclocarpum subsp. cyclocarpum popiilasyonlari endemik statiisii kazanmistir (Cecchi,

2011). Bitkinin yayilis1 Tiirkiye Florasi kayitlarina gore Anadolu Diyagonali ile sinirl iken,



sonradan yapilan arazi ¢aligmalariyla Toroslarin bati uglarinda; yani Antalya, Burdur ve
Mugla’da da yayilis gosterdigi tespit edilmistir. Fakat mevcut durumda da tiirlin Bati
Toroslar popiilasyonlar1 ile Dogu Toroslar/Anadolu Diyagonali popiilasyonlar1 arasinda
onemli sayilabilecek derecede yayilis boslugu bulunmaktadir. Yiiksek daglarin subalpin ve
alpin bolgelerinde sabit veya hareketli kalker kayaliklarda yetisen bu ¢ok yillik tiiriin sahip
oldugu kanathi tohum yapisi dispersali kolaylastirmakta olup bu durum uzun mesafe
dispersal yeteneginin Onemli bir gostergesidir. Ancak Bati Toroslarda yetisen
popiilasyonlara ait herbaryum o&rneklerinde gerceklestirilen morfolojik goézlemler bu
popiilasyonlarin dogudakilerden farkli olarak ¢ok sik, kompakt ve kisa boylu dbekler
olusturdugunu gostermistir. Dolayisiyla dogu ve bati popiilasyonlar1 arasinda
gerceklestirilecek detayli morfolojik ve molekiiler analizler sonucunda batidaki

poplilasyonlarin farkli bir takson olup olmadiklar1 da anlasilabilecektir.

2.5. Yeni Nesil Dizileme: RAD-Seq

Restriksiyon Bolgesi iliskili DNA dizilimi (Restriction Site Associated DNA Sequencing ya
da RAD-Seq), yiiksek yogunlukta genomik veri elde etmek igin kullanilan ve genetik
cesitliligi inceleyen oldukga giiclii bir sekanslama yontemidir. RAD-Seq, tiim genomu pahali
maliyetlerle dizilenmesi yerine onceden belirlenmis restriksiyon enzimlerini kullanarak

kesilmis bolgelerin dizilenmesiyle ¢alismaktadir (Davey, 2010).

RAD-Seq, tiim genomun dizilenmesine kiyasla ekolojik ve evrimsel ¢alismalarda bazi
avantajlar sunmaktadir. Tiim genom dizilenmesi daha fazla genomik bilgi saglasa da birgok
ekolojik ve evrimsel soru bu tiir bir artistan faydalanmaz. Belirli bir sistemde daha kapsamli
veya esnek arastirma saglamak i¢in transkriptom dizilimi, hedefli yakalama veya model
olmayan tiirler i¢in de-novo referans genomlart gibi diger genomik yaklagimlarla
tamamlanabilecek bir tekniktir. Bu nedenle, aragtirma sorusu ve ihtiya¢ duyulan genomik
bilgi diizeyine bagl olarak RADSeq dizileme yontemi secgilmektedir (Andrews ve ark.,
2016).

Popiilasyon genetigi, herhangi bir tiiriin, genetik varyasyonunu, gec¢miste gecirdikleri

evrimsel siirecleri ve gelecek hakkinda tahminleri anlamak i¢in kullanilmakta olan bir



aractir. RADSeq gibi tim genoma degil de temsil edilen genlere dayali yontemler,
popiilasyon diizeyinde genetik ¢esitliligi hizli ve ekonomik bir sekilde degerlendirmek i¢in
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu yaklasimlar, genomun belirli bolgelerini segici olarak
hedef alarak, biiylik 6rnekleme boyutlariyla bile genetik bilgiyi genis kapsamli bir sekilde
elde etmeyi miimkiin kilar (Andrews ve ark., 2016; Baird ve ark., 2008).

RADSeq, ¢coklu genetik belirtecler sayesinde hem hibrit bireyleri tanimlama hem de segilime
yanit veren genomdaki lokuslar tespit etmeye yarar. Bu da kriptik tlirlesme olaylarinin
¢cozlimiinde, 6zellikle morfolojik olarak birbirlerine ne kadar benzeseler de genetik olarak
farklilagsmis, cografi olarak ayrilmus tiirlerin tespit edilmesinde yiiksek ¢ozliniirliikte genetik
veriler saglayarak onemli bir rol oynar (Pante ve ark., 2015; Emerson ve ark., 2010; Davey
ve ark., 2011).

2.6. Calismanin Amaci ve Hipotez

Bu tezin temel amaci Toros Daglar1 ve Anadolu Diyagonali’nin alpinik kayalik
komiinitelerinin tipik bitkilerinden birisi ve Tiirkiye endemigi olan Phyllolepidum
cyclocarpum (Boiss.) L. Cecchi subsp. cylocarpum‘un (Kayaincisi) popiilasyon
dinamiklerini genom diizeyi 6rnekleme yontemine dayanan RADSeq verileriyle ortaya
cikarmak ve popiilasyonlar1 arasindaki iliskileri belirleyerek tiirlin tarihsel biyocografik
hikayesini ortaya koymaktir. Bu amaci gergeklestirebilmek i¢in ulagilmasi gereken hedefler

asagida listelenmistir.

o P.cyclocarpum popiilasyonlarinin genomik yapisini ortaya koymak,

o Tiir igerisinde monofiletik soylarin var olup olmadigin1 test etmek,

e Eger monofiletik soylar varsa bu soylar arasinda ve i¢inde genetik cesitlilik ve

farklilagsmay1 hesaplamak,

e SNP’leri (Tekli Niikleotid Polimorfizmi) bir veri seti olarak ayarlayarak popiilasyon
diizeyinde hesaplamalar yapmak,
e Demografik analizlerle tiiriin gecmisinde iklim degisikligine bagli popiilasyon

genislemesi ya da daralmasi yasayip yasamadigini test etmek.



3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Orneklem ve Arazi Cahsmalar:

Phyllolepidum cyclocarpum’a ait yayilis bilgileri oncelikli olarak Tiirkiye Florasi (Dudley,
1965) olmak iizere lokal floristik caligmalar ve yurt ici/yurt dis1t herbaryumlardan (HUB,
GAZI, ANK, EGE, B, K, E, ISTE, KONF) elde edilmistir. Yayilis bilgileri dogrultusunda
2021-2023 yillarinda tiirtin yayilis gosterdigi Anadolu Diyagonali ve Toros Yolu
Daglari’nda hem tiiriin bilinen lokasyonlarina hem de bulunmasinin olasi oldugu alpinik

kalker kayalik alanlarda arazi ¢alismalar1 gerceklestirilmistir.

Gergeklestirilen arazi ¢aligmalarinda her lokasyon birer popiilasyon olarak ele alinmis ve
genomik caligmalarda kullanilmak tizere 10 farkli bireyden silikajel igerisine yaprak
ornekleri alinmistir. Morfolojik c¢aligmalar igin ise 3-6 birey herbaryum materyali haline
getirilerek kurutulmustur. Ayrica her popiilasyona ait yiikseklik, koordinat, habitat vs. gibi
bilgiler kaydedilmistir. Hazirlanan herbaryum 6rnekleri Hacettepe Universitesi Biyoloji

Boliimii Herbaryumu’nda (HUB) saklanmaktadir.

3.2. Morfolojik Calismalar

Yapilan arazi ¢aligmalar1 sonucunda toplanan bitki ornekleri Tiirkiye Florasi kullanilarak
teshis edilmistir. Bu drnekler ve lokasyon bilgileri Cizelge 4.1°de verilmistir. Toplanan tim
ornekler gelisim donemleri (cicekli /meyveli/ge¢c donem meyveli) géz Oniline alinarak
miimkiin oldugunca numerik taksonomik ¢aligmalara dahil edilmeye calisilmistir. Cizelge
3.1°de verilen P. cyclocarpum’a ait bireyler igin gerceklestirilen morfolojik olgimler
listelenmistir. Calisma kapsaminda, her popiilasyonu temsil etmeye yetecek sayida (3-6
birey) birey secilmis ve dlgiimleri yapilmistir. Olgiimler genel olarak toprak iistii 6zellikleri
igermekte olup standart cetvel ile yapilmistir. Olgiim yapilan popiilasyonlara ait bireyler,
genomik veri ile uyumlu bir sekilde morfolojik ac¢idan da degerlendirilmis ve her
poplilasyondan 6rneklenecek bireyler bitkinin boyu, gdvdedeki ilk yap: ile taban yapragi
aras1 mesafe, govde yapragi, pedisel meyve bilgileri (boy, en, say1) vb. karakterleri detayli
bir sekilde ol¢iiliip skorlandiktan sonra Temel Bilesenler Analizi ile calisilan karakter

acisindan varyasyonu en iyi agiklayan karakterler R programi kullanilarak TB eksenlerinin
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eigen deger analizi ile ortaya konmustur. Olgiimler yapilirken, rozet yaprak boyu, meyve eni
ve meyve boyu ii¢ farkli 6l¢limiin ortalamasi olarak alinmigtir. Skorlanan karakterler Cizelge

3.1’°de listelenmistir.

Cizelge 3.1. Morfolojik ¢calismalarda kullanilan karakterler

A. Bitkinin boyu (BY)

B. Rozet Yaprak Boyu (RYB)

C. Rozet Yaprak Eni (RYE)

D. Ilk Yapr ile Taban Arasindaki Mesafe (IYTAM)

E. Ayni kokten ¢ikan govde sayisi (AKCGS)

F. GoOvde Yaprak Sayis1 (GYS)

G. Govde Yaprak Boyu (GYB)

H. Govde Yaprak Eni (GYE)

I. Pedisel Sayis1 (PS)

J. Pedisel Boyu (PB)

K. Meyve Sayis1 (MS)

L. Alt Meyve Boyu (AMB)

M. Alt Meyve Eni (AME)
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P. cyclocarpum'a ait morfolojik Ol¢iimleri tamamlanan 82 birey ve TBA analizinde
kullanilan 22 popiilasyondan olusan veri seti, Cizelge 4.1°de sunulmustur. Bu yontem,
morfolojik 6zelliklerin varyasyonunu ¢oklu verinin karmasasini indirgeyerek daha az sayida

temel bilesenle agiklamak ic¢in kullanilmistir (Pearson, 1901; Jolliffe, 2002).

Temel Bilesenler Analizi, P. cyclocarpum popiilasyonlari arasindaki sistematik problemlerin
¢Oziilebilmesi i¢in ¢izelgedeki tiim 6rnekler agisindan degerlendirilmistir. Olusturulan veri
seti R 4.3.0 kapsaminda RStudio 2023-04-21 ucrt (RStudio Team, 2023) programinda
ggplot2 paket programi kullanilarak morfometrik TBA yapilarak degerlendirilmistir
(Wickham ve ark., 2024).

3.3. Molekiiler Calismalar

3.3.1. DNA izolasyonu ve DNA Cogaltma

Yapilan arazi ¢aligmalarinda silikajel igerisinde toplanan P. cyclocarpum bireylerine ait
yaprak Ornekleri tamamen kuruduktan sonra deniz kumu yardimiyla ezilip, standart DNA

izolasyon kitleri kullanilarak DNA izolasyonu yapilmistir. (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. DNeasy Plant Mini Kit ile uygulanan protokol basamaklar1

1. Yaprak doku drnekleri deniz kumu yardimiyla homojenize edilir.
2. Ornegin bulundugu tiipe 500 AP1 Buffer ve 4 uL RNAaz eklenir.

3. Tiip, vorteks cihazi ile karistirildiktan sonra 1sitic1 blokta, 750 RPM ve 65C’de 30 dakika
bekletilir.

4. 130 pL P3 Buffer eklenir, 6rnekler vorteks cihazi ile karistirildiktan sonra en az 30 dakika
buzdolabinda bekletilir.

5. Lizat (Hiicre igerigi) 5 dakika boyunca 14.000 RPM’de santrifiij edilir.
6. Lizat, farkl: tliplere alinarak 2 dakika boyunca 14.000 RPM’de santrifiij edilir.

7. Akip giden kisim pelet ile temas ettirilmeden ependorflara aktarilir. Bu kismin
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1.5 kat1 kadar AW 1 Buffer eklenir ve pipet ile karistirlir.

8. Olusan karisimdan 650 pL alinip farkl renkte tiiplere konur, 9.000 RPM’de 1.30 dakika
santrifiij edilir.

9. Altta kalan siv1 kisim atildiktan sonra kalan 6rnek tekrar 9.000 RPM’de 1.30 dakika
santrifiij edilir.

10. Altta kalan siv1 atildiktan sonra iist kisimda kalan kolon, yeni bir 2 mL’lik koleksiyon
tiiplerine yerlestirilir.

11. 400 uL AW?2 Buffer konduktan sonra 1.30 dakika boyunda 9.000 RPM’de santrifiij
edilir. Akip giden alttaki kisim atilir.

12. 450 uL. AW2 Buffer konur, 14.000 RPM’de 2 dakika boyunca santrifiij edilir.
13. Alt kisim atilip iistte kalan kisim ependorflara konur.

14. Eliisyon asamasi i¢in 30 pL. AE Buffer konur, 5 dakika boyunca oda sicakliginda
bekledikten sonra 8.000 RPM’de 1 dakika boyunca santrifiij edilir.

15. 14. adim tekrarlanir.

16. Ust kistm atildiktan sonra ependorflar kapatilip -20 C’de depolanur.

DNA izolasyonu sonucunda elde edilen DNA miktarlar1 6rnekler dizilemeye gonderilmeden
once Qubit cihaz1 kullanilarak ng/pl cinsinden 6l¢lilmiistiir. Qubit analizleri sonunda elde
edilen 6l¢tim sonuglar1 Cizelge 4.4’te verilmistir. Elde edilen DNA’lar RAD kiitiiphaneleri
olusturulmak ve dizilenmek {izere Floragenex, Oregon (ABD) firmasina gonderilmistir.
Brassicaceae familyas1 ile ilgili proje ekibinin Onceki c¢alismalarinda, standart kit
protokollerinden farkli olarak inkiibasyon siiresinin 30 dakika ve izolasyon sonu hacmin 60

ul oldugu durumda, ideal miktarda DNA elde edildigi (5 ng/pul'nin {izerinde) belirlenmistir.

3.3.2. Filogenetik Calismalar icin Veri Hazirlama

3.3.2.1. Barkod Ayirma

Floragenex firmasi tarafindan Fastq formatinda karmasik bir sekilde gonderilen ham veriler

TUBITAK ULAKBIM, Yiiksek Basarim ve Grid Hesaplama Merkezi’'ndeki (TRUBA
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Kaynaklar1) Levrekl kiimesinde bulunan hesap kullanilip oncelikli olarak bireylere
ayrilmistir. Bu islem icin agsagida verilen Perl ve Bash betikleri, indeks dosyasinda bulunan
birey kisaltmalar1 ve 6 bazlik kesim noktalarini kullanilmis ve her bir bireye ait dosyalar
yine Fastq formatinda ayrilmistir. Elde edilen her bireye ait sekanslar ham RAD kiitiiphane
verisinden 6 baz ¢iftlik barkodlar yoluyla ¢ikarilarak bireylere 6zgii fastq dosyalari
olusturulmustur. Asagidaki Perl betigi, ham RAD sekans dosyasini ileri (R1) ve geri (R2)

yonlii isleyerek bireylerin ayirt edilmesi i¢in kullanilmastir.

#!/usr/bin/perl

$R1file = $ARGV[O];
$R2file = SARGV[1];
$barcode = $SARGV[2];

@commas = split(\\,/, $barcode);
$barcode_length = length($commas[0]);

$x=0;
while ($x <= $#commas) {
$hash{Scommas[$x]} = $commas[$x] . "_R1.fastq";
$filename = $hash{$commas[$x]};
$OUT1 = $commas[$x] . "1";
open($OUT1, ">%$filename") or die;
$x++;

}

$x=0;
while ($x <= $#commas) {
$hash{Scommas[$x]} = Scommas[$x] . "_R2.fastq";
$filename = $hash{Scommas[$x]};
$OUT2 = $commas[$x] . "2";
open($OUT2, ">$filename”) or die;
Sx++;

open(FILEL, "<$R1file")
or die;

open(FILE2, "<$R2file")
or die;

while (<FILE1>) {
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$ID _line 1=9%_;
$seq_line = <FILE1>;
$ID_line_2 = <FILE1>;
$Quality_line = <FILE1>;

$ID_line_12 = <FILE2>:
$seq_line2 = <FILE2>;
$ID_line_22 = <FILE2>;
$Quality line2 = <FILE2>;

chop $seq_line;
$bc = substr($seq_line,0,$barcode_length);

if ($hash{$bc} ne ") {

$read_length = length($seq_line) - ($barcode_length);
$read = substr($seq_line,($barcode_length),$read_length);

$Quality_line_trimmed = substr($Quality_line,($barcode_length),$read_length);

$OUT1 = $bc . "1";
$OUT2 = $bc . "2,

print SOUT1 $ID_line_1;

print SOUT1 "$read\n";

print SOUT1 $ID_line_2;

print $OUT1 "$Quiality_line_trimmed\n";

print SOUT2 $ID_line_12;
print $OUT2 $seq_line2;
print $OUT2 $ID_line_22;
print $OUT2 $Quality_line2;

}
close FILE;

$x=0;
while ($x <= $#commas) {
$OUT1 = $commas[$x] . "1";
$OUT2 = $commas[$x] . "2";
close($0OUT1); close($0OUT2);
$x++;
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Yiiksek islemci ve kaynak gereksinimlerine sahip bu iglem, TRUBA kiimesinde

calistirilmak iizere asagidaki Bash betigiyle gerceklestirilmistir.

#!/bin/bash -I

#SBATCH -A emyilmaz

#SBATCH --time=02-00:00:00
#SBATCH -N 2

#SBATCH --ntasks-per-node=28
#SBATCH --partition=long
#SBATCH --job-name=job1l
#SBATCH --output=output.sh.%j.out
#SBATCH --error=slurm-%j.err

read1=$1

read2=$2

index=$3

barcodes=$(cut -f1 $index | sed 1d | tr \n' ", | awk ‘{print $1})
n=$(wc - $index | awk {print $1})

./BarcodeSplit5_PE.pl $readl $read2 $barcodes
X=2
while [ $x -le $n ]
do
string="sed -n ${x}p $index"
str=$($string)
var=$(echo $str | awk -F"\t" {print $1, $2})
set -- $var
c1=$1 ### Barcode ###
c2=$2 ### Labels ###
mv ${c1} R1.fastq ${c2} R1.fastq
mv ${c1} R2.fastq ${c2} R2.fastq
x=$(($x +1))
done

3.3.2.2. Kalite Kontrolii

Bireylere ait ham Fastq dosyalarinin olusturulmasinin ardindan, verinin kalite kontrolii i¢in

FastQC (Ewels ve ark., 2016) aract kullanilmistir. FastQC, birey Fastq dosyalarinin
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kalitesini istatistiksel olarak 6l¢mekte ve olast problemleri tespit ederek raporlamaktadir.

Raporlarda;
o toplam sekans, filtrelenen sekanslar, sekans uzunlugu gibi 6nciil basit istatistikler,
e her pozisyon i¢in bazlarin kalite degerleri,
e yanlis veya eksik okumalar,
o bazlarin genomdaki yiizdelik degerleri,
e GC orani ve olas1 kontaminasyon analizi,
e okunamayan bazlar (N degeri ile temsil edilir.),

e Yinelenen veya asir1 temsil edilen diziler gibi istatistikler sunulmaktadir.

Sonuglara gore, herhangi bireyde ilgili parametrelerde kalite problemi yasanirsa ya veri

setinden ¢ikarilmalidir ya da uygun farkli 6nlemler alinip siirece devam edilmelidir.

3.3.2.3. Ham Verinin BAM Dosyalarina Doniistiiriiliip Hizalanmasi

Ham veriler, kapladig1 alan ve karmasasi dolayistyla biyoinformatik analizlere uygun bir
yapida degildir. Bu sebeple, SAM/BAM (Sequence Alignment Map / Binary Alignment
Map) uzantili dosyalar hem daha az yer kaplamalari hem de kalite kontrol, referans tiir gibi
bilgileri icermeleri sebebiyle tercih edilmektedir. Asagidaki kod, her bireye ait fastq

dosyalarin1 bam dosyalarina ¢evirmektedir.

#/bin/bash

#SBATCH -A emyilmaz

#SBATCH --time=02-00:00:00
#SBATCH -N 2

#SBATCH --ntasks-per-node=28
#SBATCH --partition=long
#SBATCH --job-name=convbam
#SBATCH --output=output.sh%j.out
#SBATCH --error=slurm-%j.err
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ref="GCF_000001735.4_TAIR10.1_genomic.fna"
data=$(Is | grep "_R1.fastq" |cut-f1-d " ") # Pc75,Pc63
bwa index -a bwtsw $ref

str1="_R1.fastq" #forward Pc75

str2="_R2.fastq" #reverse Pc75

for i in $data;do

bwa mem -M -t 4 $ref Si$strl $gez$str2 > $gez".sam"

samtools view -bS $i".sam" | samtools sort - > $i"_sorted.bam"

java  -jar  [truba/home/bozudogru/SHARED/PROGRAMS/picard/build/libs/picard.jar
MarkDuplicates INPUT=$i"_sorted.bam" OUTPUT=S8i"_sorted_mdup.bam"
METRICS_FILE=$i"_metrics.txt" VALIDATION_STRINGENCY=LENIENT
REMOVE_DUPLICATES=False

samtools index $i"_sorted_mdup.bam*

done

Ham veriden ayrilan birey fastq dosyalar1 National Center for Biotechnology Information
(NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov) adli veri bankasinda bulunan TAIR10.1
(GCF_000001735.4) kodlu 2018 yilinda olusturulmus Arabidopsis thaliana referans
genomu kullanilarak hizalanmisti. BWA (Li, 2013) ve Samtools (Li ve ark., 2009),
hizalama islemini betigin i¢inde ger¢eklestirmektedir. Dolayisiyla, elde edilen bam uzantili
dosyalar biyoinformatik analizlere hazir hale gelmistir. Hizalama sonrasinda elde edilen
bireylere ait bam formatindaki dosyalar ANGSD: Analysis of Next Generation Sequencing
Data ile snakeRAD (Altinkaya ve ark., hazirlik asamasinda) programlari lokus belirleme
isleminde kullanilmistir (Korneliussen, Albrechtsen ve Nielsen, 2014).

3.3.3. Filogenetik Analizler icin Lokus Belirleme

Farkly Phyllolepidum cyclocarpum subsp. cyclocarpum bireylerine ait DNA dizilerinden
snakeRAD program: kullanilarak genom boyunca hem parsimoni bilgi verici hem de bu
secenek kullanilmadan elde edilmis rastgele lokuslardan olusan 4 tane 50 lokusluk veri seti

olusturulmustur. snakeRAD programi i¢in ¢alisma prensipleri asagida 6zetlenmistir.
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snakeRAD; Python tabanli, tekrarlanabilen, ¢cok sayida biiylik isleri kiigiik parcalara bolen
ve temel olarak bam uzantili sekans verilerinin amaca yonelik islenmesi i¢in birgok
biyoinformatik aracinin kullanildigi akis diyagrami iireten Snakemake is akisi programidir.
Bu is akisinda, DNA sekansi elde edilmis popiilasyonlar: / tiirleri temsil edecek sekilde
paylasilan RAD lokuslarin elde edilmesi amaclanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, kisaca

asagidaki adimlar otomatize edilerek uygulanmaistir:

e ‘“.bam’ uzantili 6rneklerin samtools araci ile sekanslama kalitesine gore filtrelenmesi

ve bu drneklerin indekslenmesi,
o Belirtilen 6rneklerden ANGSD araci ile her 6rnek i¢in fasta dosyasi olusturulmasi,

e Belirtilen 6rneklerin her birinde, mosdepth araci ile genomdaki her niikleotid
pozisyonunun veya lokuslarin derinliginin dl¢tilmesi, ¢ogunluk i¢in ayn1 lokuslara

denk gelen lokus isimlerinin yazdirilmasi,
e Lokus araliklarinin belirlenmesi ve bu bosluklara gore birlestirilmesi,
e Popiilasyon ya da tiirlerin ayn1 lokuslara gére gruplanmasi ve birlestirilmesi,
e Her 6rnek i¢in olusturulan lokus listelerine gore lokus fasta dosyasi olusturulmast,

e Her 6rnek i¢in her lokusta niikleotid kompozisyonunun 6zetlenmesi ve kullanicinin

belirleyecegi filtre parametreleri ile yeni bir lokus fasta dosyasi olusturulmast,

e Kullanicinin belirleyecegi sayida lokus fasta dosya kopyasinin rastgele
olusturulmasi, ilaveten ve tercihe bagli olarak parsimoni bilgilendirici niikleotid
pozisyonlarinin oraninin en yiiksek oldugu lokus fasta dosyalariin belirtilen sayida

secilmesi

islemleri otomatik olarak verilen 6rnek listesi i¢cin uygulanmaktadir.

3.3.4. Filogenetik Analizler ve Ayrilma Zamani Hesaplamalar

Calisilan biitiin P. cyclocarpum popiilasyonlarina ait hem en parsimonik 50 lokus hem de
rastgele secilmis 50 lokusluk ii¢ ayr1 veri seti, toplamda dort farklir veri seti kullanilarak
filogenetik analizler zamanla kalibre edilip Beast v2.7.6 (Bouckaert, 2019) programinda

gerceklestirilmistir. Bu analizlerde temel olarak popiilasyon gruplar arasindaki iligki test
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edilecegi i¢in bireyleri birer popiilasyona atayip nihai olarak koalesent (birlesme) tabanl
poplilasyon agaclar1 ¢izilmesine olanak veren StarBeast3 sablonu Beauti programinda
kullanilmistir. Kullanilan lokuslar agisindan baglantisallik olduguna dair onsel higbir
bilgimiz olmadigindan , her lokus i¢in ikame modeli ve saat parametreleri bagimsiz olarak
ele alinmis ve lokuslar birbirine baglanmamistir. Tiim analizlerde ikame modeli olarak
transisyon/transversiyon gegisine izin veren HKY modeli (Hasegawa, Kishino ve Yano,
1985) kullanilmis, bu model Gamma ve Proportion Invariant parametreleri girilmeksizin,
“empirical” segenegi altinda “Substitution rate” ve “kappa” parametreleri varsayilan
degerleri olan 1 ve 2 birakilip, her iki parametre i¢in de “estimate” segenegi isaretlenmistir.
Calisilan takson icin dogrudan bir fosil kaydi ya da dolayli olarak kullanilacak bir
kalibrasyon noktasi bulunmadigi i¢in model organizma Arabidopsis thaliana genomu igin
hesaplanmig olan mutasyon hizi 7.1 x 10 + 0.7 x 10 “clock rate” olarak “clock model”
panelinde “ “Species Tree Relaxed Clock” modeli altinda girilmistir (Ossowski ve ark.,
2010). Her bir veri seti i¢gin Markov Chain Monte Carlo (MCMC) analizi, 10 milyon zincir
uzunlugunda gergeklestirilmis ve her 1000 jenerasyonda bir 6rneklem yapilarak toplamda
10000 agac¢ elde edilmistir. Analizde kullanilan parametrelere ait Effective Sample Size
(ESS) degerlerinin degerlendirilmesi ve tiir agacinin elde edilmesi i¢in de yine yukaridaki
orneklem stratejisi kullanilmistir. Tiim analizlerden elde edilen log dosyalar1 Tracer version
1.7.1. (Rambaut ve ark., 2018) programi kullanilarak kontrol edilip Treeannotator
(Drummond ve Rambaut, 2007) programi ile %10 burn-in degeri kullanilarak konsensiis
agaclar olusturulmustur. Olusturulan nihai agaglar Figtree v.1.4.4 (Rambaut, 2018) programi
kullanilarak gorsellestirilmistir. En parsimonik 50 lokusla gergeklestirilen analiz sonuglari
ise ayrica elde edilen 10.000 agaci toplu olarak gosterip bu sekilde dallar arasindaki
gecisliligin - goriilmesine olanak veren Densitree (Bouckaert, 2010) programi ile

gorsellestirilmistir.

3.4. Popiilasyon Genetigi Calismalari

3.4.1. Polimorfik Bolge Belirleme

Tezde, hizalanmig olan dizilerden polimorfik bolgeler ANGSD programi kullanilarak
kesfedilmistir. ANGSD, tekli niikleotid polimorfizmleri (TNP-SNP) aramak ve popiilasyon

genetik analizleri i¢in gerekli veri setlerini olusturmak i¢in kullanilmis olup hizalanan diziler
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icinde bu program ile polimorfik bolgeler belirlenmis ve her bdlgenin ender alel sikliklar
(Minor Allele Frequency=MAF) ve genotip olasiliklar1 (genotype likelihood=GL)
hesaplanmistir. Béylece P. cyclocarpum popiilasyonlarinin evrimsel ge¢misi ve genetik

cesitliligi hakkinda bilgi edinmek amaciyla gerekli veri seti diizenlenmistir.

Program calistirilirken kullanilan parametreler su sekildedir: SNP, MAF ve GL verisi
alabilmek i¢in, bam dosyalariin bir listesi olusturulup ‘bam’ parametresine atanir. ‘GL’
parametresi 2 degeriyle genotip tahminleme yapilir. Genotip tahminleme algoritmasit GATK
(The Genome Analysis Toolkit) programi ile aynidir. Genomdaki ekleme veya silme
hatalarin1 diizeltir, bazlarin kalite puanlarin1 yeniden diizenler ve daha sonra genotip
tahminleme yapar (McKenna ve ark., 2010). Popiilasyonda bulunan en nadir alelin
frekansimi ifade eden MAF (Minor Alel Frekansi), ‘doMaf” parametresi ile hesaplanir.
‘SNP_pval’ parametresi 1e-6 degeri ile bu degerden biiyiik degere sahip olan lokus verilerini

listeden ¢ikarir.

3.4.2. Popiilasyon Genetik Yapisi

3.4.2.1. Temel Bilesenler Analizi (TBA - PCA)

Popiilasyonlar aras1 genetik yapinin Olciilebilmesi ve goriintiilenebilmesi i¢in TBA
yapilmistir. Bu analiz, SNP’leri kullanarak karmasik popiilasyonlarda, ozellikle diisiik
derinlige sahip olan yeni nesil sekans verileri (NGS) i¢in kovaryans matrisini ve bireysel alel
frekanslarin1 tahmin edebilmek i¢in gelistirilmis olan PCAngsd yazilimi kullanilarak
gergeklestirilmistir. Program ¢iktilarinin gorsellestirilmesi ve degerlendirilmesi R 4.3.0 (R
Core Team, 2022) kapsaminda RStudio “2023-04-21 ucrt” programinda ve ggplot2
(Wickham, 2016) paket programi kullanilarak yapilmis olup bu sekilde tiim popiilasyonlar

icin elde edilen genetik veri 6zetlenmistir. TBA ile ilgili detaylar agagida verilmistir;

Genotip tahminleme dosyasi olan ‘beagle’ dosyasini olusturmak i¢in ‘-GL’ parametresine 2
degeri atanmistir. ‘-doGIf” parametresi 2 degeriyle beagle dosyasi olusturabilmek igin
gerekli olup ayrica ‘-doMajorMinor’ parametresinin girilmesini gerektirir. ‘SNP_pval’ ve

‘doMaf” degerleri bu adimda, Polimorfik Bolge Belirleme (2.4.1.) boliimiinde oldugu gibi
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yine girilmistir. ANGSD ile caligtirllan bu adimdan sonra ‘*.beagle.gz’ dosyast elde
edilmektedir.

Bir onceki adimda ¢ikt1 olarak alinan “.beagle.gz” dosyasi, PCAngsd (Meisner, 2018)
programinda girdi olarak kullanilmistir. PCAngsd ise bu dosyay1 kovaryans matrisi olarak
kullanarak veri setinde var olan degiskenler arasindaki iligkileri analiz edip boyut
indirgemeyi saglar. Boylece ‘.cov’ dosyasi, PCAngsd programinin Beagle dosyasindan
SNP’leri kullanarak kovaryans matrisini hesaplama sonuglarin1 verir. Dosya, bireyler
arasindaki genetik kovaryansi temsil eden simetrik bir matristir. Bu verinin yaninda ilgili
bireylerin anlagilabilmesi i¢in SNP verisi alinirken kullanilan veri seti kisaltilarak kullanilip

‘pop.info’ olarak kaydedilir.

Asagida yazilan betik ilgili TBA’y1 gorsellestirmek i¢in kullanilmistir.

pop<-read.table("pop.info") # popiilasyon bilgisi
C <- as.matrix(read.table("pcyc.cov")) # Kovaryans matrisi
e <- eigen(C)
rownames(e$vectors) <- popl[,2]
pca.data <- data.frame(Sample = rownames(e$vectors),
X = e$vectors[,1],
Y = e$vectors[,2])
library(ggplot2)
pop<-pop[,1]
p <- ggplot(data = pca.data, aes(x = X, y =Y, label = Sample, color = pop, group = pop))
p + scale_x_reverse() +
geom_point(size = 3) + # Nokta boyutunu artirma
theme_minimal() + # Temay1 degistirme
labs(title = "Phyllolepidum cyclocarpum PCA w Molecular Data",
x ="TB1",
y="TB2")
ggsave("./pcyc_pca.svg")
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3.4.2.2. Karisim Analizi (Admixture)

Popiilasyonlar arasi genetik yapinin dlgiilebilmesi i¢in diger bir yaklasim ise karisim analizi
(Admixture) yapmaktir. Boylece, popiilasyonlar arasinda paylasilan genotip orani izlenerek
popiilasyonlar arasindaki genetik yakinlik degerlendirilir. Karigim analizi, NGSadmix
(Skotte, Korneliussen ve Albrechtsen, 2013) ile go¢ ve karisim agisindan degerlendirilmis
olup diistik kapsamli yeni nesil veriler ile ¢aligir. Program, bu diisiik kapsami dikkate alarak
cikarilamamis genotiplerden kaynaklanan belirsizlikleri de hesaba katar. Asagida yazilan

kod ile karisim analizine ait girdi hazirlanir:

e ./angsd -GL 1 -out admix_out -doGlIf 2 -doMajorMinor 1 -SNP_pval 1e-6 -doMaf 1
-bam bam.filelist

Parametreler su sekilde aciklanabilir: ‘-GL’ parametresi 1 degerini kullanarak, genotip
olasiliklarint hesaplamak i¢in bir model kullanir. ‘-doGlf* parametresi 2 degerini kullanarak,
genotip olasiliklarini ¢ikt1 seklinde almay1 saglar. ‘-doMajorMinor’ parametresi 1 degerini
kullanarak, major ve minér alelleri maksimum olabilirlik yontemiyle secer. ‘-SNP_pval’
parametresi 1e-6 degeri ile, SNP ¢agirma i¢in p-deger esigini le-6 olarak ayarlar. ‘-doMaf’
1 parametresi, mindr alel frekansimi (MAF) hesaplar. ‘-bam’ bam.filelist parametresi,
analizde kullanilacak birey BAM dosyalarinin listesini belirtir. Bu komut, verilen BAM
dosyalarindan genotip olasiliklarini ve mindr alel frekanslarini dogru bir sekilde

hesaplayarak genetik varyasyon analizini yapmay1 saglar.

TBA analizinde oldugu gibi ‘beagle.gz’ dosyasi elde edildiginde bu dosya NGSadmix ile ‘-
likes’” parametresine deger olarak girilir. ‘-K’ parametresi, popiilasyon yapisinin kag farkli
atasal popiilasyona ayrilacagini tanimlar. 2’den baslayarak 8’e kadar dongii ile dogru atasal
veri hesaplanir. Bu adimda asagidaki kisa R betik kullanilarak, 2-8 aras1 K degerleri igin

10’ar ¢ikt1 olusturulmustur.

for (j in 1:10) {
for (iin 2:8) {

system(paste("/truba/home/emyilmaz/programs/ngsadmix/NGSadmix -likes

/truba/home/emyilmaz/data/pcyc/admixture/pcyc.beagle.gz -minMaf 0.05 -K ",
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i,"-0" "K", i, "run", j, " -minind 21",

sep="))

Elde edilen ‘.qopt’ verileri, olusturulan popiilasyon verisi ile beraber asagida yazilmis R

betigi yardimiyla K parametresi 2 ile 8 arasinda degisen grafikler ¢ikti olarak alinmistir.

library(tidyverse)

file_paths <- c("K2run4.qopt",
"K3run4.qopt",
"K4run9.qopt",
"K5run4.qopt",
"K6run3.qopt",
"K7run4.qopt",
"K8run5.qopt™)

plot_admixture <- function(file_path) {

tbl <- read.table(file_path)

species <- read.table("population.info™)

plot_data <- tbl %>%
mutate(id = row.names(species)) %>%
gather(key = "Sample", value = "Probability”, V1:length(tbl)) %>%

group_by(id) %>%
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mutate(
likely_assignment = Sample[which.max(Probability)],
assignment_prob = max(Probability)
) %>%
arrange(likely_assignment, desc(assignment_prob)) %>%
ungroup() %>%
mutate(id = forcats::fct_inorder(factor(id)))
p <- ggplot(plot_data, aes(x = id, y = Probability, fill = Sample, group = Sample)) +
geom_bar(stat = "identity", position = "stack", width = 0.7, color = "white", size = 0.5) +

facet_wrap(~ likely_assignment, ncol = 4, scales = 'free’, labeller = labeller(Sample =
"Populasyon™)) +

theme_minimal() +
theme(
axis.text.x = element_text(angle = 90, hjust = 1, vjust = 0.5, size = 8, color = "black"),
panel.grid.major.x = element_blank(),
panel.grid.minor.x = element_blank(),
legend.position = "none",
plot.title = element_text(size = 18, face = "bold", hjust = 0.5),
axis.title = element_text(size = 14, face = "bold"),
strip.text = element_text(size = 12, face = "bold")
)+
labs(

title = paste("Admixture Analizi Sonuclari®),

X = "Bireyler",
y = "Olasilik"
)+
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theme(
plot.margin = margin(1, 1, 1, 1, "cm")
)
return(p)
¥
plots <- lapply(file_paths, plot_admixture)
pdf("admixture_grafikleri.pdf”, width = 15, height = 10)
invisible(lapply(plots, print))

dev.off()

3.4.2.3. Popiilasyon i¢i ve Popiilasyonlar Arasi Genetik Cesitlilik

Genetik cesitlilik hem popiilasyonlar arasinda hem de popiilasyon ici genetik yapilarini
anlamak i¢in 6nemli bir istatistiksel Ol¢iittiir. Bu ¢alismada, bu amaglara uygun iki farkli

theta indeksi kullanilmistir.

Theta Pi (07): Niikleotid farkliliklarinin ortalamasini ifade etmekte olup 6rneklenen bireyler
arasindaki genetik farkliliklarin ortalamasi da olarak anlagilabilir. Genetik siiriiklenme ve
dogal  secilim  gibi  evrimsel siireglerin  etkilerinin  anlagilabilmesi  i¢in
kullanilmaktadir. Biiyiik On degerleri, yiiksek genetik cesitliligi ve diislik genetik baglantiy1
gosterebilir, bu da popiilasyonun eski veya biiyilik oldugunu veya sik sik genetik ¢esitlilige

maruz kaldigini gosterebilir.

Theta S (0s): Farklilasmus niikleotid bdlgelerinin sayisini dlgmektedir. Orneklenen bireyler
arasinda farklilik gdsteren lokuslarin sayisini hesaplamaktadir. Daha yiiksek 0s degerleri,
daha fazla farklilasmis bolge oldugunu ve popiilasyonun ge¢miste cesitli evrimsel baskilara

veya karigimlara maruz kaldigini gosterebilir.

Popiilasyonlarin genetik farkliliklar1 ve evrimsel tarihleri ¢esitli yontemlerle analiz

edilebilmektedir. Popiilasyonlarin notraliteden yani rastgelelikten uzaklagma oranlari

26



Tajima’nin D’si kullanilarak degerlendirilir ve alel siklik dagilimi (ASD, Allele Frequencies
Distribution) analizlerinde bir 6l¢iit olarak kullanilmaktadir. Tajima'nin D testinin amaci,
rastgele ("notr olarak") gelisen bir DNA dizisi ile yonlii se¢cim veya dengeleme secimi,
demografik genisleme veya daralma, genetik siiriiklenme dahil olmak {izere rastgele

olmayan bir siire¢ altinda gelisen bir DNA dizisi arasinda ayrim yapmaktir.

Popiilasyonlarin genetik ¢esitliligini degerlendirmek i¢in her bir popiilasyona ait ASD'ler
ANGSD ile hesaplanip bu ASD'lerden ise On ve Os gibi genetik c¢esitlilik olgiitleri
hesaplanmaktadir; 6zellikle, RAD lokusundaki toplam bdlge sayisina bdliinerek bolge
basina diisen 0 ve 0s ve Tajima D degerleri, popiilasyonlarin genetik yapisini anlamak igin

Onemli bir ara¢ olarak kullanilmaktadir.

Bu degerleri saptayabilmek icin oncelikle tim popiilasyonlar i¢in ayri ayri listeler
olusturulmustur. Birey listesi kullanilarak sadece popiilasyonlara 6zel SFS degeri
hesaplanmistir. Ardindan, demografik analizlerde kullanilan ANGSD parametrelerinden
‘doSaf', 'ref' ve 'anc' kullanilarak '.saf.gz', '.saf.idx' ve '.saf.pos.gz' dosyalar1 ¢ikt1 olarak

alinmistir.

o .saf.gz dosyasi: Her pozisyondaki alel frekanslarini saklar.

o .saflidx dosyast: .saf.gz dosyasina erismek i¢in kullanilan indeks dosyasidir ve biiytik
veri setlerinde pozisyonlara hizli erisim saglar. SAF dosyalarin1 kullanmak i¢in bu

indeks dosyasi, ilgili parametrelere deger olarak kullanilir.

o .saf.pos.gz dosyasi: Her lokusta hesaplanan SAF degerlerini igerir.

realSFS tiim popiilasyonlar i¢in ikiser popiilasyon (2D-ASD) arasindaki genetik
farklilasmay1 ¢6zebilmekte olup bunlari ‘.sfs’ dosyasina yazdirir. Bu sayede, popiilasyonlar
arasindaki alel frekansi farkliliklari degerlendirilir ve Fiksasyon Indeksi (Fst) gibi gesitli

istatistikler olusturulur (Nielsen ve ark., 2012).

realSFS unlupi.saf.idx subasi.saf.idx > unlupi.subasi.sfs
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Yazilan kod ile “.sfs’ ¢iktis1 alinir. Bu ¢ikt1 genetik farkliliklari hesaplamis olup bir sonraki
adimda Fst hesaplamalar1 i¢in gerekli olan popiilasyonlar arasindaki genetik farklilasmanin
lokus bazinda ayrintili olarak incelenmesini saglar. Yiiksek Fst degerleri, bu bolgelerin dogal
secilim veya diger evrimsel kuvvetler tarafindan etkilenmis olabilecegini
gosterebilmektedir. Fst degerleri, ayrica popiilasyon yapisini, go¢ oranlarni ve ozellikle
popiilasyonlar arasindaki gen akisini anlamaya yardimci olmaktadir. Bu adimda, ‘fold’

parametresi i¢in 1 degeri, daha Onceki adimlarda oldugu gibi kullanilmistir.

o realSFS fst index unlupi.saf.idx subasi.saf.idx -fold 1 -sfs unlupi.subasi.sfs -fstout

unlupi.subasi.persite

Bu adimda ‘fst.idx’ dosyalar1 elde edilir. Bu indekslenmis ¢ikti, ikili popiilasyon
analizlerinde Fst hesaplamalarinin sonuglarini igerir. Bu dosyalar, Fst istatistiklerini ve her

bir pozisyon i¢in hesaplanan Fst degerlerini icermektedir.

o realSFS fst stats unlupi.subasi.fst.idx

Elde edilen Fst.Unweight ve Fst.Weight degerleri Fst sonuglar1 olarak
yorumlanabilmektedir. Bu iki degerden her iki Fst.Weight ve Fst.UnWeight degeri
kullanilmistir. Fst.Weight degerleri, her lokusun genetik ¢esitlilige katkisinin farkli oldugu
agirlik hesaplamasini kapsamaktadir. Agirlikli Fst degerleri minimal olmayan veri setlerinde
daha dogru ¢aligmaktadir. Bunun yaninda agirliksiz Fst degerleri de kullanilarak genomda
etkisi daha biiyiik olan lokuslarin bu degere etkileri de alinabilmektedir. Ilgili veri seti,

asagida yazilan betik ile 1s1 haritasinda (heat map) gosterilmek tizere kullanilmastir.

#libraries

library(corrplot)

library(ggplot2)

#data
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data <- read.table("fst_values")
#graphic
plot <- ggplot(data, aes(x = V2,y = V1, fill = V3)) +
geom_tile() +
scale_fill_gradient(low = "lightblue", high = "#8B4513", name = "Fst") +
theme_minimal() +
labs(title = "Fst for P_cyc", x="",y ="") +
geom_text(aes(label = sprintf("%.2f", V3), group = interaction(V1, V2)),
vjust = 0.5, hjust = 0.5, color = "black™) +

theme(axis.text.x = element_text(size = 10, face = "bold", angle = 90, vjust = 0.5), # X

ekseni etiketleri
axis.text.y = element_text(size = 10, face = "bold"))

print(plot)

ggsave("./sfsanalysis.svg")

3.5. Demografik Analizler

Phyllolepidum cyclocarpum subsp. cyclocarpum’a ait g¢alisilan popiilasyonlarin zamana
bagl etkin popiilasyon biiytikliiklerindeki degisiklikler Stairway Plot 2 v2.1.2 programi ile
degerlendirilmistir. Stairway Plot 2, popiilasyonlarin zamana bagli boyutlarindaki
degisimleri, dar bogazlar1 ve genislemeleri inceleyerek cevresel degisikliklere ve evrimsel
stireclere nasil tepki verdikleri hakkinda fikir verip, bu sayede 6zellikle endemik veya nesli
tikenmekte olan tiirlerin korunmasi amaciyla demografik ¢ikarimlar yapilmasina olanak

saglar (Liu ve Fu, 2020).

Stairway Plot 2, Site Frequency Spectrum (SFS) verilerini girdi olarak kullanmaktadir. SFS
verilerini elde edebilmek i¢in 6nce ANGSD programi yardimiyla P. cyclocarpum subsp.
cyclocarpum bireylerinin ".bam" listesi hazirlanmistir. Referans ve atasal parametreler ('-

anc', "-ref') i¢in ise dis grup olmadig1 ve atasal organizma bilinmedigi i¢in model organizma
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olan Arabidopsis thaliana kullanilmistir. Bu yontemde, atasal aleller bilinmedigi ve dis grup

kullanilmadigt i¢in 'Folded SFS' yontemi tercih edilmistir.

Bu yontem yanliligi azaltarak genel alel frekansimi dogru bir sekilde yansitmaktadir. Bu
parametreler disinda; ‘-doCounts’ parametresi 1 degeri ile her lokusta olusan alellerin
frekansini, ‘GL’ parametresi 1 degeri ile genotip tahminlerini, ‘doMajorMinor’ ve ‘doMaf’
parametresi 1 degeri ile genotip olasilik veya ham verilerden major ve mindr alelleri
maksimum olabilirlik (maximum likelihood) yontemiyle se¢mektedir (Skotte, 2013).
‘doSaf” parametresi 1 degeri ile ANGSD her bolge i¢in alel frekansinin olasiligini hesaplayip
ve ¢ikti dosyalarina aktarmaktadir. Ayni sekilde, ‘uniqueOnly’ parametresi 1 degeri ile
birden fazla olan okumalari kaldirir, ‘remove bads’ parametresi 1 degeri ile ‘samtools flag
-x’ gibi calismakta olup hatali veya yinelenen okumalar1 kaldirmaktadir.
‘only proper pairs’ parametresi 1 degeri ile eslesen tiim dogru okuma ciftlerini ¢ikti olarak
almay1 saglar. ‘baq’ parametresi 2 degeri ile genisletilmis BAQ (Base Alignment Quality)
analizi yaparak bolgelerin dogru hizalanip hizalanmadiginin ihtimalini 6lger (Heng Li,
2011). ‘nInd’ parametresi analiz edilen birey sayisini, ‘minlnd’ parametresi bulunan
bolgenin en az kag¢ bireyde olmasi gerektigini gosterir ve sadece bu ve bunun iistiindeki
degerleri ¢ikt1 olarak alir. Bu deger, toplam bireyin yarist olacak sekilde hesaplanmistir.
‘minMapQ’ parametresinin 10 degeri esleme kalitesinin en az 10 olmasi gerektigini, ‘minQ’

parametresinin 20 degeri ise diisiik kalitede (<20) okunan bazlarin ¢ikarilmasini saglar.

ANGSD ile kullanilan parametreler aracilifiyla olusan ¢iktilardan biri olan saf.idx ekli
dosyanin, realSFS programinda kullanilmasiyla sfs ekli dosya olusturulmustur. Bu dosya
olusturulurken ‘fold’ parametresi 1 degeri ile kullanilarak folded SFS yontemi tercih
edilmistir. Alel frekansi grafigi ¢iktisini alabilmek i¢in sfs dosyasi ile ham birey verisini
igeren liste girdi olarak kullanilip ‘folded’ se¢enegi 1 olarak alinmistir. Grafik, plotSFS.R
1simli betik kullanilarak olusturulmustur (Fumagalli, 2017).

Bu adimlardan sonra sfs ekli dosya ve tiiretilmis alel frekansi1 (Derived Allele Frequency)
elde edilmektedir. Stairway Plot 2 programi, asagida agiklanan parametreleri blueprint ekli

dosyaya ekleyerek calistirilmistir.
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‘blueprint’ dosyasinda kullanilan parametrelerden; ‘L’ parametresi, SFS grafigindeki
tiretilmis alel frekansinin 2 katini, ‘whether folded” parametresi SFS yonteminin folded
yontemi ile kullanilip kullanilmadigini, ‘n_rand’ parametresi ise 4 degerden olusmakta olup
L parametresinden 2 ¢ikarilip sirasiyla 4, 3, 2 ve 1’e boliinmesiyle elde edilmektedir.
‘pct_training’ parametresi, temel grafik modelini egitmek i¢in kullanilan verilerin yilizdesini
ifade etmektedir. Bu deger varsayillan deger olan 0.67 olarak birakilmistir. ‘mu’
parametresine deger olarak A. thaliana genomu igin hesaplanmis olan jenerasyon basina
yillik mutasyon hizi olan 7.1 x 10° + 0.7 x 10° girilmistir. ‘year _per generation’ bir nesil
basina diisen yil sayisini1 belirtmektedir. P. cyclocarpum igin tahmin edilen deger 10 olarak
girilmistir (Rota ve ark., 2023).

Bu veriler disinda kalan tiim parametreler varsayilan olarak birakilmis olup Java openjdk
versiyon “19.0.2” ile g¢alistirilmistir. Analiz sonucu, P. cyclocarpum popiilasyonlarinda
giiniimiize kadar iiremis olan bireylerinin yani etkin popiilasyon biiyilikliigliniin zaman

icindeki degisimleri gorsellestirilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Sunulan tez calismasi bes temel baglikta 6zetlemis, bu kapsamda 1) arazi ¢alismalari ii)
morfolojik ¢aligmalar iii) molekiiler ¢alismalar iv) popiilasyon genetigi calismalar1 ve v)

demografik caligsmalarina ait sonuclar degerlendirilmistir.

4.1. Arazi Calismalan

Gergeklestirilen literatiir taramalari, herbaryum ve arazi c¢alismalari ile, P. cyclocarpum
subsp. cyclocarpum’un Anadolu’daki mevcut yayilig alani tespit edilmistir. Toros Yolu
tizerinde, bitkinin hem bilinen hem de potansiyel olarak bulunabilecegi lokalitelerde
gerceklestirilen arazi ¢aligmalar ile Tiirkiye Florasi’nda sinirl sayida kayittan bilinen bu
taksona ait yayilis alani, ¢ok sayida yeni kayitla birlikte glincellenmistir (Sekil 4.1). Elde
edilen bulgular bitkinin yasam alaniin genellikle, 1500-2800 metre yiiksekliklerde kalker
ana kayanin hakim oldugu alanlarda hareketli ya da sabit kayaliklar1 igerdigini

gostermektedir.
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Sekil 4.1. Phyllolepidum cyclocarpum subsp. cyclocarpum’un giincellenmis yayiligi.

Toplanan o6rnekler, Hacettepe Universitesi Biyoloji Boliimii Herbaryumu (HUB)na
saklanmak iizere teslim edilmistir. Toplanan bireylere ait popiilasyonlarin tiir, lokalite,

habitat vb. bilgileri Cizelge 4.1’de verilmistir.
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Sekil 4.2. Phyllolepidum cyclocarpum subsp. cyclocarpum’un Dogu Toroslar’a ait
popiilasyonlari. a) Nigde, Aladaglar, b) Kayseri, Binboga Dagi, c) Kayseri, Arslantas
Yaylasi, d) Karaman, Aydos Dagi.
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Sekil 4.3. Phyllolepidum cyclocarpum subsp. cyclocarpum’un Bati Toroslar’a ait
popiilasyonlari. a) Burdur, Boncuk Dag1, b) Burdur, Eldirek Dagi, ¢) Mugla, Babadag, d)
Mugla, Tuzlabeli Gegidi
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Cizelge 4.1. Arazi calismalarinda oOrneklenen Phyllolepidum cyclocarpum subsp.

cyclocarpum popiilasyonlari.

Toplayici Popiilasyon Birey Grup
No. Sayisi
BO5565 Binboga Dag1 / Kahramanmaras 2 Dogu
BO5641 Subas1 Yaylas1 / Antalya 4 Bati
B05699 Bolkar Daglar1, Karagol / Nigde 5 Dogu
BO5705 Bolkar Daglari, Ciniligol / Nigde 1 Dogu
BO5637 Fethiye, Tuzlabeli / Mugla 4 Bati
BO5880 Bolkar Daglari, Karagdl Dogusu / 3 Dogu
Nigde
B0O5628 Eldirek Dag1 / Burdur 6 Bati
B0O5725 Aladaglar, Karayalak Vadisi/Nigde 3 Dogu
BO5759 Berit Dag1 / Kahramanmarasg 5 Dogu
B0O5629 Fethiye, Babadag / Mugla 4 Bati
BO5610 Boncuk Dag1 / Mugla 6 Bati
BO5577 Bakirdag: / Kayseri 4 Dogu
BO5581 Pinarbasi, Oyukalan Koyii / Kayseri 3 Dogu
B0O5706 Aladaglar, Kii¢ilk Mangirc1 Dag1 / 4 Dogu
Nigde
BO5738 Binboga Daglar, Tavla Koyl / 4 Dogu
Kayseri
BO5773 Engizek Dag1 / Kahramanmaras 4 Dogu
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BO5789 Yildiz Daglari, Demirdzii Koyii / 6 Dogu

Sivas
BO5799 Zara, Giirlevik Dag1 / Sivas 3 Dogu
BO5817 Ergan Dagi1 / Erzincan 1 Dogu
B0O5832 Bahtli Dag1 / Bayburt 4 Dogu
B0O5853 Kelkit,  Unliipmar  Koéyii / 3 Dogu
Giimiishane
B0O5954 Cameli, Yaylacik Dag1 / Denizli 3 Bati

4.2. Morfolojik Calismalar

Cizelge 4.1°de popiilasyon bilgileri verilen P. cyclocarpum’a ait bireyler, Cizelge 3.1°de yer
alan karakterler bakimindan Ol¢iilmiis olup, sadece sayisal veriler lizerinden TBA

yapilmistir.
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Sekil 4.4. Calisilan P. cyclocarpum popiilasyonlarinda 6l¢iilmiis morfolojik varyasyonun

Temel Bilesenler Analizi.

Analiz sonucunda, TBA’ya dahil edilen dogu ( Binboga Dag1 (Kahramanmaras), Bolkar
Daglari-Karag6l (Nigde), Bolkar Daglari-Ciniligdl (Nigde), Bolkar Daglar1 (Nigde),
Aladaglar (Nigde), Berit Dag1 (Kahramanmaras), Bakirdagi (Kayseri), Oyukalan Koyt
(Kayseri), Kiiciik Mangirct Dagi (Nigde), Binboga Daglar (Kayseri), Engizek Dagi
(Kahramanmaras), Yildiz Daglar1 (Sivas), Giirlevik Dag1 (Sivas), Ergan Dag1 (Erzincan),
Bahtli Dag1 (Bayburt), Unliipinar K&yii (Giimiishane) ) ve bat1 (Subas1 Yaylas1 (Antalya),
Tuzlabeli (Mugla), Eldirek Dagi (Burdur), Babadag (Mugla), Boncuk Dagi (Mugla),
Yaylacik Dag1 (Denizli) ) popiilasyon gruplarina ait bireyler biiyiik Olclide ayristigt

goriilmektedir.

Sekil 4.4’te yer alan grafik lizerindeki; yatay ekseni temsil eden TB1 (ya da PC1) toplam
varyansin %31,5’ini agiklamaktadir. Dikey ekseni temsil eden TB2 (ya da PC2) toplam
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varyansin %19,3’iinii agiklamakta olup bu iki bilesen, ilgili morfoloji verilerinin genel

varyasyonunun %50,8’ini agiklamaktadir.

Grafikte, cogunlugu sar elipste goriinen dogu grubu popiilasyonlarina ait bireyler genis bir
alana yayillmis olup ¢esitlilik gostermektedir. Mavi elipste bulunan batt grubu
popiilasyonlarina ait bireyler dar bir alanda olup morfolojik ¢esitliligi kisithdir. Kesisimde
bulunan ara bireyler, popiilasyonlar arasinda dogal olarak ortak morfolojik 6zelliklerin
bulundugunu gosterir. Bu ara bireyler, iki popiilasyon arasinda gen akisi1 veya melezlesme
olabilecegini diisiindiirebilir. Ancak genel olarak popiilasyonlar birbirlerinden anlamli bir

sekilde morfolojik olarak ayrilmistir.

Scree Plot

30

20

Varyans (%)

Temrel Bilesenler

Sekil 4.5. Temel bilesenlerin toplam varyasyonun ylizde cinsinden ne kadarini agikladigini
gosteren varyasyon grafigi (Scree Plot). En soldan saga TB1-TB12 olup sirali olarak

dizilmistir.
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Sekil 4.6. Degiskenlerin TB1 bilesenine sagladiklari katki diizeyleri (%).

TBI1, verideki varyansin %31,5’ini agiklamaktadir. Bu durum, TB1’e en ¢ok katki saglayan
degiskenlerin verideki genel varyasyonu bir ol¢lide temsil ettigini gostermektedir. Sekil
4.6’da gorindiigii izere TB1’e en ¢ok katki saglayan veriler rozet yaprak boyu, bitki boyu,
govde yaprak boyu ve gévdedeki yaprak sayisindan olugsmaktadir. TB1’e, alt meyve boyu,
alt meyve eni, govde yaprak eni gibi diger veriler her ne kadar katki saglasalar da asil degerin

olusma siirecinde en fazla katki saglayan degiskenler Cizelge 4.2°de ortalamasi verilenlerdir.
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Cizelge 4.2. TB1 bilesenine en ¢ok katki saglayan degiskenler ve ortalamalari.

Rozet Yaprak Boyu (cm) | 3,05

Bitki Boyu (cm) 12,3

Govde Yaprak Boyu (cm) | 0,77

Govdedeki Yaprak Sayist | ~4 (3,7)

Elde edilen degerler, P. cyclocarpum popiilasyonlari arasindaki varyasyonun genel olarak
yaprak karakterleriyle aciklanmakta olup toplam varyasyona en fazla katki saglayan
degiskenin rozet yaprak boyu oldugunu gostermektedir. Sekil 4.8 incelendiginde ise dogu
popiilasyonlarinin taban yapraklarinin belirgin bir sekilde bati popiilasyonlarindan uzun

oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.7. Degiskenlerin TB2 bilesenine sagladiklari katki diizeyleri (%).
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TB2, varyansin %19,3"linli agiklamaktadir. TB2’nin toplam varyansi agiklama yiizdesi,
TB1’e gore diisiik olmasina ragmen yine de bilgi vericidir. TB2 bilesenine en ¢ok katki
saglayan veriler; salkimin en altindaki meyvenin boyu (alt meyve boyu olarak kodlanmistir),

alt meyve eni, pedisel sayisi1 ve meyve sayisindan olusmaktadir.

Cizelge 4.3. TB2 bilesenine en ¢ok katki saglayan degiskenler ve ortalamalari.

Alt Meyve Boyu (mm) | 6

Alt Meyve Eni (mm) |4,7

Pedisel Sayis1 15

Meyve Sayisi ~9 (8,8)

Elde edilen degerler, P. cyclocarpum subsp. cyclocarpum popiilasyonlari arasindaki
varyasyonun TB2’ye gore genel olarak meyve karakterleriyle agiklanmakta olup, toplam

varyasyonun ise biiyiik dl¢iide rozet yaprak boyu ile agiklandigini gostermektedir.
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Sekil 4.8. Phyllolepidum cyclocarpum popiilasyonlarinda yaprak varyasyonu. a-c bati
popiilasyonlari, d-f dogu popiilasyonlari; a) Burdur, Eldirek Dagi, b) Mugla, Babadag, c)
Denizli, Yaylacik Dag1, d) Kayseri, Arslantag Yaylasi, e) Erzurum, Bahtli Dagi, f) Karaman,
Aydos Dagi. Barlar=1 cm.
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Sekil 4.9. Phyllolepidum cyclocarpum popiilasyonlarinda meyve varyasyonu. a) Mugla,
Tuzlabeli, b) Burdur, Eldirek Dagi, c¢) Mugla, Babadag, d) Denizli, Yaylacik Dagi, e)
Kayseri, Binboga Daglari, f) Kayseri, Dedebeli Gegidi, g) Burdur, Eldirek Dagi, h) Denizli,

Cameli, 1) Karaman, Aydos Dagi. Barlar=1 mm.
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Sekil 4.10. Phyllolepidum cyclocarpum popiilasyonlarinda tohum varyasyonu. a) Mugla,
Tuzlabeli Gegidi, b) Denizli, Cameli, c) Kayseri, Binboga Daglari, d) Kayseri, Dedebeli

Gegidi. Barlar=1 mm.

Omeklenen popiilasyonlar meyve ve tohum morfolojisi agisindan detayli olarak
incelenmistir (Sekil 4.9 ve Sekil 4.10). P. cyclocarpum subsp. cyclocarpum’a ait bati ve dogu
popiilasyonlari1 arasinda meyve morfolojisi agisindan belirgin bir fark tespit edilmemekle
birlikte, tohumlarinin kanat genisligi arasinda bati popiilasyonlarinda daha genis olacak
sekilde bir fark gozlenmistir. Genel olarak Alysseae tribusu sistematiginde yaygin bir sekilde
kullanilan tiily morfolojisi agisindan ise dogu ve bati popiilasyonlar1 arasinda bir fark

bulunmamaktadir.
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4.3. Molekiiler Cahismalar

4.3.1. Filogenetik ¢calismalar icin Veri Hazirhg:

Cizelge 4.4’te Qubit ile Olgiilen DNA miktarlari, PcX (Phyllolepidum cyclocarpum X.
birey), popiilasyon ve toplanan birey, basariyla tamamlanan birey sayisi ve analizlerde

kullanilmis olan popiilasyon kisaltmalart verilmistir.

Cizelge 4.4. Toplanilan Phyllolepidum cyclocarpum subsp. cyclocarpum’a ait verilen

kodlar, popiilasyon bilgileri ve DNA miktarlar1 (Qubit).

Kod Popiilasyon (Toplanan | Tamamlanan | Popiilasyon | DNA
Birey) Birey Sayis1 | Kisaltmasi Miktarlari

Ortalamas1
(ng/uL)

(Pc1 - | Kiigiik Mangirc1 Vadisi / | 9 kmangr 17,1

Pcl2) Nigde (11)

(Pc21 - | Subas1 Yaylasi / Antalya | 10 subasi 16

Pc30) (10)

(Pc31 - | Tuzlabeli / Mugla (10) | 10 tzlabe 18,4

Pc40)

(Pc41 - | Boncuk Dagi / Burdur | 10 boncuk 16,2

Pc50) (10)

(Pc51 - | Babadag / Mugla (9) 9 babadg 18,6

Pch9)
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(Pc81 Bakirlh Dag / Kayseri | 12 bakirl 12,5
Pc94) (11)
(Pc95 Bahtli Dagi / Erzurum | 10 bahtli 17,7
Pc104) (10)
(Pc105 Giirlevik Dagi / Sivas | 10 gurlev 17
Pcl114) (10)
(Pc115 Demirdzii Koyt / Sivas | 10 demiro 14,9
Pcl124) (10)
(Pcl125 Eldirek Dagi1 / Burdur | 11 eldire 13,7
Pc135) (11)
(Pc136 Unliipmnar ~ Kéyii /|10 unlupi 16,8
Pc145) Gilimiighane (10)
(Pc146 Berit Dagi, Morun | 4 moruny 16,5
Pc157) Yatagi / Kahramanmaras

(4)
(Pc158 Engizek Dag1 /|4 engizk 17,8
Pc167) Kahramanmarag(4)
(Pc168 Binboga  Daglann /|11 binboa 18,7
Pc179) Kayseri(12)
(Pc195 Bolkar Daglari, Karagél | 9 karagl 17,2
Pc208) / Nigde (9)
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4.3.2. Kalite Kontrolii

Filogenetik analizlerde kullanilan lokuslara ait FastQC sonuglari agsagida 6zetlenmistir.

FastQC: Sequence Counts

Unique Reads @ Duphicate Ro

§

Sekil 4.11. Phyllolepidum cyclocarpum subsp. cyclocarpum’a ait bireylerin FastQC
kullanilarak yapilan kalite kontrolii. Tekli okumalar mavi olarak; ikili okumalar siyah olarak

gosterilmektedir. Her bar bir bireyi gostermektedir.

Caligmada kullanilan DNA dizilerine ait veri setinde dogu ve bati olmak {izere 15 ayri
popiilasyon ve 140 birey bulunmaktadir. Bu popiilasyonlar igerisindeki 6rnekler i¢in toplam
okuma sayis1 FastQC analizi sonucunda 0,12 milyon ile 7.18 milyon okuma arasinda
degismektedir. Grafikte, dagilim neredeyse homojen olup 2,5 milyon (+ 0.2 milyon) okuma
civarinda kiigiik bir yigilma olmustur. Bu da ¢ogu birey icin elde edilen degerlerin bu

boliimde yogunlastigin1 gostermektedir.



Sonug olarak, MultiQC analizi, veri setindeki okuma sayilarinin genel olarak dengeli ve
uygun oldugunu gostermektedir. Ayrica, tekli ve ikili okuma kombinasyonu bu veri i¢in

dengeli olup, genetik analizlerde daha dogru sonuglar elde etmeyi saglar.

4.3.3. Filogenetik Analizler, Ayrilma Zamanm Hesaplamalar1 ve Biyocografik Analizler

Sekil 4.12, 4.13, 4.14, 4.15 ve 4.16°da ise Phyllolepidum cyclocarpum subsp. cyclocarpum
poplilasyonlartyla gerceklestirilen 50°ser lokustan olusan ve {igii rastgele biri parsimoni
bilgilendirici lokus verileri ile yapilan filogenetik analizler verilmistir. Gergeklestirilen tiim
analizlerde dogu ve bati popiilasyonlar1 ayrigsmasi belirgin bir sekilde (pp=1)
desteklenmigtir. Ayrilma zamani1 hesaplamalar1 agisindan ise rastgele lokuslarla yapilan
analizlerin parsimoni bilgi verici lokuslarla yapilan analizlere gore daha yakin tarihleri

hesaplama egiliminde oldugu goriilmektedir.

0.36

2 15 1 0.5

Sekil 4.12. Phyllolepidum cyclocarpum subsp. cyclocarpum popiilasyonlar1 ve parsimoni
bilgi verici 50 lokus kullanilarak *Beast analizi sonucu elde edilmis ve zamanla kalibre
edilmis popiilasyon agaci. Ardil olasilik degerleri (pp) nodlarda gosterilmistir. Mavi dallar
“dogu”, kirmiz1 dallar “bat1” popiilasyonlarin1 gostermektedir. Agacin altindaki zaman

Olcegi milyon yil olarak verilmistir.
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Sekil 4.13. Phyllolepidum cyclocarpum subsp. cyclocarpum popiilasyonlar1 ve parsimoni
bilgi verici 50 lokus kullanilarak Beast analizi sonucu elde edilmis popiilasyon agaci. Tiim
soy agaci seti (ince ¢izgiler) ve konsenstis agac (kalin mavi ¢izgiler) DensiTree programiyla

gorsellestirilmistir.
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Sekil 4.14. Phyllolepidum cyclocarpum subsp. cyclocarpum popiilasyonlari ve rastgele
secilmis 50 lokus (veri seti bir) kullanilarak *Beast analizi sonucu elde edilmis popiilasyon
agaci. Ardil olasilik degerleri (pp) nodlarda gosterilmistir. Mavi dallar “dogu”, kirmizi dallar
“bat1” popiilasyonlarin1 gostermektedir. Agacin altindaki zaman 6l¢egi milyon yil olarak

verilmistir.
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Sekil 4.15. Phyllolepidum cyclocarpum subsp. cyclocarpum popiilasyonlari ve rastgele
secilmis 50 lokus (veri seti iki) kullanilarak *Beast analizi sonucu elde edilmis popiilasyon
agaci. Ardil olasilik degerleri (pp) nodlarda gosterilmistir. Mavi dallar “dogu”, kirmizi dallar
“bat1” popiilasyonlarin1 gostermektedir. Agacin altindaki zaman 6l¢egi milyon yil olarak

verilmistir.
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Sekil 4.16. Phyllolepidum cyclocarpum subsp. cyclocarpum popiilasyonlari ve rastgele
secilmis 50 lokus (veri seti ti¢) kullanilarak *Beast analizi sonucu elde edilmis popiilasyon
agaci. Ardil olasilik degerleri (pp) nodlarda gosterilmistir. Mavi dallar “dogu”, kirmizi dallar
“bat1” popiilasyonlarin1 gostermektedir. Agacin altindaki zaman 6l¢egi milyon yil olarak

verilmistir.

P. cyclocarpum’a ait molekiiler veriler ile gergeklestirilen filogenetik analizler
incelendiginde parsimoni bilgi verici lokuslar ve rastgele se¢ilen lokuslardan olusan {i¢ veri
setine dayali gerceklestirilen analizlerde dogu ve bati farklilagsmasini ortaya koyan agac
topolojilerinin tutarli oldugu goriilmektedir (Sekil 4.12-4.16). Filogenetik agaclarin internal
nodlart agisindan da 6zellikle dogu kladinda Sivas Giirlevik Dag1 (gurlevik), Kayseri Bakirli
(bakirl) ve Binboga Daglari (binboa), Kahramanmaras Berit (moruny) ve Engizek
Daglari’ndaki (engizek) popiilasyonlar tiim analizlerde monofiletik bir subklad (alt klad)
olusturmustur. Benzer bir sekilde taksonun en kuzey iki yayilis alanim temsil eden
Giimiishane, Kelkit, Unliipinar K&yii ile, Erzurum Bahtli Dagi’ndaki popiilasyonlar da tiim
analizlerde monofiletik bir subklad olusturmuslardir. Bu durum, dogu popiilasyonlarinda
belirgin bir cografi yapilanma oldugunu gostermektedir. Dogu popiilasyonlar1 arasinda
sadece Nigde Bolkar Daglar (karagl), Kiiciik Mangirci Dag1 (kmangr) ile Sivas Demirdzii
Koyii (demiro) popiilasyonlarinin yeri, farkli veri setleriyle gergeklesen analizlerde

degismektedir.
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4.4. Popiilasyon Genetigi Calismalar:

4.4.2. Temel Bilesenler Analizi (TBA - PCA)

Phyllolepidum cyclocarpum subsp. cyclocarpum popiilasyonlart igin SNP verisi kullanilarak

gerceklestirilen TBA analizin sonuglart Sekil 4.17°de verilmistir.

Sekil 4.17. Phyllolepidum cyclocarpum subsp. cylocarpum’un 15 farkli popiilasyonu i¢in
SNP verisi (GL) kullanilarak elde edilen Temel Bilesenler Analizi (TBA). bab Babadag, bah
Bahtli Dagi, bak Bakirli Dag, bin Binboga Daglari, bon Boncuk Dagi, dem Demir6zii Koyii,

eld Eldirek Dag1, eng Engizek Kdoyii, gur Giirlevik Dagi, kar Karadag, kma Kiigiik Mangirci
Vadisi, mor Berit Dag1 Morun Yatag, sub Subas: Yaylasi, tzI Tuzlabeli, unl Unliipmar Kéyii

popiilasyonlarini temsil etmektedir.
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Phyllolepidum cyclocarpum subsp. cyclocarpum’a ait 15 farkli popiilasyon igin SNP
verisinden elde edilen Temel Bilesenler Analizi beklenildigi lizere dogu ve bat1 popiilasyon
gruplarii birbirinden belirgin bir sekilde ayirmistir. TB1, %27°1lik oranla genetik Bati
popiilasyon grubu ile ilgili bu durumu destekleyecek morfolojik caligmalar Sekil 4.4°te yer
almakta olup, bu popiilasyon grubunun yeni bir taksona karsilik gelme ihtimali s6z

konusudur.

4.4.1. Karisim Analizi (Admixture)

Karisim analizlerinde c¢alisilan tiir icin atasal popiilasyonlarin sayilar1 2-8 arasinda test

edilmistir.
K=2 K=3 K=4
a b c
K=5 K=6 K=7
d - e f
K=8
g

Sekil 4.18. Phyllolepidum cyclocarpum subsp. cyclocarpum bireylerine ait Karisim Analizi.
Atasal popiilasyonlar; a, b, c, d, e, f, g grafikleri i¢in sirasiyla K 2°den 8’e kadar hesaplanip
7 grafik olusturulmustur. Tiim grafiklerdeki her bar bir bireyi, her renk bir popiilasyonu

temsil etmektedir.

54



Admixture Analizi (K=2)
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Sekil 4.19. Phyllolepidum cyclocarpum subsp. cyclocarpum’a ait ve atasal popiilasyon, K 2
olarak hesaplanan karigim analizi sonucu. Her bir bar bir bireyi, her renk bir popiilasyonu

temsil etmektedir.

Phyllolepidum cyclocarpum subsp. cyclocarpum i¢in NGSAdmix programi atasal
popiilasyon olarak K 2 6nermistir. Analiz sonucu Sekil 4.19°da goriilmekte olup sekilde yesil
renk dogu, turuncu renk ise bati popiilasyonlarini temsil etmektedir. Kayseri, Bakirli
Dagr’ndaki istisnai bir birey disinda iki popiilasyon grubu arasinda herhangi bir karigim
goriilmemektedir. Bu durum da her iki popiilasyon grubu arasinda uzun siiredir herhangi bir
gen akis1 olmadigi ve popiilasyonlarin birbirlerinden ciddi 6l¢iide farklilastigi seklinde

yorumlanabilir.

Evanno ve arkadaslar1 (2005), AK degerinin veri setindeki genetik kiimelesmenin (K) en
ideal sayisin1 belirlemek i¢in kullanildigini agiklamistir. K degeri, Sekil 4.18'de verilen 2 ile
8 arasindaki her bir K degerinin logaritmik olasiligindaki degisim oranindan (AK)
tiretilmistir. Analizde, AK, Onerilen yonteme dayali olarak bir veri setinde genetik
kiimelerin (K) en olas1 sayisini belirlemek i¢in kullanilan bir istatistiktir. Daha yiiksek AK
degerleri, genetik verilerin kiimelesme yapisinin daha belirgin oldugunu gosterir. Bu da ideal
kiimelesmenin belirli bir K degeri etrafinda oldugunu ve bu degerin optimal veya optimale

yakin oldugunu gosterir.
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Alexander ve arkadaslar1 (2009) karisim analizi yaparken temel bilesenler analizi ile birlikte
saglama yapilmasini Onermistir. Karigim analizi, verilerdeki atasal popiilasyonun
kiimelenmesine odaklanirken, temel bilesenler analizi, popiilasyonlar arasindaki varyasyonu

(SNP ya da genotip olasiliklar1) agiklar.

Tez calismas1 kapsaminda gergeklestirilen karisim analizi atasal popiilasyonu K 2 olarak
tespit etmistir ve iki popiilasyon grubu neredeyse ayrismistir (Sekil 4.19). Ayni sekilde SNP
verilerini kullanan TBA da dogu ile bat1 arasindaki belirgin bir ayrim yakalamistir (Sekil

4.17).

4.4.3. Popiilasyon ici ve Popiilasyonlar Arasi Genetik Cesitlilik

Caligilan takson igin popiilasyon igi ve arast genetik c¢esitlilikler ayr1 ayr1 hesaplanmugtir.
Popiilasyonlar aras1 ve i¢i genetik ¢esitliligin bir ifadesi olan Fst degerleri 1s1 haritasi

(heatmap) grafigi ile Sekil 4.20 ve 4.21°de verilmistir.
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Sekil 4.20. Phyllolepidum cyclocarpum subsp. cyclocarpum popiilasyonlari i¢in agirliksiz

Fst analiz sonuglari. 0-1 arasinda degisen degerlerden; 0: genetik benzerligin yliksek

oldugunu, 1: herhangi bir genetik benzerlik olmadigini bildirmektedir.

Grafikte agirliksiz Fst degerleri maviden kahverengiye gecildikce genetik farkliligin arttigin
gostermektedir. Dogu ile bati popiilasyonlar1 arasinda agirliksiz Fst degeri 0,57 ile 0,61
arasinda degigsmektedir. Dogu popiilasyonlar1 kendi aralarinda 0,12 ile 0,45 arasinda oldukga
yiiksek bir aralikta degiskenlik gostermektedir. Bati popiilasyonlari kendi i¢inde 0,04 ile
0,26 arasinda degismekle beraber Babadag popiilasyonu 0,24 ile 0,26 arasinda degisen
popiilasyon i¢i en farklilasmis olan popiilasyondur. Ancak geriye kalan Subasi, Tuzlabeli,
Eldirek, Boncuk popiilasyonlar1 kendi i¢lerinde 0,04 ile 0,11 degerleri arasinda degisen
degerlere sahip olup genetik benzerligin oldukga yiiksek oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.21. Phyllolepidum cyclocarpum subsp. cyclocarpum popiilasyonlari igin agirlikli Fst

analiz sonuglari. 0-1 arasinda degisen degerlerden; 0: genetik benzerligin yiiksek oldugunu,

1: herhangi bir genetik benzerlik olmadigin1 bildirmektedir.

Grafikte agirlikli Fst degerleri maviden kahverengiye gecildikce genetik farkliligin arttigini
gostermektedir. Dogu ile bat1 popiilasyonlart arasinda agirlikli Fst degeri 0,12 ile 0,21
arasinda degismektedir. Bati popiilasyonlart kendi icinde 0,04 ile 0,09 arasinda
degismektedir. Dogu popiilasyonlar1 kendi iglerinde degerlendirildiginde, 0,06 ile 0,17
arasinda degiskenlik gostermektedir. Agirliksiz Fst degerlerinde popiilasyon i¢inde genetik
farklilig1 digerlerine gore yiiksek ¢ikan Babadag popiilasyonu, diger bat1 poptilasyonlar1 0,04
ile 0,06 arasinda degisirken 0,08 ile 0,09 degerleri arasinda degiskenlik gostermektedir.

Pluess ve Stocklin (2004)’in yaptig1 ¢alismada, 2000-3000 metreler arasinda yasayan alpin
bitkilerin genetik cesitliliginin algak irtifa bitkilerine gore daha az oldugu belirtilmistir. Ikili
popiilasyon Fst degerleri arasinda (0,02 ila 0,45 arasinda degisen) Onemli farkliliklar
gozlemlenmemis olmasi, bu bitkilerde rastgele genetik siiriiklenmenin etkili oldugunu
gostermektedir. Calismada ayrica, Geum reptans tiirliniin tohumlarinin uzun mesafelere

dagildigi, dolayisiyla yiiksek dispersal kapasitesine sahip oldugu vurgulanmistir. Bu
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bulgular, alpin bitkilerin genis dispersal kapasitesine ragmen genetik ¢esitliliginin diigiik
oldugunu ve genetik siiriklenmenin bu bitkilerde belirleyici bir rol oynadigini1 ortaya

koymaktadir.

Buna karsilik olarak, Phyllolepidum cyclocarpum subsp. cyclocarpum iizerinde yapilan
calismalar, bu alpinik bitkinin kanatli tohum yapis1 sayesinde yiiksek dispersal kapasitesine
sahip oldugunu, Anadolu diyagonali gibi bir cografi izolasyon lizerinde yetismesi ve bu
nedenle genetik cesitliliginin yiiksek olabilecegini diisiindiirmektedir. Pluess ve Stocklin'in
bulgulari, alpin bitkilerin genetik ¢esitliliginin genellikle diisiik oldugunu gostermistir. Bu
nedenle, P. cyclocarpum’un genetik cesitliligi, Pluess ve Stocklin'in genetik siiriiklenme ve

diisiik ¢esitlilik bulgularina kiyasla farklilik gostermektedir.

Wright (1978)’a gore Fst degerleri iizerinden genetik farklilasma seviyeleri ¢ok yiiksek
(>0,25), yiiksek (0,15-0,25), orta (0,05-0,15) ve farklilasma yok denecek kadar az (0,00-
0,05) olmak tizere dorde ayrilmistir (Wu ve ark., 2023). Bu tezde sonucu alinan agirliksiz
Fst degerleri dogu ve bati popiilasyonlar1 arasinda ¢ok yiiksek (0.57-0.61) olarak
yorumlanirken, Dogu popiilasyonlar1 kendi i¢inde orta, yiiksek ve cok yliksek genetik
farklilagsma (0.12-0.45), Bat1 popiilasyonlari ise, diger bat1 popiilasyonlariyla diisiik ve orta,
yuksek ve cok yiiksek genetik farklilagsmaya sahiptir (0.04-0.26). Ancak Babadag
poplilasyonu disinda oldukca diisiik ve orta genetik farklilasma seviyelerine sahiptir (0.04-
0.11). Agirlikli Fst degerleri incelendiginde ise, popiilasyonlar arasi orta ve yiiksek genetik
cesitlilik icerirken, Dogu popiilasyonu icinde, orta ve yiiksek genetik cesitlilik, Bati

popiilasyonlari ise, orta seviyede genetik cesitlilik icerdigi sdylenebilir.

SNP verileri ile gergeklestirilen analizler i¢in genel bir degerlendirme yaptigimizda TBA ve
karisim analizleri ile belirgin bir sekilde iki gruba ayrilan dogu ve bati popiilasyonlari
arasinda hesaplanan oldukca yiiksek Fst degerleri bu popiilasyon gruplari arasinda belirgin

bir genetik farklilagma oldugunu isaret etmektedir.
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4.5. Demografik Analizler

Phyllolepidum cyclocarpum subsp. cyclocarpum’un sirasiyla bati, dogu ve tiim
popiilasyonlarina ait etkin poptilasyon biiyiikliiklerindeki dalgalanmalar1 Sekil 4.22, 4.24 ve
Sekil 4.26’da gosterilmistir.

P.cyc_bati_folded

Time (1k generations ago)

0.02 0.04 0.06 0.080.1 0.2 0.4 06 08 1 2 4 6 8 10 20 40 60 B0 100 200 400 600 800

Ne (1k individual)

Sekil 4.22. Phyllolepidum cyclocarpum subsp. cylocarpum’un bati popiilasyonlarina ait
etkin popiilasyon biiyiikliigliniin (Ne) zamana bagli degisimi. X ekseni 1000 y1l dlgeginde
zamani, Y ekseni ise popiilasyon biiyiikliiglinti géstermektedir. Kirmizi ¢izgi Ne’nin medyan

degerini, gri ¢izgiler ise Ne'nin sirasiyla 2,5 ve 97,5 yiizdelik dilimlerini temsil etmektedir.

Sekil 4.22°ye gore Bati popiilasyonlar1 200 bin yil 6nce dnemli bir daralma-genisleme
yasaylp 20 bin yil Oncesine kadar asagi yukari sabit kalmistir. 20 bin yil Oncesinden
gilinlimiize dogru ise bu popiilasyon grubunun etkin popiilasyon biiyiikliiglinde belirgin bir

sekilde azalma goriilmektedir.
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Sekil 4.23. Phyllolepidum cyclocarpum subsp. cylocarpum’un bati popiilasyonlarina ait
Minor Alel Frekans Spektrumu (folded SFS).

Sekil 4.23°te bulunan MAF grafigine gore, diisiik frekansli alellerin oraninin fazla, yiiksek
frekansh alellerin ise diisiik oldugu goriilmektedir. Ayrica, MAF grafiginde 10-49 arasina
bakildiginda; yiiksek frekansl alellerin diisiik olmasi, popiilasyondaki genetik cesitliligin
belirli alellerde odaklandigin1 gostermektedir. Grafik incelendiginde, diisiik frekansh
alellerin fazlaligi, popiilasyonun yakin zamanda genisledigini veya bir dar bogazdan
gectigini gostermektedir. Sonug olarak, sekilde yer alan SFS yiiksek genetik c¢esitlilik icerir

ve popiilasyonun uyum saglama potansiyelinin yliksek oldugunu gosterir.
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Sekil 4.24. Phyllolepidum cyclocarpum subsp. cylocarpum’un dogu popiilasyonlarina ait
etkin popiilasyon biiylikliigiiniin (Ne) zamana bagh degisimi. X ekseni 1000 y1l dlgeginde
zamani, Y ekseni ise popiilasyon biiyiikliiglinli gostermektedir. Kirmizi ¢izgi Ne’nin medyan

degerini, gri ¢izgiler ise Ne'nin sirastyla 2,5 ve 97,5 yiizdelik dilimlerini temsil etmektedir.

Dogu popiilasyonlarinda ise eski tarihli daralma daha geriye, 700 bin y1l dncesine gitmekte,
son daralma ise medyan degeri 10 bin y1l olmak {izere, yine 20 bin y1l 6ncesinden giiniimiize

dogru stirmektedir (Sekil 4.24).

62



SFS

B _/dogu.lst (89); Var.=7.419%

0.20
|

Proportions

0.05
|

159 14 20 26 32 38 44 50 56 62 68 74 80 86

0.00
[

Minor allele frequency

Sekil 4.25. Phyllolepidum cyclocarpum subsp. cylocarpum’un dogu popiilasyonlarina ait
Minor Alel Frekans Spektrumu (folded SFS).

Sekil 4.25’te bulunan MAF grafigine gore, bat1 popiilasyonda oldugu gibi diisiik frekansh
aleller fazla, yiiksek frekansl alellerin oranmi diisiiktiir. Dolayisiyla dogu popiilasyonu da
yakin zamanda bir biliylime ya da seleksiyon yasamistir. Ayrica, MAF grafiginde 21-89
arasina bakildiginda; yiiksek frekansli alellerin diisiik olmasi, popiilasyondaki genetik
cesitliligin belirli alellerde odaklandigini gostermektedir. Grafik incelendiginde, diisiik
frekansli alellerin fazlaligi, popiilasyonun yakin zamanda genisledigini veya bir dar
bogazdan gectigini gdstermektedir. Sonug olarak, sekilde yer alan SFS yiiksek genetik

cesitlilik igerir ve popiilasyonun uyum saglama potansiyelinin yliksek oldugunu gdsterir.

63



P.cyc_all_folded

Time (1k generations ago)

0.02 0.04 006 0.080.1 0.2 04 06 08 1 2 a 6 8 10 20 40 60 80 100 200 400 600 800

6,000
4,000

2,000
1,000 -
800
600

400 -+

200 4

Ne (1k individual)
=
g

Sekil 4.26. Phyllolepidum cyclocarpum subsp. cylocarpum’un tiim popiilasyonlarina ait
etkin popiilasyon biiylikliigiiniin (Ne) zamana bagl degisimi. X ekseni 1000 y1l dlgeginde
zamani, Y ekseni ise popiilasyon biiyiikliigiinii gostermektedir. Kirmizi ¢izgi Ne’nin medyan

degerini, gri ¢izgiler ise Ne'nin sirasiyla 2,5 ve 97,5 yiizdelik dilimlerini temsil etmektedir.

Sekil 4.26’ya gore tiim popiilasyonlarla yapilan analizde etkin popiilasyon biiyiikliigiinde
650 bin yi1l Oncesi i¢in 6nemli bir daralma-genisleme olay1r goriilmektedir. Bir sonraki
daralma ise 10 bin yi1l 6ncesinde baslayip 5 bin yi1l 6ncesinde biterek giiniimiize kadar 6nce

bir genisleme yasamis sonrasinda ise sabit kalmistir.

Sonug olarak Stairway Plot 2 ile yapilan demografik analizlerde demografik daralma ve
genislemeler dogu ve bati popiilasyonlar1 agisindan degerlendirilmistir. Dogu
popiilasyonlarinda birincisi yaklagik 700 bin yil 6nce, digeri ise yaklasik 10 bin yil dnce
baslayan. iki ana daralma donemi goriilmektedir: Bu popiilasyon grubunda bat1 popiilasyon
grubunda oldugu gibi, birgok alelin diisiik frekanslarda bulundugu tespit edilmektedir.
Gegmiste yasanan poplilasyon daralmalari, gen havuzunda diisiik frekansh alellerin
birikmesine yol agmaktadir. Saavedra ve Cordero (2024)’un yaptiklari ¢alismada, daralma
ve genisleme dongiilerinin, gen havuzunda diisiik frekansli alellerin birikimine yol
acabilecegi bulunmustur. Ruditapes decussatus popiilasyonlari iizerine yapilan arastirmada,
gecmisteki popiilasyon daralmalar1 ve ardindan gelen genislemeler nedeniyle diisiik

frekansta birgok alelin bulundugu goézlemlenmistir. Bu durum, 6zellikle Dogu Akdeniz
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poplilasyonlarinda belirgin olup, diisiik heterozigotluk ve yiiksek sayida diisiik frekansh
alellerin varlig: ile agiklanmaktadir. Bu bulgular, Pleistosen donemi buzul-buzullar arasi
dongiilerinin genetik ¢esitlilik tizerindeki etkisini gostermektedir (Saavedra ve Cordero,
2024). Dolayisiyla, dogu popiilasyonu daralma yasarken, bazi aleller kaybolmus olabilir
veya diisiik frekanslarda kalmaya devam edebilir (Allendorf ve Luikart, 2006). Bu da SFS
grafiginde goriildiigii iizere diisiik frekansh alellerin yogunluguna neden olmaktadir. Ayrica
tiim popiilasyon gruplarina ait demografik analiz yaklasik 13 bin yil once, erken Dryas
devrinden sonra etkin popiilasyon biiyiikliigiinde biiytlik bir diisiis (Ne yaklasik 2 milyondan
40 bine diismiistiir) yasandigini gostermektedir. Bahsedilen daralmalar, diisiik frekansh
alellerin popiilasyonda birikmesine ve yiiksek frekansli alellerin azalmasina neden olmustur.
Sonug olarak, tezin hipotezlerinden biri olan tiiriin gegmisinde iklim degisikliklerine bagh

olarak farkli periyotlarda popiilasyon genislemesi ve daralmasi yasadigi gosterilmistir.

Her ne kadar giiney kesimleri hari¢ Avrupa Alplerinde buzul dénemleri i¢in buzullasmalarin
etkisi ile tiirlerin yayilis alanini kiigiilttiikleri, buzul dénemi sonrasinda ise yayilis alanlarini
biiytittiikleri 1yi bilinen bir olgu olsa da bu bolge disinda kalan cografyalardaki alpinik bir
tirtin havalar 1sindiginda yayilis alanin1 genisletmesi beklenir (Ansell ve ark., 2011; Ehlers,
Gibbard ve Hughers, 2011; Guerrina ve ark. ,2021 ). Anadolu’da bitkilerle gerceklestirilen
diger ¢alismalarda da bu durum Vavilovia formasa (Steven) Fed., Noccaea iberidea (Boiss.)
Al-Shehbaz & Menke gibi bitkilerde gdsterilmistir (Smykal ve ark., 2017; Oziidogru ve ark.,
2020). Demografik analizlerden elde edilen sonuglar da bu senaryoyla genel olarak uyumlu
olup, buzullararasi donemlerde P. cyclocarpum subsp. cyclocarpum’un popiilasyonlarinin
etkin popiilasyon biiyiikliiklerini arttirdiklar1 goriilmektedir. Ancak popiilasyon genislemesi
alpin kusak etrafinda lokal yasam alanlarinda olusan parcali bir ag seklinde de olabilir. Bu
durum 6zellikle Giiney Anadolu'nun daha nemli k1y1 Toros Daglari'nda muhtemeldir (Ansell
ve ark., 2011). Bu bolgelerdeki tiirler Pleistosen donemi iklimsel dalgalanmalarina kuzey
enlemlerindeki tiirler gibi tepki vermeyip, lokal hareketlerle olumsuz kosullardan
korunabilmektedirler (Oziidogru ve ark., 2022). Alplerdeki ¢ok az sayidaki calisma
(ozellikle giiney Alplerde) da benzer sonuglar ortaya koyup, bu bdlgelerdeki bitkilerin geg
Kuvaterner donemi buzullagmalarindan in sitii siginaklar ya da ¢cok kisa mesafe yayilis alani
degisiklikleriyle korunduklarini gostermistir (Patsiou ve ark., 2014 ; Casazza ve ark., 2016).
Avrupa Alplerinin geri kalani i¢in higbir zaman kanitlanamamis bu olgu, Anadolu’nun

giiney kesimleri gibi Akdeniz iklimi etkisi altinda kalan Iber yarimadasi tiirleri igin ise bazi
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calismalarla desteklenmis olup, (Martin-Bravo ve ark., 2009; Peredo ve ark., 2009) Akdeniz
kusagi alpinik tiirlerinin kuzey enlemlerinde goriilen klasik buzul donemi daralma-

genisleme modeline uymadigini gostermektedir.

SFS
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|
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Proportions

0.05
|

0.00

16 25 34 43 52 61 70 79 88 97 107 118 129

Minor allele frequency

Sekil 4.27. Phyllolepidum cyclocarpum subsp. cylocarpum’un dogu popiilasyonlarina ait
Minoér Alel Frekans Spektrumu (folded SES).

Son olarak taksonomik bakis agisi ile P. cyclocarpum subsp. cyclocarpum’un dogu ve bati
popiilasyonlar1 degerlendirildiginde ise, molekiiler diizeyde hem lokuslarla gerceklestirilen
filogenetik analizler hem de SNP verisi ile ger¢eklestirilen TBA ve karisim analizleri ile iki
popiilasyon grubu arasinda hesaplanan yiiksek Fst degerleri, bu popiilasyon gruplari arasinda

belirgin bir farklilagmay1 ortaya koymustur. Bu farklilik morfolojik dl¢limlere dayali olarak
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gerceklestirilen TBA analizinde de bir 6l¢iide gosterilmistir. Ayrica bati popiilasyonlarinin
kisa ve kompakt goriiniimlii genel habitusu, yapraklarinin kisalig1 ve tohumlarindaki genis
kanat yapis1 gibi morfolojik farkliliklar, iki popiilasyon grubunun farkli iki taksona kargilik
gelmesi gerektigini isaret etmektedir. Tiirlin tip 6rneginin Munzur Daglari, yani dogu
poplilasyon grubuna ait oldugu diisiiniildiiglinde, bat1 popiilasyon grubunun yeni bir takson
olmasi sonucu ortaya c¢ikmaktadir. Ancak bu taksonun alt tiir ya da tiir seviyesinde
tanimlanmasi sonucuna mevcut verilerle ulasmak miimkiin degildir, ¢linkii gergeklestirilen
calisma sadece P. cyclocarpum subsp. cyclocarpum’a ait ornekler igerip, ne tiiriin diger
alttiirii olan P. cyclocarpum subsp. pindicum, ne de Phyllolepidum cinsinin ikinci tiirii olan
P. rupestre’ye ait ornekler igermektedir. P. cyclocarpum subsp. cyclocarpum ve
P.cyclocarpum subsp. pindicum i¢in diyagnostik karakterler subsp. cyclocarpum’da meyve
tilysliz, tohum kanadi ise 0.2-0.3 mm iken, subsp. pindicum’da meyvenin kisa tiiylii, tohum
kanadinin ise 0.1 mm’ye kadar olmasidir (Hartvig, 1986). Bu tez kapsaminda calisilan
popiilasyon gruplarindan her ikisinde de meyve tiiysiizken, dogu popiilasyon grubunda
tohum kanadi 0.4 mm’ye kadar, bat1 popiilasyonlarinda 0.6-0.7 mm civarindadir .Buradaki
ilging nokta ise, bahsi gecen diyagnostik karakterler ¢ikarilirken kullanilan P. cyclocarpum
subsp. cyclocarpum érneklerinin giintimiizde P. rupestre altinda degerlendirilen Yunanistan
ornekleri olmasidir. P. rupestre ve P.cyclocarpum subsp. pindicum’a ait bilinen tek
molekiiler calisma ise Cecchi 2011°deki ITS dizilerine dayanmakta olup, kanimizca
Tiirkiye’deki P. cyclocarpum subsp. cyclocarpum’a ait bati ve dogu popiilasyonlarina ait

ITS dizilerinin kullanilmasi ile bat1 popiilasyonlarinin taksonomik durumu netlesebilir.

5. YORUM

Yirminci yilizyilin baglarindan beri, ekosistemlerin karmasik ¢esitliligini ve dagilimim
anlamak adma yogun arastirmalar hala devam etmektedir; bu ¢alismalar, diinyanin her
yerinde farkli ekosistemlerdeki tiirlerin popiilasyon dinamikleri, genetik yapilar1 ve evrimsel
gecmisleri gibi canlilik adma Onemli bilesenleri ele alarak biyogesitliligin temel
mekanizmalarint acgiga kavusturmay1 hedeflemektedir. Bu mekanizmalar; genetik, tiir ve
ekosistem ¢esitliliginden ibaret olup genel olarak herhangi bir takson i¢indeki gen farklilig
ve belli bir cografi alandaki takson sayisi ile dl¢iilebilmektedir. Ancak, ekosistem cesitliligi
sadece taksonlarla degil, aynm1 zamanda ilgili cografyanin evrimiyle de alakaldir.

Cografyanin evrimi, jeolojik ve iklimsel degisimler gibi dogal siireglerle beraber dogal
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olmayan etmenlerle de sekillenir. Bu siiregler, biyogesitlilige pozitif veya negatif etki
etmektedir. Negatif etkilere, organizmanin yasadigi habitatin bozulmasi, gé¢ yollarinin
kesilmesi veya kirlilik gibi 6rnekler verilirken; pozitif etkilere allopatri 6rnek verilebilir.
(Demirayak, 2002; Clarke, 2007). Allopatrik tiirlesme, tiirlerin: dag olusumu, kitalarin
ayrilmasi, cografik izolasyonlarin olugmasi gibi jeolojik olaylar ilgili popiilasyonu ayirarak
zamanla gen akigini engeller. Dolayisiyla, farkli cografyalar ve farkli adaptasyonlar arasinda
tiirlesme zamanla olusabilmektedir. Bu agidan bakildiginda; Anadolu cografyasi, 6zellikle
cografi izolasyonlarla tiirlerin i¢inde farkliliklar olugmasini saglarken ayni zamanda
evrimsel siireglerin de sekillenmesine olanak verir. Bu duruma igin 6nemli 6rnekler ise
Anadolu Diyagonali’ni olusturan Toros Daglar1 ve Kuzey Anadolu Daglar olabilir (Hoskin
ve ark., 2005; Giir, 2017).

Calisma kapsaminda ele alinan P. cyclocarpum subsp. cyclocarpum igin gergeklestirilen
yiiksek ¢oziiniirliikliit DNA verisine dayal1 filogenetik ve popiilasyon genetigi analizleri ile
yayilisi Toros ve Anadolu Diyagonali daglari olan bir tiir ilk defa bu kapsamda ele alinmstir.
Sonug olarak sinirli sayida ¢aligma ile ele alinmis ve kisith bilgi sahibi oldugumuz Anadolu
bitkilerinin Pleistosen donemi iklimsel dalgalanmalarina verdikleri yanitlar (popiilasyon
genislemeleri ve daralmalari) bu takson 6zelinde detayli bir sekilde ele alinmis ve gelecekte
yapilacak caligsmalar i¢in dnemli bir 6n caligma ortaya konulmustur. Karmasik bir jeolojik
tarihce ve bununla iligkili iklimsel heterojenlige sahip bir cografya olan Anadolu’da,
ozellikle daglik alanlarda gerceklestirilecek gelecek donem ¢alismalarinin Anadolu’nun
Avrupa’da ¢ok sayida caligma ile gosterilmis oriintiilerden daha farkli tarihsel biyocografik
ortlintiilere sahip oldugunu ve biyolojik ¢esitliligimizin geri planinda yatan tarihsel siirecleri

anlamamizi kolaylagtiracagi agiktir.
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