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OZET

Saga hakkarica SIRIN& TAYLAN, 2019 (ORTHOPTERA,
TETTIGONIIDAE, SAGINAE) TURUNDE TOTAL MITOKONDRIYAL
GENOM KARAKTERIZASYONU

Orhan AKSIN
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Damismani: Prof. Dr. Mehmet Sait TAYLAN

Agustos 2025, 58 sayfa

Bu c¢alismada, Orthoptera takimi, Tettigoniidae familyasi, Saginae alt
familyasinda yer alan ve Anadolu endemigi olan Saga hakkarica Sirin&Taylan,
2019, tiiriiniin total mitokondriyal genomunun karakterizasyonu ve genetik analizi
yapilmistir. Arastirma kapsaminda, yeni nesil dizileme teknolojileri kullanilarak
S. hakkarica tiirtine ait mitokondriyal genom dizileri elde edilmis, mitogenomik
kiitiiphane olusturulmus ve analiz edilmistir. Toplamda 14.508.962 okuma elde
edilmis ve sekans verisinin toplam uzunlugu yaklasik 2.19 Gbp olarak
hesaplanmigtir. Mitogenomun GC igerigi %46,8, AT igerigi ise %53,2 olarak
tespit edilmistir. Okumalarin kalite dagiliminda, Q20 degeri %95,7, Q30 degeri
ise %89,7 olarak tespit edilmistir. Analizler sonucunda S. hakkarica tiiriiniin
mitokondriyal genomunun 15.755 b¢ uzunlugunda oldugu ve 37 gen bdlgesi
icerdigi saptanmugtir. S. hakkarica tiiriiniin mitokondriyal genomunda 22 transfer
RNA (tRNA) geni, 2 ribozomal RNA (rRNA) geni, 13 protein kodlayan gen (7
NADH dehidrogenaz alt birim geni (nad1-nad6, nad4L), 3 sitokrom c oksidaz alt
birim geni (cox1-cox3), 1 sitokrom b (cob) geni, 2 ATP sentaz alt birim geni
(atp6, atp8)) ve replikasyon orijin bolgesi tespit edilmistir. Ayrica mitokondriyal
genomda yer alan 37 gen bolgesinden 23 tanesinin forward (F) zincirinde yer
aldigi, geri kalan 14 genin ise reverse (R) zincirinde bulundugu tespit edilmistir.
S. hakkarica mitogenomu, sahip oldugu CDS, tRNA ve rRNA gen sayilari
acisindan literatlirde bildirilen Orthoptera mitogenomlariyla biiyiik o6lgiide
benzerlik gostermektedir. Baglama ve sonlanma kodonlar1 da genel bir benzerlik

sergilemekle birlikte, icerik diizeyinde bazi farkliliklar tespit edilmistir. Sonug



olarak, bu ¢aligma ile ilk kez S. hakkarica tiiriiniin total mitokondriyal genomunun
yapisal ve fonksiyonel ozellikleri ortaya konmaya calisilmig ve Saginae alt
familyasindan elde edilen ikinci mitogenom veri seti olmasi agisindan, gelecekte

yapilacak genetik ve filogenetik arastirmalar i¢in kaynak olusturulmustur.

Anahtar Kelimeler: Orthoptera, Saginae, Saga hakkarica, yeni nesil dizileme,
genomik kiitliphane, mitogenom



ABSTRACT

COMPLETE MITOCHONDRIAL GENOME CHARACTERIZATION OF
Saga hakkarica SIRIN & TAYLAN, 2019 (ORTHOPTERA:
TETTIGONIIDAE, SAGINAE)

Orhan AKSIN
Master’s Thesis in Biology
Thesis Advisor: Prof. Dr. Mehmet Sait TAYLAN
August 2025, 58 pages

In this study, the complete mitochondrial genome of Saga hakkarica Sirin
& Taylan, 2019, an Anatolian endemic species belonging to the order Orthoptera,
family Tettigoniidae, subfamily Saginae, was characterized and genetically
analyzed. Within the scope of the research, next-generation sequencing (NGS)
technologies were employed to obtain the mitochondrial genome sequences of S.
hakkarica, from which a mitogenomic library was constructed and analyzed. A
total of 14,508,962 reads were generated, with an overall sequence length of
approximately 2.19 Gbp. The mitogenome exhibited a GC content of 46.8% and
an AT content of 53.2%. Quality assessment of the sequencing data revealed Q20
and Q30 scores of 95.7% and 89.7%, respectively. The analyses revealed that the
mitochondrial genome of S. hakkarica is 15,755 bp in length and comprises 37
genes. These include 22 transfer RNA (tRNA) genes, 2 ribosomal RNA (rRNA)
genes, 13 protein-coding genes [7 NADH dehydrogenase subunit genes (nadl-
nad6, nad4L), 3 cytochrome ¢ oxidase subunit genes (cox1-cox3), 1 cytochrome b
(cob) gene, and 2 ATP synthase subunit genes (atp6, atp8)], along with a
replication origin region. Furthermore, it was determined that 23 of the 37 genes
are located on the forward (F) strand, while the remaining 14 genes are situated on
the reverse (R) strand. The mitogenome of S. hakkarica shows a high degree of
similarity to Orthoptera mitogenomes reported in the literature in terms of the
number of CDS, tRNA, and rRNA genes. Although the start and stop codons
exhibit overall similarity, certain differences at the sequence level were identified.



In conclusion, this study presents, for the first time, the structural and functional
characteristics of the complete mitochondrial genome of S. hakkarica. As the
second mitogenome dataset obtained from the subfamily Saginae, it provides an

important resource for future genetic and phylogenetic studies.

Keywords: Orthoptera, Saginae, Saga hakkarica, next-generation

sequencing, genomic library, mitogenome
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ONSOZ

Omurgasiz hayvan takimlarinda yapilan filogenetik calisamalarda
mitokondriyal genlerin genetik belirteg olarak ayr1 bir 6neme sahip oldugu
bilinmektedir. Ozellikle 16S rDNA, Cox1 ve CytB genleri mitokondriyal genler
arasinda en c¢ok caligilan genler olmustur. Ancak son yilllarda gelistirilen yeni
nesil dizileme yontemleri sayesinde, yalnizca bir veya birka¢ gen kombinasyonu
ile yapilan c¢alismalar yerini, genomik kiitiiphanelerin olusturulmasit ve
mitogenom arastirmalarina birakmistir. Mitogenom verilerinin yayginlasmasiyla
Anadolu’da yayilis gosteren soy hatlarinin filogenetik oriintiilerin daha gilivenilir
bir sekilde ortaya ¢ikarilmasi miimkiin olacaktir. Ulkemizde Orthoptera grubuna
ait yalnizca birkag tiirii iceren oldukga kisitli mitogenom verileri mevcuttur. Bu
baglamda Anadolu endemigi bir tiir olan Saga hakkarica’nin mitogenom
karakterizasyonun ortaya ¢ikarilmasi ile gelecekte yapilacak genetik ve
filogenetik calisamalara veri olusturulmasi bu ¢aligmanin odak noktalarindandir.

Tez ¢alismamin planlanmasindan sonug¢lanmasina kadar her asamasinda
bana katki sunan ve destegini esirgemeyen tez damigsmanim Sayin Prof. Dr.
Mehmet Sait TAYLAN’a (Hakkari Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii,
Biyoloji Anabilim Dal1), 6zellikle tezimin laboratuvar ¢aligmalar1 kisminda ve
genetik analizlerde destek sunan Sayin Dr. Ogr. Uyesi Sezgin KARAMAN’a
(Hakkari Universitesi, Yiiksekova MYO), ayrica Biyoloji Anabilim dalinda tez
caligmama bilgi ve Onerileriyle katki sunan Prof. Dr. Can YILMAZ’a (Hakkari,
Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dal1) ve Dr. Ogr.
Uyesi Bahadir TORUN’e (Hakkari Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii,
Biyoloji Anabilim Dali) tesekkiirlerimi sunarim. Laboratuvar c¢aligmalarini
yiiriittiigiim, Hakkari Universitesi, Biyolojik Cesitlilik Uygulama ve Arastirma
Merkezi Laboratuvari (HAKBIYOM) Miidiirliigii’ne ¢alisma imkani verdikleri ve
destekleri i¢in tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

1.1. Anadolu Biyocgesitliligi ve Orthopera Takimi

Anadolu, cografi konumu, topografik yapisi, iklimsel o6zellikleri ve
barimdirdig1 habitat cesitliligi nedeniyle yiliksek biyolojik ¢esitlilige sahip bir kara
pargasidir. Farkli topografik ve iklimsel kosullarin bir araya gelmesi, ¢esitli makro
ve mikro habitatlarin olusumuna zemin hazirlamistir. Bu c¢evresel c¢esitlilik,
Anadolu’nun zengin fauna potansiyelini acgiklamakta ve siklikla vurgulanan bir
unsur olarak one ¢ikmaktadir (Davis, 1971; Demirsoy, 1977; Sekercioglu vd.,
2011). Anadolu faunasinin bu denli zengin olmasi, bdlgenin biyocografik agidan
0zel bir konuma sahip olmasindan kaynaklanmaktadir ve bu durum iki temel
nedene dayanmaktadir. Ik olarak, Anadolu yalnizca Akdeniz Havzasi’nin degil,
ayn1 zamanda Palearktik Bolge nin paleocografik agidan en dinamik alanlarindan
biri olarak degerlendirilmektedir (Steininger & Rogl, 1984). Paleocografik
degiskenlik, tiirlesme siiregleri iizerinde dogrudan etkili olup, Anadolu’yu 6nemli
bir tiirlesme merkezi haline getirmistir. Ikinci olarak, Anadolu, Kuvaterner buzul
donemleri boyunca onemli bir ekolojik siginak (refugium) islevi gormiistiir
(Hewitt, 1996). Son yillarda yapilan g¢alismalar, buzul donemlerinin soguma
evrelerinde Anadolu’nun 6zellikle 2000 metre ve iizerindeki daglik zirvelerinin
buzul Ortiisi altinda kaldigim1 ortaya koymaktadir (Atalay, 2006). Bu
paleoiklimsel kosullar, Anadolu’nun genis ve diiz ovalarinin hem Palearktik
Bolge’nin kuzey kesimlerinde yayilis goOsteren tiirler, hem de yiiksek daglik
alanlarda sert iklim kosullarina uyum saglamis organizmalar icin buzul
maksimumlarinda 6nemli birer siginak (refugium) islevi  gordiglni
gostermektedir. Anadolu’daki biyolojik gesitliligin biiyiik 6l¢iide kuzeyden gelen
faunal 6gelerle ve giineydeki atasal soylarin kuzey faunasi ile birleserek bugiinkii
cesitliligi  olusturdugu distliniilmektedir (De Lattin, 1967; Hewitt, 1996;
Demirsoy, 1999; Giir, 2013, 2016).

Orthoptera Olivier, 1789 (diizkanatlilar; ¢ekirgeler) takimi, diinya
genelinde yayilis gosteren Orthoptera takimi 29.410 tiir icermektedir (Cigliano
vd., 2025). Tirkiye’de ise bocek biyogesitliliginin 6nemli bir bdlimiinii



olusturmaktadir. Orthoptera takimi, Caelifera Ander, 1936 (kisa antenli
cekirgeler) ve Ensifera Chopard, 1921 (uzun antenli g¢ekirgeler) alt takimlarini
icermekte olup, iilkemizde yaklasik 750 tiir/alttiir ile temsil edilmektedir (Unal,
2011; Cigliano vd., 2025). Caclifera alt takimi tilkemizde Acrididae MacLeay,
1821, Pamphagidae Burmeister, 1840, Pyrgomorphidae Brunner von Wattenwyl,
1874, Tetrigidae Rambur, 1838 ve Tridactylidae Brullé, 1835 familyalarina ait
tirleri igermektedir (Mol vd., 2014). Ensifera alt takimi ise Tiirkiye’de Gryllidae
Laicharting, 1781, Gryllotalpidae Leach, 1815, Mogoplistidae Costa, 1855,
Rhaphidophoridae Walker, 1869, Schizodactylidae Blanchard, 1845 ve
Tettigoniidae Krauss, 1902 familyalarina ait tiirler ile temsil edilmektedir (Mol
vd., 2016). Bu familyalar icerisinde Tettigoniidae en fazla cins ve tiir igeren
familyadir ve Orthoptera takiminin yarisindan fazlasi bu familyaya aittir (Mol vd.,
2016).

1.2. Saga Cinsine Ait Genel Bilgiler ve Molekiiler Diizeyde Yapilan

Arastirmalar

Orthoptera takimi, Tettigoniidae familyasi, Saginae Brunner von
Wattenwyl, 1878 altfamilyasinda yer alan Saga Charpentier, 1825 cinsi
Avrupa’nin en biiyiik bocek tiirlerini igermektedir (6rnegin S. ephippigera tiiriinde
erkek bireyler yaklasik 9 c¢cm, disi bireyler ise 13 cm uzunluga ulasabilmektedir)
(Sirin vd., 2019). Predator (avci) Ozellikleriyle bilinen bu cins, ekosistem
dinamikleri agisindan 6nemli ve dengeleyici bir role sahiptir (Lodos, 1983). Cinse
ait tiirlerin tarim zararlis1 boceklerle beslenmeleri, onlarin dogal biyolojik
miicadele ajani olarak islev gordiiklerini ortaya koymaktadir. Bu nedenle, Saga
cinsine ait tiirlerin {ilkemizdeki dagilimi ve tir cesitliliginin ayrintili olarak
incelenmesi biiyilk 6nem tasimaktadir. Anadolu’da ge¢mis donemlerde sikga
goriilen cekirge istilalari, 2018-2019 yillarinda da yeniden gézlenmis ve zirai
miicadelede bu tiirlerin etkisi tekrar glindeme gelmistir. Saga tiirlerinin bulundugu
habitatlarin  korunmasi, popiilasyonlarinin siirdiiriilebilirligi acisindan oldugu
kadar, tarimsal zararlilar iizerindeki baskilayici etkileriyle de biiyiik ekolojik ve

ekonomik 6neme sahiptir.



Saga cinsi igerdigi palearktikte yayilis gosteren 17 takson igermektedir. Bu
taksonlarin  temel olarak yayilist Anadolu ve Yunanistan/Balkanlardir
(Kaltenbach, 1970, 1974; Sirin vd., 2019; Cigliano vd., 2025). Ulkemizde Saga
cinsi; Anadolu’dan dokuz tiir (S. cappadocica Werner, 1903, S. natoliae Serville,
1839, S. rhodiensis Salfi, 1929, S. beieri Kaltenbach, 1967, S. longicaudata
Krauss, 1879, S. puella Werner, 1901, S. syriaca Lucas, 1864, S. ephippigera
Fischer von Waldheim, 1846 ve S. hakkarica Sirin ve Taylan, 2019) ve
Trakya’dan bir tiir (S. campbelli Uvarov, 1921) olmak iizere toplam 10 tiir ile
temsil edilmektedir (Karabag, 1958; Kaltenbach, 1967; Sirin vd., 2019, Cigliano
vd., 2025). Cinse ait, ikinci tlir zengin alan cinsin bes tiiriniin bulundugu (S.
natoliae Serville, 1839, S. campbelli Uvarov, 1921, S. gracilis Kis, 1962, S.
helenica Kaltenbach, 1967, S. rammei Kaltenbach, 1965 ve S. rhodiensis Salfi,
1929) Yunanistan ile yakin ¢evresinde yer alan Balkanlardir (Kaltenbach, 1970;
Lemonnier-Darcemont vd., 2009; Kolics vd., 2012). Diger taraftan S. pedo bati
Avrupa’nin en u¢ noktasindan Orta Asya’ya kadar tiim alanlarda yayilisa sahiptir
(Kolics vd., 2008). Saga cinsini ele alan, biri Ephippigera tiir grubunu kapsayan,
molekiiler temelli toplam ii¢ ¢alisma bulunmaktadir (Giannoulis vd., 2011; Kolics
vd., 2012; Binici vd., 2021). Giannoulis vd. (2011) tarafindan yapilan ¢alismada,
COI geni bakimindan Avrupa’nin Saga tiirlerinin altisinin (S. campbelli, S.
hellenica, S. natoliae, S. pedo, S. rammei ve S. rhodiensis) filogenetik analizi
yapilmigtir (Giannoulis vd., 2011). ikinci galisma ise daha genis kapsamli bir
calismadir ve calismada mitokondrial DNA’ya ait 3 gen (CytB, Cox1 ve 16S
rRNA) ve ¢ekirdek DNA’sina ait bir gen (ITS2) olmak tizere toplamda 9 taksonun
(S. c. campbelli, S. c. gracilis, S. hellenica, S. natoliae, S. pedo, S. rammei, S.
ornata, S. cappadocica ve S. ephippigera) filogenisi tizerine ¢alisilmistir (Kolics
vd., 2012). Binici vd. (2021) tarafindan yapilan ¢aligmada ise mitokondriyal 16S
rDNA geni kullanilarak Anadolu’daki Ephippigera tiir grubu igeren 3 tiirtin (S.
ephippigera, S. syriaca ve S. hakkarica) filogenisi ¢aligilmistir. Cinse iliskin tek
mitogenom c¢aligmasi S. natoliae tiirline ait mitogenom (Karakas vd., 2025)

calismasidir.



1.3. Mitokondri ve Mitogenom

Mitokondri, okaryotik hiicrelerde yalnizca enerji liretimiyle degil, ayni
zamanda evrimsel, yapisal ve islevsel Ozellikleriyle filogenetik analizlerde temel
bir belirleyici olarak 6ne ¢ikmaktadir. Prokaryot ve 6karyot hiicreler arasindaki en
temel farklardan biri, zarla cevrili organellere yalnizca 6karyotik hiicrelerin sahip
olmasidir. Her iki hiicre tipinde ortak olan ribozomlar, yap1 ve boyut bakimindan
farklilik gosterirken, yalnizca Okaryotlara 6zgii olan mitokondri ¢ift zarli bir
organel olarak dikkat c¢eker (Campbell vd., 2006). Mitokondri, enerji
metabolizmasinin Otesinde kalsiyum homeostazi, apoptoz, yaslanma ve cesitli
hastalik siireclerinde de islev Ustlenir (Pinto ve Moraes, 2015; Sun vd., 2016).
Organelin kokeni, endosimbiyoz teorisiyle agiklanir; bu goriise gore, mitokondri
a-proteobacteria kokenli bir bakterinin evrimsel igbirligi ile hiicre igine
alimmasiyla olusmustur (Sagan, 1967). Mitokondride bulunan halkasal mtDNA,
prokaryotik benzerlik gosterir; intron icermez, kiiciik intergenik bolgeler
barindirir ve replikasyonu g¢ekirdek DNA’sindan farkli enzimlerle gergeklesir.
Ribozomlar1 ise 70S yapida olup, prokaryotik sistemle benzerlik gosterir.
Mitokondriyal DNA'nin maternal (anasal) yolla kalitildigr bilinmektedir; ¢linkii
dollenme sirasinda spermin mitokondrileri genellikle yumurtaya gecemez
(Campbell vd., 2006). Mitokondri genomunun yiiksek mutasyon orani, hizl
evrimsel degisimi, rekombinasyon mekanizmasinin olmayist (Upholt ve Dawid
1977; Brown vd., 1979) ve maternal gegisi, onu molekiiler sistematikte en yaygin
kullanilan genetik belirteglerden biri haline getirmistir (Hillis ve Moritz, 1990).

Genom, bir canlinin tiim genetik bilgisini iceren eksiksiz DNA setidir ve
DNA’nin nesiller boyunca aktarilmasi, organizma Ozelliklerinin kalitimin
saglayan temel ortami olusturur. Okaryotik canlilarda genomlar, niikleer ve
organel genomlar1 seklinde iki ana kategoriye ayrilir. Genellikle hayvansal
organizmalarda sadece mitokondri organel genomu bulunurken, bitkisel
organizmalarda hem kloroplast hem de mitokondri organel genomlar1 mevcuttur
(Campbell vd., 2006). Mitokondriyal genom, ¢ekirdek DNA’sindan farkli olarak
daha kiicilik bir yapiya sahip olup, prokaryot canlilarda bulunan DNA’ya benzer
sekilde halkasal bir yapiya sahiptir. Mitokondriyal genom, ilk kez Nass (1963)



tarafindan kesfedilmistir. Mitokondriyal genomun tam baz dizilimi ve genom
organizasyonu, Bibb vd. (1981) tarafindan farede, ayni yil Anderson vd. (1981)

tarafindan ise insanda belirlenmistir.

Cizelge 1. 1. Bazi1 organizmalardaki mitokondriyal genom boyutlar

Organizma adi Mt-genom Literatiir
boyutu (b¢)
Biiyiik cigerotu (Marchantia 186.608 (Odavd., 1992)
polymorpha)
Amip tiirti (Acanthamoeba castellanii) | 41.591 (Accari ve Barth,
2015)
Mantar tiirii (Allomyces macrogynus) | 57.473 (Paquin ve Lang,
1995)
Tarakli denizanasi (Pleurobrachia 11.016 (Kohn vd., 2012)
bachei)
Bantli denizlalesi (Isarachnanthus 80.923 (Stampar vd., 2019)
nocturnus)
Danaburnu ¢ekirgesi (Gryllotalpa 15.513 (Zhang vd., 2016)
unispana)
Insan (Homo sapiens) 16.569 (Andrews vd., 1999)

Cizelge 1.1’de goriildiigii lizere, mitokondriyal genom biiytlikligi
degisiklik gosterebilmektedir. Ornegin, Marchantia polymorpha tiirii biiyiik ciger
otunda 186.608 baz ¢ifti (Oda vd., 1992) bulunurken, Isarachnanthus nocturnus
tiiriinde mitokondriyal genomun biiytikliigii 80.923 baz ¢ifti olabilmekte (Stampar
vd., 2019), ayrica Taraklilar subesine ait Pleurobrachia bachei tiiriinde ise 11.016
baz ¢ifti oldugu tespit edilmistir (Kohn vd., 2012). Mitokondriyal genomdaki bu
farkliliklarin, mitokondriyal DNA'da kodlama yapmayan bolgelerdeki dizilimler,
A-T bazlarinin yogunlugu ve bazi bdlgelerin dublikasyon gecirmesi gibi
etkenlerden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir (Boyce vd., 1989; Smith ve
Snyder, 2007). Ayrica, delesyon (gen silinmesi) ve inversiyon (gen eklenmesi)
gibi niikleotid doniisiimleri, mitokondriyal DNA {izerindeki belirli gen
bolgelerinin uzunluklarmin farkli olmasina ve genlerin bulundugu lokus

bolgelerindeki niikleotid dizilimlerinin cesitli degiskenlikler gostermesine yol



acmaktadir. Mitokondriyal genomda mutasyonlar, nokta mutasyonlari, delesyon
ve dublikasyon olaylar1 gozlemlenmektedir. Genellikle delesyon ve dublikasyon
durumlar1 nadiren goriilirken, nokta mutasyonlar1 daha sik olarak maternal
kalitim ile ortaya ¢ikmaktadir (Cornuet vd., 1991). Tiim bu goézlemler 1s18inda,
mitokondriyal genomdaki bu farkliliklarin, indirgenmis evrim mekanizmasina
bagl olarak, genlerinin fonksiyonlarim1 kaybettigi ya da ¢cogunlugunun g¢ekirdek
DNA’sina aktarildigi soylenebilir (Berg ve Kurland, 2000). mtDNA, ¢ekirdek
DNA’sina bagli olarak organel icindeki enzimlerin sentezi, transkripsiyon,
translasyon ve onarimini yonetir (Leonard ve Schapira, 2000). Mitokondriyal
genomun maternal kalitimi, ¢ekirdek DNA’ya gore daha kisa olusu, hiicredeki
sayisal fazlaligi, yalmizca bir kopya icermesi ve rekombinasyon olaylarinin
nadirligi gibi 6zellikleri nedeniyle, filogenetik, populasyon genetigi, filocografya
ve tirlesme c¢alismalarinda temel veri kaynagi olarak kullanilmaktadir.
Mitokondriyal genom hakkinda daha fazla veri elde edebilmek ve mitokondriyal
DNA’nin evrimini, kdkenlerini, yapisal ¢esitliliklerini ve varyasyonlarini agikliga
kavusturabilmek i¢in, daha fazla 6karyotik canli iizerinde calisma yapilmasina

ihtiya¢ duyulmaktadir.

1.3.1. Insecta (Bocek) Mitokondriyal Genomu

Tipik bir bocek mitogenomu, 14 ila 20 kb arasinda degisen biiytikliige
sahip, ¢ift sarmalli dairesel bir molekiildiir (Wolstenholme, 1992). GenBank’tan
elde edilen verilere gore gilinlimiize kadar 28 bocek takima ait 5831 tiirden
yaklasik 8725 mitogenom elde edilmistir (Cameron, 2025). Bu takimlar arasinda
mitogenomu en ¢ok ¢alisilan takimlar arasinda Diptera (1662), Lepidoptera
(1461), Hemiptera (1431) ve Blattodea (1103) yer almaktadir.

Calismamiza konu olan Orthoptera takiminda ise 281 tiire ait 383
mitogenom c¢alismast yapildigr not edilmistir (Cameron, 2025). Orthoptera,
mitokondriyal genomun evrimini incelemek ve filogenetik  yeniden
yapilandirmalar i¢in giivenilir bir belirte¢ olarak potansiyelini test etmek
acisindan kullnigh olabilecegi belirtilmistir (Fenn vd., 2008). Gaugel vd. (2023)

tarafindan 281 Orthoptera mitogenomu igeren ¢alismada temel olarak



Orthoptera'da dort farkli mitogenomik gen degisikligi durumu tespit edilmistir.
Bunlar; inversiyonlar, translokasyonlar, ters translokasyonlar ve ardisik

duplikasyon/rastgele kayip olaylaridir.

1.3.1.1. mtDNA Genleri

Boceklerde mitokondri organelinde, ATP iiretiminden sorumlu oksidatif
fosforilasyon komplekslerinin temel yapitaslarini olusturan 13 protein kodlayici
gen (PKG), 22 tRNA geni ve 2 rRNA geni yer almaktadir (Wolstenholme, 1992;
Boore, 1999). Bu genler, mitokondriyal genomda kompakt bir diizende bulunur ve
genler arasinda genellikle ¢cok kisa ya da hi¢ olmayan ara bolgeler bulunur.
Genomda ayrica, kodlama yapmayan ancak replikasyon ve transkripsiyonun
baslatilmasinda gorev alan bir kontrol bolgesi (A+T agisindan zengin bdlge) yer
alir (Crozier ve Crozier, 1993). Bu boélge, genellikle sap-halka (stem-loop)
yapilart iceren diizenleyici motifler igerir ve mitokondriyal DNA'min ¢ift yonlii
transkripsiyonu i¢in baslangi¢ noktalari barindirabilir (Chen vd., 2019). cox1,
cox2 ve cox3 genleri sitokrom ¢ oksidaz kompleksinin I, 11 ve 11l alt birimlerini;
cytb ise sitokrom b proteinini kodlarken, nad1-nad6 genleri NADH dehidrogenaz
alt birimleri protein kodlamaktadir. Ayrica, tRNA’larin post-transkripsiyonel
isleminde gorev alan “tRNA noktalama modeli” (tRNA punctuation model) gibi
mekanizmalarla, mitokondriyal transkriptler islenerek olgun hale getirilir (Xu vd.,
2023). Bocek mitogenomlar: tizerine yapilan giincel calismalar, bu genomlarda
hem yapisal gen diziliminin hem de transkripsiyon modellerinin tiirler arasinda
yiiksek diizeyde ¢esitlilik gosterdigini ortaya koymaktadir (Cameron, 2014; Song
vd., 2015; Song vd., 2016). Bu gesitlilik, yalnizca evrimsel analizler i¢in degil,
ayni zamanda tlir tanimlama ve biyogesitlilik arastirmalari i¢in de onemli bir
molekiiler temel saglamaktadir. MtDNA ilgili yapilan molekiiler ¢alismalarda,
yakin zamana kadar yalnizca belirli belirteg bdlgeleri iizerinde caligmalar
yapilmistir. En ¢ok ¢alisilan genler arasinda Cox1, Cox2, Cytb, 12S rRNA ve 16S
rRNA bulunmaktadir. Bu calismalar 1s18inda, mtDNA'nin Cox1 geni lizerine
yapilan arastirmalar, DNA barkotlama tekniklerinin gelistirilmesine olanak

saglamistir (Herbert vd., 2003). mtDNA'nin evrimlesme hizi, ¢ekirdek DNA'ya



gore daha hizli oldugundan, filogenetik calismalar i¢in 6nemli bir belirte¢ olarak
kabul edilmektedir (Avise vd., 1987).

tRNA Genleri

Mitokondriyal genomda bulunan tRNA genlerinin evrimlesme hizi,
niikleer genlere oranla daha yiiksektir. Bu genler, mitokondri organelinde dnemli
bir rol oynar ve amino asitlerin sentezinde islevsellik gosterir. Mitokondrial
tRNA'lar, amino asitleri sentezlemek i¢in birden fazla kodon igerebilir, bu da
dejenere kodonlarla etkilesimde bulunmalarina yol agar. Bu siire¢, mitokondri
organelinde siiper wobble kodon eslesmeleri olarak bilinen bir durum olusturur
(Lavrov ve Lang, 2005). Mitokondriyal tRNA genleri, sekonder katlanma
gosteren yonca yapragi (dort kollu) seklinde bir yapiya sahip olup, dihidroiiridin
ve TYC kolunda bulunan gen dizilerinde c¢esitlilik gozlense de bu diziler
genellikle korunmus sekilde kalmaktadir (Wolstenholme vd., 1992). Bu katlanma
sekli, genetik cesitliligi olmasma ragmen islevsel agidan 6nemli bir korunumu
ifade eder. tRNA'larin uglarinda yer alan anti-kodon bdlgeleri, mRNA'daki
kodonlarla esleserek dogru amino asitlerin dogru sekilde sentezlenmesini saglar.
Genellikle, yakin akraba tiirlerdeki tRNA'larin yonca yapragi sekilleri ve boyutlari
degisiklik gosterebilir, ancak anti-kodon bolgesi ¢ogunlukla korunur. Bu durum,
mitokondriyal tRNA genlerinin, tRNA'nin genetik kod ¢6zme mekanizmasindaki
onemli roliinii siirdiirebilmesi i¢in evrimsel olarak korundugunu gosterir.

rRNA Genleri

Ribozomal RNA (rRNA), ribozom organelinin yapisinin olugmasinda
gorev alan kritik bir molekiildiir. Ribozom organeli, biiyiik ve kiigiik alt
birimlerden olusur ve her iki alt birimde de rRNA genleri bulunur. Bu genler,
ribozomun sekonder yapisini olusturan ve islevsel 6zelliklerini belirleyen 6nemli
bilesenlerdir. Bu sekonder yapi, genellikle tiim tiirlerde korunmus bir yapiya
sahiptir (de la Cruz vd., 2015). Ribozom organelinin yapisinda proteinler ve
rRNA bulunur, dolayistyla ribozomlar niikleoproteinik yapilar olarak kabul edilir.
Mitokondriyal genomda bulunan rRNA genlerinin tiirler arasinda genellikle iki
kopya seklinde yer almasi, mtDNA'nin belirli bolgelerde konumlanmasina isaret
eder. Bu durum, tiirler arasindaki evrimsel iligkilerin belirlenmesinde 6nemli bir

veri kaynagi saglar (Smith vd., 2007). rRNA genlerinin korunmus yapisi,



filogenetik analizlerde ve evrimsel ¢aligmalarda, Ozellikle tiirler arasi
karsilagtirmalar yaparken dnemli bir belirte¢ olarak kullanilmaktadir.

Protein Kodlayan Genler (PKG)

Bocekler taksonomisindeki organizmalarda, mtDNA’daki protein
kodlayan genler (PKG’ler) genellikle belirli ve sabit bdlgelere yerlesmis
durumdadir. Bu 6zellik, s6z konusu gen dizilerinin evrimsel analizlerde yaygin
olarak tercih edilmesinin baslica nedenlerinden biridir (Moritz vd, 1987,
Cameron, 2014). Mitokondriyal genomda, oksidatif fosforilasyon ve enerji
tiretiminde gorev alan bu proteinler, canlinin yasamsal fonksiyonlar1 i¢in kritik
Ooneme sahiptir. Bu genler, 6zellikle filogenetik calismalarda, tiirler arasindaki
evrimsel iligkilerin belirlenmesinde 6nemli bir referans kaynagi saglar.

MtDNA ’da Kodlama Yapmayan Bolgeler

mtDNA'da kodlama yapmayan bolgeler, genellikle evrimsel analizlerde ve
genetik aragtirmalarda dikkatlice incelenen alanlardir. Bu bdolgelerin uzunluklar
ve niikleotid dizilerindeki tekrarlanan formlar, tiirler arasinda belirgin bir
degiskenlik gostermektedir. Ozellikle kodlama yapmayan genlerin igindeki A+T
zengin bolgeler, evrimsel izlerin takip edilmesinde kullanilir ve bu farkliliklar,
MtDNA'nin evrimsel siireglerini anlamaya yardimci olur (Boore, 1999; Cameron,
2014).

mtDNA da A+T ce Zengin Bélge

Mitokondriyal genomda bulunan A+T bakimindan zengin bolge, kodlama
yapmayan genis bir alan olarak dikkat ¢eker. Bu bolgede, adenin (A) ve timin (T)
bazlarinin sayis1 diger bazlara oranla daha fazla olup, bu nedenle "A-T zengin
bolge" olarak adlandirilir. Bocekler taksonunda bu 6zellik yaygin olup, genellikle
sadece bir tane bulunur. A-T zengin bolge hem hafif hem de agir zincir yapisiyla
onemli bir fonksiyonel degere sahiptir. Bunun yani sira, mtDNA'nin replikasyonu
ve transkripsiyonunun kontrol ve diizenlenmesinde de rol oynar; bu ylizden
kontrol noktas1 olarak tanimlanir (Zhang ve Hewitt, 1997).

Son yillarda yapilan total mitokondriyal genom ¢aligmalarinin artisi, tim
mitokondriyal genlerin birlikte degerlendirilmesini miimkiin kilmis ve bu,
morfolojik veya filogenetik olarak ayirt edilemeyen problemli gruplarin

iliskilerinin ¢dziilmesinde Onemli bir ara¢ olmustur. Bu nedenle, total



mitokondriyal gen dizileri, entegre taksonomik analizlerde olduk¢a faydali ve
ayirt edici veri setleri sunmaktadir. Geleneksel Sanger yontemi, sinirli dizilemler
nedeniyle daha az bilgi saglamaktadir (Zervas vd., 2019). Bunun aksine, total
mitokondriyal genomun elde edilmesi, daha uzun dizilemler yapilmasina imkan
vererek, daha kapsamli ve genel sonuglarin elde edilmesini saglar. Boylelikle,
tirler aras1 karsilagtirmalarda daha saglam evrimsel ¢ikarimlar yapilabilmektedir.
Total mitokondriyal genomun elde edilmesi ve daha diizenli dizilemlerin
yapilmasi, mitokondriyal genom hakkinda daha kapsamli bilgi edinilmesine
olanak verir (Hert vd., 2008). Bu yeni yontemle elde edilen veriler, daha fazla
canli iizerinde yapilan ¢aligmalar sayesinde, evrimsel siire¢ler ve popiilasyon
genetigi hakkinda daha fazla bilgi edinilmesine olanak saglamistir (Schlotterer
vd., 2015).

Ulkemizde, Orthoptera takimina ait mitokondriyal genlerle yapilan
caligmalar genellikle 16S rDNA, Cox1 ve ITS genleri iizerinde yogunlagmistir
(Taylan vd., 2013; Kaya vd., 2015; Taylan ve Sirin, 2016; Kaya, 2018; Sirin vd.,
2021). Ulkemizde su ana kadar yapilan total mitokondriyal genom g¢aligmalari ise
oldukga smirlidir ve Orthoptera takimina ait yalnizca Anterastes babadaghi,
Psorodonotus venosus, Poecilimon luschani, Poecilimon cretensis, Isophya major
ve Saga natoliae olmak iizere 6 tiiriin total mitokondriyal genom karakterizasyonu
yapilmustir (Oztiirk ve Ciplak, 2019; Kars1 ve Ciplak, 2019a,b; Karakas vd., 2023;
Karakas vd., 2025).

Saginae ile ilgili yapilan filogenetik analizlerde, cox2 geni ve dort niikleer
gen dizisi kullanilarak akrabalik iliskileri incelenmis ve buna dayali olarak kladlar
olusturulmustur. Bu kladlarda, Saginae, diger Tettigoniidae familyas:1 {iyeleriyle
birlikte kardes grup olarak yer almaktadir (Mugleston vd., 2018). Yeni nesil
dizileme teknolojileri, geleneksel Sanger yontemine kiyasla ¢cok daha yiiksek veri
iretim kapasitesi ve analiz dogrulugu saglamaktadir. Bu sayede, nadir veya
endemik tiirlerin mitokondriyal genomlarinin kapsamli bi¢imde karakterize
edilmesi miimkiin hale gelmistir. Bu calismada, Hakkari iline endemik olan S.
hakkarica tiiriine ait total mitokondriyal DNA (mtDNA) dizisinin ortaya konmasi
hedeflenmistir. Elde edilecek veriler araciligiyla; tiiriin genom biiytikliigii, protein

kodlayan gen sayisi, tRNA ve rRNA igerikleri ile kodlama yapmayan A-T zengini
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bolgeler gibi yapisal 6zelliklerin detayli bicimde analiz edilmesi amaglanmustir. S.
hakkarica’ya ait mitogenom dizisinin ortaya konmasi, hem bu tiir iizerine
yapilacak gelecek c¢alismalara referans teskil edecek hem de Orthoptera takimi,
Tettigoniidae familyas1 ve Ozellikle Saginae altfamilyas1 i¢erisindeki molekiiler
filogenetik iligkilerin daha dogru bicimde belirlenmesine katki saglayacaktir.
Ayrica, bu tez kapsaminda elde edilen mitokondriyal genom verileri, Saginae
altfamilyasina ait ikinci ¢alisma niteliginde olup, bdlgesel biyogesitlilik
arastirmalar1 agisindan da bilimsel agidan degerli bir kaynak olusturacaktir. Sonug
olarak, elde edilen mitogenom dizileri GenBank (NCBI) veri tabanina yiiklenerek,
bilim camiasinin erisimine sunulacak ve uluslararasi literatiirde kullanilabilir hale

gelecektir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Hexapoda (alt1 bacaklilar) altsubesi Collembola (sigrarkuyruklular),
Protura (konibaglilar), Diplura (¢atalkuyruklular) ve Insecta (bocekler) olmak
tizere dort smifa ayrilmaktadir (Zhang, 2011; Du vd., 2024). Insecta smifi
icerisinde yaklasik 1,3 milyon tiir bulunurken, Orthoptera takimi 29.410 tiir
icermektedir (Cigliano vd., 2025). Boceklerin yasam dongiileri, fizyolojik
adaptasyonlari, anatomik Ozellikleri, biyoakustik iletisim sistemleri ve
norobiyolojik mekanizmalari, evrimsel ekoloji, davranigsal evrim ve tlirlesme
slireglerinin anlagilmasinda 6nemli model sistemler sunmaktadir (Song vd., 2015).
Ozellikle Orthoptera takimi icerisinde yer alan tiirlerin ¢evresel uyaranlara karsi
gelistirdikleri fonksiyonel ve davranigsal tepkiler, onlarin mikroevrimsel
dinamiklerini ve tiirlesme mekanizmalarini agiklamada anahtar rol oynamaktadir.
Bu baglamda, akustik sinyallerin tiretimi ve algilanmasi, ciftlesme sistematigi ve
habitat 6zelizasyonu gibi karakterler; filogenetik analizler, populasyon genetigi ve
ekolojik modellemelerle birlikte degerlendirilerek evrimsel senaryolarin test
edilmesinde kullanilmaktadir.

Orthoptera takimi, Ensifera ve Caelifera olmak iizere iki ana alttakimda
gruplandirilmaktadir. Tirkiye'de Caelifera alttakimi, Acrididae, Pamphagidae,
Tetrigidae, Pyrgomorphidae ve Tridactylidae olmak iizere bes familya ile temsil
edilmektedir (Demirsoy, 1977). Ensifera alttakiminda ise Tettigoniidae,
Gryllotalpidae, Gryllidae, Mogoplistidae, Rhaphidophoridae ve Schizodactylidae
olmak {izere toplamda alti familya yer almaktadir. Ensifera alttakimi yaklasik
17.663 tiir igcermektedir. Bu tiirlerin 8479’u (%48’si) Tettigoniidae familyasina
aittir (Cigliano vd., 2025). Tettigoniidae familyas1 22 altfamilyadan olugmakta
olup, bunlardan igii fosil, geri kalan 19 altfamilya ise gliniimiizde yasayan
ornekleri barindiran Orthoptera takiminin en kalabalik familyasidir (Cigliano vd.,
2025). Tettigoniidae familyasinin kokeninin Bati Palearktik ve Dogu Akdeniz
bolgelerine dayandigi diistiniilmektedir.

Saginae, Orthoptera takiminin Tettigoniidae familyasina ait bir alt
familyadir. Saginae alt familyasi, bes cinsten olusmaktadir ve bu cinslere ait

toplamda 45 tiir tammmlanmistir (Cigliano vd., 2025). Saginae alt familyasina ait
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cinsler; Saga Charpentier, 1825, Clonia Stal, 1855, Perigueyella Saussure, 1888,
Emptera Saussure, 1888 ve Cloniella Kaltenbach, 1971, cinsleridir. Clonia,
Cloniella ve Perigueyella cinsleri 6zellikle Afrika kitasinin Sahra alti (Sub-
Saharan) bdlgesinde yayilis gostermekte olup, bolgeye 6zgli ekosistemlere
adaptasyon gostermislerdir. Saga cinsi ise Tiirkiye, Yunanistan ve Balkanlar gibi
Gilineydogu Avrupa iilkelerinde yayilim géstermektedir (Sirin vd., 2019; Cigliano
vd., 2025). Son olarak, besinci cins olan Emptera, yalnizca Hindistan bdlgesinde
smirli bir yayilisa sahiptir. Bu cinse ait tek tiir olan E. indica (Herbst, 1786),
literatiirde yalnizca bir orijinal 6rnekle tanimlanmis olup, tiiriin varligina dair

baska herhangi bir gézlem ya da koleksiyon 6rnegi bulunmamaktadir.

Cizelge 2. 1. Saga hakkarica tiiriiniin sistematigi

Phylum Invertebrata

Subphylum Hexapoda

Classis Insecta

Ordo Orthoptera Oliver, 1789

Subordo Ensifera Chopard, 1921

Superfamily Tettigonoidea Krauss, 1902

Family Tettigoniidae Krauss, 1902

Subfamily Saginae Brunner von Wattenwyl, 1878
Genus Saga Charpentier, 1825

Species Saga hakkarica Sirin &Taylan, 2019

Saginae alt familyasi igerisinde, Tiirkiye'de yayilis gosteren ve yalnizca bu
cografyaya 0zgii olan Saga cinsine ait endemik tiirler mevcuttur. S. cappadocica
(Werner, 1903), S. hakkarica Sirin & Taylan, 2019, S. longicaudata (Krauss,
1879), S. puella (Werner, 1901) ve S. beieri (Kaltenbach, 1967) yalnizca Tiirkiye
siirlar1 igerisinde yayilis gosteren tirlerdir. S. natoliae (Serville, 1838), S.
syriaca (Lucas, 1864), S. rhodiensis (Salfi, 1929), S. campbelli (Uvarov, 1921) ve
S. ephippigera (Fischer von Waldheim, 1846) tiirleri ise Tiirkiye’nin Ege
bolgesinde ve Ege Denizi’ndeki komsu adalarda yayilis gostermektedir. Bu
dogrultuda, Tiirkiye ve yakin Ege adalarinda toplam 9 tiir tespit edilmistir.
Yunanistan ve Balkanlar’da ise S. campbelli (Uvarov, 1921), S. gracilis (Kis,
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1962), S. hellenica (Kaltenbach, 1967), S. ledereri (Saussure, 1888), S. ornata
(Burmeister, 1838), S. pedo (Pallas, 1771), S. quadrisignata (Philippi, 1863) ve S.
rammei (Kaltenbach, 1965) olmak iizere toplamda 8 tiir yayilis gostermektedir.
Boylelikle, Saga cinsi altinda tanimlanmus tiir sayis1 17°ye ulagsmaktadir.

Filogenetik ¢alismalarda mtDNA dizilerinin kullanilmasinin  bir¢ok
avantaji  bulunmaktadir. Bu avantajlar, mitokondriyal genlerde intronlarin
olmamas1 ve genetik organizasyonun kompakt ve korunmus olmasi nedeniyle dizi
verilerinin toplanmasinin goreceli kolayligidir. Diinya genelinde son yillarda
Orthoptera takim tiirlerinin total mitokondriyal genomunun dizilenmesi iizerine
yapilan ¢alismalar hiz kazanmistir. Bu calismalar, Orthoptera takimina ait
tirlerden total mitokondriyal genomun ilk olarak gd¢men c¢ekirge Locusta
migratoria (Caelifera, Acrididae) tiiriinde dizilenmesiyle baslamis ve bu g¢alisma
yayimlanmistir (Flook vd., 1995). Tettigoniidae familyasinin filogenetik yapisinin
anlasilmasinda mitokondriyal genom analizlerine dayali ¢aligmalar, evrimsel
iliskilerin ¢éztimiinde gii¢lii molekiiler veriler sunmaktadir (Zhou vd., 2010, 2017;
Mugleston vd., 2018; Zhao vd., 2025). Bu analizler sonucunda, Phaneropterinae,
Maconematinae, = Mecopodinae, Conocephalinae  ve  Tettigoniinae  alt
familyalarinin filogenetik akrabaliklar istatistiksel olarak desteklenmis kladistik
yapilarla ortaya konmustur. Mitokondriyal genomlar, genellikle 37 genden (13
protein kodlayici gen, 22 tRNA ve 2 rRNA geni) olugsmakta olup, gen siralamalari
ve igerikleri tiirler arasinda biiylik 6lgiide korunmustur (Zhang vd., 1995; Zhao
vd., 2025). Bu yiiksek diizeyde korunum, mitogenomik yapilarin fonksiyonel
bitlinliigiinii  yansittigt  gibi, tiirler aras1 evrimsel iligki analizlerinde
kullanilabilirligini de artirmaktadir. Ayni zamanda, gen diizeni, baz
kompozisyonu ve kodlama bolgelerinde gozlemlenen konservatif oOzellikler;
filogenetik analizlerde giivenilir molekiiler belirtegler olarak degerlendirilmistir
(Cameron, 2014; Wang vd., 2014; Zhao vd., 2025).

Canlilarin evrimsel iliskilerinin belirlenmesinde mtDNA'nin kullanima,
1980'li yillardan itibaren artan bir Onem kazanmistir (Moritz vd., 1987).
MIDNA'nin evrimsel incelemelerde kullanilmasinin temel nedeni, mtDNA'nin
yalnizca anneden (maternal) kalitilmasidir. Bu 6zellik, tiirlerin atalarina dair daha

net bilgiler elde edilmesine olanak tanimaktadir (Avdeyev vd., 2016). mtDNA,
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hiicre i¢i enerji metabolizmasinda gorev almasinin yani sira, evrimsel biyolojide
molekiiler saat olarak kullanilabilen 6nemli bir genetik materyaldir. mtDNA'nin
evrimlesme hizi, nDNA'ya kiyasla daha yiiksek olup, yaklasik olarak bir milyon
yilda %2 civarinda bir mutasyon orani gostermektedir (Brown vd., 1979). Bu
yiiksek evrimsel hiz, mtDNA’y1 6zellikle yakin akraba tiirlerin ve populasyonlarin
filogenetik iliskilerinin  ortaya konmasinda ve tiirlesme siireglerinin
zamanlamasinin belirlenmesinde son derece degerli kilmaktadir. Mitokondriyal
genler arasinda, 6zellikle sitokrom ¢ oksidaz | (Cox1), sitokrom b (Cytb) ve nad
genleri; baz degisimlerine duyarliliklar1 nedeniyle siklikla molekiiler filogenetik
ve barkodlama c¢aligmalarinda kullanilmaktadir (Soltan-Alinejad vd., 2021).
Bununla birlikte, mtDNA’nin maternal kalitim gdstermesi ve rekombinasyon
icermemesi, filogenetik analizlerde daha az genetik giiriiltii ile daha net soyolus
iligkilerinin kurulmasina olanak saglar. Ancak bazi ¢aligmalar, farkli taksonomik
gruplarda mtDNA’nin evrim hizinin ¢evresel stres, yasam siiresi ve metabolik
oranlara bagli olarak degiskenlik gosterebilecegini de ortaya koymustur (Rand,
2001; Nabholz vd., 2008). Bu baglamda, mtDNA 'nin sabit bir molekiiler saat gibi
ele alinmasi bazi durumlarda yaniltici olabilir; bu nedenle evrimsel analizlerde bu
degiskenlik dikkate alinmalidir. mMtDNA ile ilgili yapilan calismalarda, belirli
belirtegler (markerlar) secilmektedir. Ancak bu belirte¢lerin  kullanima,
sagladiklar1 faydalarin yani sira bazi zorluklari da beraberinde getirmektedir. Bu
zorluklarin basinda, belirteglerin yaniltict sonuglar verebilmesi yer almaktadir.
MtDNA analizlerinde karsilagilan bazi zorluklar; heteroplazmi, psddogenler ve
mitokondriyal genomda meydana gelebilecek rekombinasyon olaylaridir. Bu
faktorler, dogru sonuglarin elde edilmesini zorlastirabilmektedir (Parr vd., 2006;
Wang vd., 2020).

Genel olarak, mitokondriyal genom belirteglerinin analizinde karsilagilan
metodolojik ve teknik zorluklar, genetik ¢esitliligin belirlenmesi ve filogenetik
coziimlemelerin  gilivenilirliginin  artirnllmas1  agisindan  6nemli  sinirliliklar
olusturmaktadir. Bu zorluklarin baslicalar1 arasinda diisiik kaliteli mtDNA
izolasyonu, heteroplazmi varligi, G-C acisindan zengin bdlgelerde DNA
polimerazlarinin verimliligindeki diisiis ve amplifikasyon yanliligi (bias) gibi

teknik problemler yer almaktadir. Geleneksel Sanger dizileme yontemi, uzun
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yillar boyunca mitokondriyal belirteclerin analizinde yaygin olarak kullanilmis
olsa da, ozellikle tiim mitogenom dizilemelerinde sinirli kalmis ve yaklasik 1000
b¢’lik hedef bolgelerde daha giivenilir sonuglar verdigi bildirilmistir (Anderson
vd., 1981; Stewart ve Chinnery, 2015). Bu nedenle Sanger yontemi, ¢ogunlukla
Cox1, Cytb, 12S ve 16S gibi belirli gen bdlgelerinin analizinde tercih edilmistir.
Ancak, bu yontemin diisiik verim kapasitesi ile zaman ve maliyet agisindan
verimsiz olusu, mitokondriyal genomun tamaminin kapsamli bir sekilde analiz
edilmesinde yetersiz kaldigini ortaya koymustur (Kircher & Kelso, 2010). Bu
sinirlamalarin agilmasinda yeni nesil dizileme (NGS) teknolojileri, 6nemli bir
doniim noktas1 olarak one ¢ikmugtir. Ozellikle Illumina tabanli platformlar ile
diisiik miktarda mtDNA'dan yiiksek kapasiteli ve hizli mitogenom verisi elde
etmek miimkiin hale gelmistir. Uzun okuma teknolojileri ise, tekrarlayan bolgeler
veya yapisal yeniden diizenlemelerin tespitinde biiyiik avantaj saglamaktadir
(Crampton-Platt vd., 2016). Ayrica, total mitokondriyal genomun analizine olanak
tantyan bu teknolojiler sayesinde, mitogenom diziliminde daha az hata orani ile
daha yiiksek filogenetik ¢ozliniirlik elde edilmistir (Wang vd., 2020). Son
yillarda, yeni nesil dizileme yontemleri, daha saglikli ve giivenilir sonuglar elde

edilmesini saglamistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Saga hakkarica Orneklerinin Toplanmasi

Tez kapsaminda calisilan, S. hakkarica tiiriine ait Ornekler, tiiriin tip
lokalitesi olan; Hakkari, Baykoy, 2035 m, N: 37°32.89 E: 43°42.70, 09.VI11.2024,
(leg.: M.S. Taylan & S.Beyter) lokalitesinden atrap yardimiyla toplanmistir (Sekil
3.1.). Toplanan orneklerin teshisleri ilgili literatiirlere gore yapilmis (Kaltenbach,
1964, 1967; Harz, 1969; Kaltenbach, 1970; Sirin vd., 2019) ve, %96’ lik etil alkol
icerisine konularak, laboraturvar ¢alismalar1 igin Hakkari Universitesi, Biyolojik
Cesitlilik Uygulama ve Arastirma Merkezi Laboratuvarina (HAKBIYOM)

getirilmistir.

Kilometers

| N
0 125250 500 750 1,000 2 @'
e e s

(]
Hakkari

Sekil 3. 1. Saga hakkarica tiirii 6rneklem lokalitesi
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Sekil 3. 2. Saga hakkarica tiirii disi birey genel goriintimii

3.2. Mitokondriyal DNA izolasyonu

Saga hakkarica tiiriine ait iki farkli bireyin sag arka femurlarindan, bistiiri

yardimiyla dis kitin tabakasi kesilmis ve alt tabakadan yaklasgik 150 mg kas

dokusu alinmigtir. Elde edilen dokulardan, Abcam firmasina ait mtDNA izolasyon

kiti (ab65321) kullanilarak mitokondriyal DNA izolasyonu gergeklestirilmistir

(Cizelge 3.1.).

Cizelge 3. 1. mtDNA izolasyon basamaklari

Uygulama Prosediir

sirasi

1 Saga hakkarica tiirtine ait bireylerden elde edilen yaklasik 150 mg
kas dokusu, 1,0 ml 1X Sitozol Ekstraksiyon Tamponu igerisinde
siispanse edilmis ve buz iizerinde 10 dakika silireyle inkiibe
edilmistir.

2 Inkiibasyonu takiben oOrnekler, cam spatula yardimiyla buz
izerinde 5 dakika siireyle mekanik olarak homojenize edilmistir.

3 Homojenatlar 1,5 ml’lik mikro santrifiij tiiplerine aktarilmis ve 4
°C’de 1.200 x g’de 10 dakika santrifiij edilmistir.

4 Elde edilen siipernatant yeni bir tiipe alinmis ve 4 °C’de 10.000 x
g’de 30 dakika santrifiij edilmistir.

5 Santrifiij sonrasinda {ist faz uzaklastirilmig, kalan mitokondri
peleti 1 ml 1X Sitozol Ekstraksiyon Tamponunda yeniden
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siispanse edilerek ayn1 kosullarda ikinci kez santrifiij edilmistir.

6 Izole edilen mitokondriler, 30 pl Lizis Tamponu III
(Mitokondriyal Lizis Tamponu) igerisinde ¢oziilmiis, tizerine 5 pl
Enzim B Karisimi eklenmis ve 50 °C su banyosunda 60 dakika
inkiibe edilmisgtir.

7 Omeklere 35 ul 5 M amonyum asetat ilave edilmis,
kanistirildiktan sonra 140 pl saf etanol eklenmis ve -20 °C’de 30
dakika bekletilmistir.

8 Ornekler 25.000 rpm hizinda 15 dakika santrifiij edilmis, iist faz
uzaklastirilarak mitokondriyal DNA pelleti elde edilmistir.

9 MtDNA pelletleri %70 etanol ile yikanmis ve 15.000 rpm’de 15
dakika santrifiij edilmistir. Yikama iglemi iki kez tekrarlanmistir

10 Ustteki etanol ¢ozeltisi pipet yardimiyla uzaklastirilmis, pellet oda
sicakliginda 5 dakika bekletilerek alkoliin  buharlagmasi
saglanmistir.

11 Elde edilen mtDNA pelletleri 30 pl TE Buffer 1 igerisinde

¢oziilmiis, agaroz jel elektroforezi ile kalite kontrolii yapilmis ve
kantitatif olgiimleri gerceklestirilmistir. Izole edilen DNA
ornekleri, yeni nesil dizileme (NGS) analizleri i¢in hizmet
saglayici firmaya gonderilmistir.

3.3. DNA Kalite Kontrolii ve Kiitiiphane Hazirh@:

MtDNA oOrneklerinin biitiinliiglinti ve yaklasik boyutlarini degerlendirmek
amaciyla %2’lik agaroz jel elektroforezi uygulanmistir. Jelde niikleik asitlerin
gorsellestirilebilmesi icin her 100 mL jel ¢ozeltisine %0,01 oraninda ABM
SafeView™ interkalasyon ajani eklenmistir. DNA fragmentlerinin boyut tahmini
icin Genesta 1 kb DNA Ladder kullanilmistir. Elektroforez sonucu elde edilen
bantlar UV transilliiminator altinda goriintiilenmis ve uygun kalitedeki 6rnek ileri
analizler i¢in secilmistir. Se¢ilen mtDNA 6rnegi, Macrogen Europe (Amsterdam,
Hollanda) laboratuvarina gonderilmistir. DNA'nin kalite ve miktar kontrolii,
QuantiFluor® dsDNA System (Promega, E2671) kullanilarak ve Victor Nivo
Multimode Microplate Reader (PerkinElmer) cihazi ile yapilmistir. DNA
biitlinliigii, Agilent 4200 TapeStation System (G2991BA) ile degerlendirilmistir.
Ayrica DNA'nin safligi NanoPhotometer N120 (IMPLEN) cihaz ile 260/280 ve
260/230 oranlar1 lizerinden analiz edilmistir. NGS analizi i¢in DNA kiitiiphanesi,
Nextera DNA XT Kit (lllumina) kullanilarak hazirlanmistir. Fragment boyut
dagilimi  Agilent 2100 Bioanalyzer cihaz1 ile belirlenmistir. Kiitiiphane
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konsantrasyonlari, Illumina qPCR Quantification protokoliine uygun olarak

LightCycler qPCR cihazi ile 6l¢iilmiistiir.

3.4. Yeni Nesil Sekanslama Islemi ve Verilerin Kalite Kontrolii

Sekanslama islemi Illumina platformu {izerinde yiiriitiilmiis ve paired-end (¢ift
yonlii) 150 b¢ okuma uzunlugu hedeflenmistir. Elde edilen sekans verileri FASTQ
formatinda sunulmustur. Kalite kontrolii kapsaminda, baz basma kalite
degerlendirmeleri yapilmis ve Q20/Q30 skorlar1 hesaplanmistir.

3.5. Mitokondriyal Genomun Birlestirilmesi (Assembly) Siireci

Macrogen firmasindan temin edilen ham dizileme verileri, fastq.gz

formatinda iki dosya olarak saglanmis ve Galaxy Tools platformu

(https://usegalaxy.eu/ ) iizerinden sisteme yiiklenmistir (Afgan vd., 2018). Kalite
kontrol ve kirpma islemleri i¢in, Illumina platformuna 6zgii verilerde yaygin
olarak kullanilan Trimmomatic araci (Galaxy siiriim 0.39+galaxy2) uygulanmis;
diisiik kaliteli bazlar temizlenmis ve eslestirilmis uglar (paired-end reads)
hizalanmistir (Bolger vd., 2014). Kirpilmis veriler, FASTX-toolkit (Galaxy slirim
1.0.2+galaxy2) ile FASTQ formatindan FASTA formatina doniistiiriilmiis ve
genomun birlestirilmesi (assembly) islemi i¢in hazir hale getirilmistir.
Mitokondriyal genomun birlestirilmesi, dairesel genomlar iizerinde yiiksek
dogrulukla c¢alisgan NOVOPlasty yazilimi (Galaxy siirim 4.3.1+galaxy0) ile
gergeklestirilmistir (Dierckxsens vd., 2017). Assembly sirasinda, ileri ve geri
yonliit FASTA dosyalar1 tanimlanmig; tohum dizisi (seed sequence) olarak NCBI
GenBank veritabaninda yer alan ve Saga hakkarica tiirline ait olan Cox1 geni
(Accession No: PQ628100) FASTA formatinda eklenmistir. Referans genom
secenegi “Evet” olarak isaretlenmis ve Saga natoliae (Karakas, 2025)
(Orthoptera; Tettigoniidae; Saginae) mitogenomu (PQ636017.1) referans genom
olarak kullanilmistir. Platform olarak “Illumina”, okuma uzunlugu 151 bg ve
toplam ¢ift u¢ uzunlugu 300 bg¢ olarak belirlenmistir. Assembly parametreleri

arasinda genom tipi olarak mitokondriyal genom, hedef genom uzunlugu araligi
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olarak 15.000-17.000 bg¢ ve okuma Ortisme uzunlugu olarak 39 bg
tanmimlanmustir. “Extend seed” segenegi devre dis1 birakilmistir. Islem sonunda,
“dairesel birlestirme” ¢iktis1 elde edilmis ve S. hakkarica’ya ait mitokondriyal

genom FASTA formatinda eksiksiz olarak birlestirilmistir.

3.6. Genom Karakterizasyonu

Saga hakkarica tiirtine ait mitokondriyal genomun genel O6zellikleri,
PROKSEE.CA web uygulamasi {lizerinden MITOS analiz modiilii (Donath vd.,
2019; Grant vd., 2023) kullanilarak belirlenmistir. Bu kapsamda FASTA
formatindaki genom verisi sisteme yiiklenmis, “Invertebrate mitochondrial”
(omurgasiz mitokondrisi) genetik kod parametresi segilerek anotasyon islemi
gerceklestirilmistir. Analiz sonucunda total mtDNA’nin halkasal haritas1 elde

edilmis ve gorsellestirme amaciyla tezde kullanilmistir.

Anotasyon verileri tizerinden protein kodlayan genler (PCG), tRNA ve
rRNA genleri ile kodlama yapmayan bolgeler sistematik bigimde
degerlendirilmistir. Protein kodlayan genlerin konumlari, uzunluklari, baslangic
ve bitis kodonlari, zincir yonelimleri (forward—reverse) ve amino asit dizilimleri
belirlenmis; elde edilen veriler NCBI veri tabaninda bulunan cekirge tiirlerine ait
mitogenom verileri ile karsilastirilarak dogrulama yapilmistir. Ayn sekilde, tRNA
genlerinin sayisi, konumlari, uzunluklari, antikodon tipleri ve zincir yonelimleri
karakterize edilmistir. TRNA genlerinin baslangi¢ ve bitis konumlarinin
hesaplanmasinda ise tRNA genleri referans alinmig, konumlandirmalar NCBI veri

tabanindaki cekirge tiirlerinin mitogenomlart ile karsilastirilarak dogrulanmigtir.

Buna ek olarak, mtDNA f{izerinde yer alan kodlama yapmayan bolgeler
tanimlanmis, boyutlar1 hesaplanmis ve A+T zenginlik oranlari incelenmistir.
Genler arasindaki cakigmalar ve oOrtiisen bolgelerin belirlenmesinde ise GFF
formatinda elde edilen anotasyon verileri kullanilarak Google Colab platformunda
analizler yapilmistir. Bu siirecte verilerin islenmesinde “pandas” (McKinney,

2010) ve “re” kiitiiphanelerinden yararlanilmigtir. Bu analizler sonucunda, S.
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hakkarica mitokondriyal genomunun genel organizasyonu ortaya konulmus;
protein kodlayan genler, tRNA ve rRNA genleri ile kodlama yapmayan bolgelerin

yapisal ve konumsal 6zellikleri biitiinciil bir sekilde karakterize edilmistir.

3.7. Mitokondriyal Genom Istatistikleri

Saga hakkarica’ya ait mitokondriyal gen bolgelerine iliskin niikleotid ve
aminoasit diizeyindeki analizler, Python programlama dili kullanilarak Google
Colab ortaminda gergeklestirilmistir (Google, 2025). Analizlerde Biopython
(Cock wvd., 2009), pandas, matplotlib ve collections Kkiitiiphanelerinden
yararlanilmistir . Analiz siirecinde, S. hakkarica’ya ait FASTA formatindaki
mitokondriyal genom dizisi ve GFF3 formatindaki anotasyon verisi Google Colab
platformuna yiiklenmis, Bio.Seq/O modiili ile tam genom dizisi okunmustur.
GFF3 dosyasindan yalnizca "CDS" olarak tanimlanan ve protein kodlayan 13 gen
bolgesi filtrelenmistir. Negatif iplikcikte (strand) bulunan genler i¢in tamamlayici
diziler ters ¢evrilerek elde edilmistir. Her bir gen bolgesi icin, toplam niikleotid
yiizdeleri (%A, %T, %G, %C), kodlayict dizilerde birinci, ikinci ve {igiincii baz
pozisyonlarina gore ayri ayri niikkleotid yiizdeleri, hesaplanmustir.

Aminoasit diizeyindeki analizler, daha 6nce tanimlanan mitokondriyal
protein kodlayic1 gen dizilerinin ¢evirisi yoluyla gergeklestirilmistir. Genetik
ceviri iglemi, Biopython kiitiiphanesi icerisinde yer alan Segq.translate fonksiyonu
kullanilarak yapilmis ve NCBI Translation Table 5 (The Invertebrate
Mitochondrial Code) esas alimmistir. Elde edilen protein dizilerindeki her
aminoasidin yiizde orani hesaplanmistir. Her bir gen icin elde edilen protein
sekansi, collections.Counter modilii ile analiz edilerek aminoasit bilesimi
c¢ikarilmis; hesaplanan bu yiizdeler pandas kiitiiphanesi ile tablolastirilmistir.

Aminoasitler, standart ii¢ harfli kodlama sistemine doniistiiriilerek
karsilagtirmali analiz yapilmistir. Ayrica elde edilen aminoasit yiizdelerine iliskin
veriler, her gen ve aminoasit bazinda gorsellestirme amaciyla 1s1 haritasi
(heatmap) formatinda sunulmustur. Gorsellestirme islemleri, Seaborn ve
Matplotlib kiitiiphaneleri kullanilarak Google Colab ortaminda gerceklestirilmistir
(Hunter vd., 2007; Google, 2025).
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4. BULGULAR

4.1. Mitokondriyal DNA izolasyon Sonuclarin Goriintiilenmesi

S. hakkarica arka femur kas dokusundan izole edilen mitokondriyal DNA
orneklerinin %2 agaroz jel goriintiisii Sekil 4.1°de verilmistir. Shl ve Sh2
orneklerinde, yaklasik 12.000 b¢ bandinin hemen iizerinde, ~15-16 kb civarinda
zayif fakat secilebilir DNA bantlar1 tespit edilmistir (Sekil 4.1). Shl 6rnegi ile

kalite kontrol ve sekanslanma asamasina devam edilmistir.

Sekil 4. 1. Saga hakkarica tiirtinden elde edilen mtDNA izolasyonu jel goriintiisii
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4.2. Mitokondriyal DNA Kalite Kontrolii ve Kiitiiphane Degerlendirmesi

Macrogen laboratuvarinda yapilan ilk degerlendirmelere gore Shl
orneginin DNA konsantrasyonu 3,139 ng/ul, toplam hacmi 20 ul ve toplam DNA
miktar1 0,063 pg olarak Ol¢iilmiistiir. DNA biitiinliigti DIN = 3,5 olarak tespit
edilmistir. Hazirlanan kiitliphane, ortalama 879 bg¢ uzunluga sahip olup, kiitiiphane

konsantrasyonu 0,19 ng/ul (yaklasik 0,33 nM) olarak belirlenmistir.

4.3. Yeni Nesil Sekans Verisi ve Kalite Metrikleri

Toplamda 14.508.962 okuma elde edilmis ve sekans verisinin toplam
uzunlugu yaklasik 2,19 Gbp olarak hesaplanmistir. GC igerigi %46,8, AT igerigi
ise %53,2°dir. Okumalarin kalite dagiliminda, Q20 degeri %95,7, Q30 degeri ise
%89,7 olarak tespit edilmistir. Her iki okuma ydniinde (Read 1 ve Read 2)
ortalama kalite skorlarinin tiim baz pozisyonlarinda Q30’un {izerinde oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.2.). Okumalarin ilk pozisyonlarinda kalite hizli bir sekilde
yiikselmis, 30-90 bg araliginda oldukea stabil seyretmis ve 3’ uglara dogru hafif
bir diislis gézlenmistir. Ancak bu diisiis, [llumina tabanli dizileme verilerinde tipik
olup, skorlar Q30 seviyesinin {iizerinde kaldigindan okuma giivenilirligi
korunmustur. Bu sonuglar, elde edilen verilerin genel olarak yiiksek kaliteye sahip
oldugunu ve assembly ve anotasyon gibi downstream analizler i¢in giivenle

kullanilabilecegi ortaya konulmustur.
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Sekil 4. 2. Saga hakkarica 6rnegine ait Illumina ¢ift uclu (paired-end, 150 bg)
dizileme verisinin baz basina kalite skorlar1 (FastQC raporu). (a) ileri okuma
(Read 1); (b) Geri okuma (Read 2). Y ekseni her pozisyondaki ortalama Phred
kalite skorunu, X ekseni ise okuma boyunca baz pozisyonlarini gdstermektedir.
Mavi ¢izgi ortalama kalite degerlerini, siyah dikey cizgiler ilgili baz
pozisyonundaki varyasyonu temsil etmektedir. Yesil alan yiiksek kaliteyi (Q >
30), sar1 alan orta kaliteyi (Q20—Q30), kirmiz1 alan ise diisiik kaliteyi (Q < 20)
gostermektedir.

4.4. Total Mitokondriyal Genom Karakterizasyonu

S. hakkarica tiiriinde PROKSEE.CA uygulamasinin MIiTOS segenegi ile
total mitokondriyal genomun halkasal yapisinin elde edilmesiyle, mitokondriyal
genomda bulunan genlerin yerleri, gen bdlgelerinin sayist ve Ozellikleri
belirlenmistir. Yapilan analizler sonucunda, S. hakkarica tiirlinden elde edilen
orneklerin mitokondriyal genomu 15.755 b¢ uzunlugunda oldugu saptanmustir.
Mitogenom sekans1 ve aminoasit dizisi, Genbank uzmanlarinca onaylanmis ve
Genbank veri tabanina kayit edilmistir (GenBank number: PX125591). S.
hakkarica mitokondriyal genomunda toplamda 37 gen bolgesi tespit edilmistir. Bu
genler arasinda 22 transfer RNA (tRNA) geni, 2 ribozomal RNA (rRNA) geni, 13
protein kodlayan gen (7 NADH dehidrogenaz alt birim geni (nad1-nad6, nad4L),
3 sitokrom c oksidaz alt birim geni (cox1-cox3), 1 sitokrom b (cob) geni, 2 ATP

sentaz alt birim geni (atp6, atp8)) ve bir replikasyon orijin bolgesi tespit edilmistir
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(Sekil 4. 3.). Mitokondriyal genomda yer alan 37 gen bolgesinden 23'liniin
forward (F) zincirinde yer aldigi, geri kalan 14 genin ise reverse (R) zincirinde

bulundugu gézlenmistir.
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Sekil 4. 3.
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Saga hakkarica mitogenomunun halkasal haritasi
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4.4.1. Protein Kodlayan Genlerin Karakterizasyonu

S. hakkarica tiiriinde yapilan analizler neticesinde, toplamda 37 gen
bolgesi igerisinde 13 protein kodlayan gen bolgesinin bulundugu tespit edilmistir.
Bu protein kodlayan genlerin toplam uzunluklar1 hesaplanarak kaydedilmistir.
Hesaplanan uzunluklar su sekilde dagilim gostermektedir: nad2 (1029 bg), coxl
(1540 bg), cox2 (682 bg), atp8 (162 bg), atp6 (673 bg), cox3 (787 bg), nad3 (354
b¢), nad6 (528 bg), cob (1137 bg). Bu genlerin ¢ogu MtDNA'nin forward (F)
zincirinde yer alirken, geri kalan protein kodlayan genler ise nad5 (1740 bg), nad4
(1339 bg), nad4l (297 bg), nadl (951 bg) gibi genler reverse (R) zincirinde
konumlanmaktadir (Cizelge 4.1.).

Mitokondriyal DNA’nin forward (F) zincirinde en uzun gen coxl1 (1540
b¢), en kisa gen ise atp8 (162 bg) olarak tespit edilmistir. Reverse (R) zincirinde
ise en uzun gen nad5 (1740 bg), en kisa gen ise nad4l (297 bg) olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.1.). Yapilan bir diger analizde, protein kodlayan genlerin
baslama ve bitis kodonlar1 belirlenmistir. Baslama kodonlar1 arasinda su diziler
yer almaktadir: ATT (atp8, nad3, nad5, nad6), ATA (atp6), ATG (cob, cox2,
cox3, nad4, nad4l), GTG (nad2), TTG (nadl) ve ATC (coxl). Bitis kodonlari ise
su sekildedir: TAA (atp8, nadl, nad2, nad3, nad4l, nad5, nad6, cob), T eksik stop

kodunu (cox1, cox2, cox3, nad4, atp6).
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Cizelge 4. 1. Saga hakkarica tiirtiniin mtDNA’sinda bulunan gen bolgeleri ve

Sirasi

Gen Baz Baz Baz ¢ifti | Start Stop | Anti- | Genom
baslangi¢ | sonlanis | uzunlugu | kodon | kodon | kodon | zinciri
bolgesi bolgesi

trnl 1 65 65 GAU | F

trnQ | 66 134 69 UuG | R

trnM | 156 222 67 CAU |F

nad2 | 223 1251 1029 GTG TAA F

trnW | 1250 1315 66 UCA | F

trnC | 1308 1370 63 GCA |R

trnY 1371 1436 66 GUA | R

coxl | 1429 2968 1540 ATC T-- F

trnL2 | 2969 3033 65 UAA | F

cox2 | 3039 3720 682 ATG T-- F

trnK | 3730 3799 70 CUU |F

trnD | 3799 3864 66 F

atp8 | 3865 4026 162 ATT TAA F

atpé | 4023 4695 673 ATA | T-- F

cox3 | 4696 5482 787 ATG T-- F

trnG | 5483 5547 65 UCC |F

nad3 | 5548 5901 354 ATT TAA F

trnA | 5915 5979 65 UGC | F

trnR 5980 6043 64 UCG |F

trnN | 6065 6130 66 GUU | F

trnS1 | 6139 6205 67 GCU |F

tnrE 6206 6274 69 UuC | F

trnF 6273 6338 66 GAA | R

nad5 | 6349 8088 1740 ATT TAA R

trnH | 8089 8154 66 GUG | R

nad4 | 8155 9493 1336 ATG T-- R

nad4l | 9487 9783 297 ATG TAA R

trnT 9786 9849 64 UGU |F

trnP 9849 9913 65 UGG | R

nadé | 9915 10442 528 ATT TAA F

cob 10442 11578 1137 ATG TAA F

trnS2 | 11582 11649 68 UGA | F

nadl | 11666 12616 951 TTG TAA R

trnL1 | 12617 12681 65 UAG |R

rrnL | 12659 13986 1328 R

trnV | 13986 14056 71 UAC |R

rmsS 14058 14842 785 R

A-T 14843 15755 913

zengin

bolge
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4.4.2. tRNA Genlerinin Karakterizasyonu

S. hakkarica tiirline ait yapilan total mitokondriyal genom ¢aligmasi
sonucunda, mtDNA'da 22 tRNA geni bulunmaktadir ve toplam uzunluklarinin
1.458 bg oldugu tespit edilmistir. Bu 22 tRNA geninden 14’ii mtDNA'nin forward
(F) zincirinde, kalan 8 tRNA geni ise reverse (R) zincirinde yer almaktadir.
MtDNA'nin F zincirinde bulunan tRNA genlerinin toplam uzunlugu 927 bg, R
zincirinde bulunan tRNA genlerinin toplam uzunlugu ise 531 b¢ olarak tespit
edilmistir. Yapilan analizler sonucunda, S. hakkarica tiiriinde yer alan tRNA
genlerinin en uzun niikleotid dizilimine sahip gen, 71 b¢ uzunlugunda olan trnV
genidir; bu gen R zincirinde yer almaktadir. En kisa tRNA geni ise 63 bg
uzunlugunda olan trnC genidir ve bu gen de R zincirinde bulunmaktadir. Genel
olarak, tRNA genlerinin baz c¢ifti uzunluklar1 71-63 bg¢ arasinda degiskenlik
gostermektedir (Cizelge 4.1.).

4.4.3. rRNA Genlerinin Karakterizasyonu

rRNA genlerinda yapilan analizler sonucuna goére, bu genlerin tRNA
genleri arasinda bulundugu tespit edilmistir. tRNA genlerinin kesin yerleri ve
dizilimleri, mitokondriyal genomun yapilandirilmast ve bu genlerin islevsel
rollerinin anlasilmasi agisindan énemli bir rol oynamaktadir. S. hakkarica tiirtiniin
mitokondriyal genomunda toplamda iki adet rRNA geni bulunmaktadir ve her
ikisi de mtDNA’nin R zincirinde yer almaktadir. Bu genlerin bulundugu lokuslar,
ata mtDNA’sindaki lokuslarla uyum gostermektedir. rRNA genlerinden ilki, trn\V
geni ile OH (replikasyon orijini) arasinda yer alan rrnS genidir ve 785 bg
uzunlugundadir. Diger rRNA geni ise trnLL1 geni ile trnV geni arasinda yer alan

rrnL genidir ve 1.328 bg uzunluguna sahiptir (Cizelge 4.1.).

30



4.4.4. intergenik Bolgelerin Karakterizasyonu

S. hakkarica tiirtinlin mitokondriyal genomunda toplamda 12 adet
intergenik bolge tespit edilmistir. Bu 12 bolgenin toplam uzunlugu 110 baz ¢ifti
(bg) olarak belirlenmis olup, bu uzunluklar 1 ile 21 bg¢ arasinda degiskenlik

gostermektedir. Kodlama yapmayan bu bolgelerin yer aldig1 lokasyonlar Cizelge

4.2°de siralanmigtir

Cizelge 4. 2. Saga hakkarica tiiriinde kodlama yapmayan gen bolgeleri

1) tnQ - trnM (21 bg)

2) trnL2 - cox2 (5 bg)

3) cox2 - trnK (9 bg)

4) nad3-trnA (13 bg)

5) trnR — trnN (21 bg)

6) trnN — trnS1 (8 bg)

7) trnF — nad5 (10 bg)

8) nad41-trnT (2 bg)

9) trnP — nad6 (1 bg)

10) cob — trnS2 (3 bg)

11) trnS2 — nad1 (16 bg)

12) trnV — rrnS (1 bg)

4.4.5. Cakisan Bolgelerin Karakterizasyonu

S. hakkarica tiirtiniin total mitokondriyal genom analizi sonucunda
toplamda 11 adet gakisan bolge tespit edilmistir. Bu c¢akisan bolgelerin toplam
uzunlugu 58 baz c¢ifti (bg) olarak belirlenmistir. Cakisan bolgeler Cizelge 4.3°te

gosterilmistir.

Cizelge 4. 3. Saga hakkarica tiiriinde gakisan gen bolgeleri

1) nad2-trnW (2 bg)

2) trnW-trnC (8 bg)

3) trnY-cox1 (8 bg)

4) trK-trnD (1 bg)

5) atp8-atp6 (4 bg)

6) trnE-trnF (2 bg)

7) nad4-nad4l (7 bg)

8) trnT-trnP (1 bg)

9) nad6-cob (1 bg)

10) trnL1-rrL (23 bg)

11) rrnL-trnV (1 bg)
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Cakisma gosteren bu bolgelerden, en kisa olanlart 1 b¢ uzunlugunda
(nad6-cob, rrnL-trnV, trnT-trnP)  ve en uzun olan 23 bg¢ uzunlugunda olup, trnL1

ile rrnL genleri arasinda yer almaktadir.

4.4.6. Mitokondriyal Genomun Niikleotid ve Amino Asit Kompozisyonu

S. hakkarica tiiriiniin mitokondriyal genomunda yer alan 13 protein
kodlayan genin (PKG) niikleotid dizilimleri, kodon pozisyonlarina (1. 2. ve 3.)
gore ayr1 ayri degerlendirilmistir (Cizelge 4.4). Analizler sonucunda, toplam
niikleotid kompozisyonunun %28,61 A, %19,24 C, %38,10 T ve %14,05 G
oldugu belirlenmistir. Kodon pozisyonlarina gére baz dagiliminda; 1. pozisyonda
%30,21 A, %18,29 C, %31,27 T ve %20,23 G; 2. pozisyonda %19,69 A, %21,32
C, %44,85 T ve %14,14 G; 3. pozisyonda ise %35,91 A, %18,12 C, %38,21 T ve
%7,76 G degerleri elde edilmistir.

Aminoasit diizeyindeki degerlendirmelerde, her bir protein kodlayan genin
cevirisi yapilarak aminoasit bilesimleri hesaplanmistir (Cizelge 4.5 ve Sekil 4.4).
Buna gore Leusin (Leu) %16,30 ile en yiiksek oranda temsil edilen aminoasit
olurken, onu Fenilalanin (Phe) %8,94 ve Serin (Ser) %8,84 oranlari izlemistir. En
diisiik oranlar ise Lizin (Lys) %2,12, Arginin (Arg) %1,52 ve Sistein (Cys) %1,03

olarak bulunmustur.
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Cizelge 4. 4. Saga hakkarica tiiriine ait PKG’lerin kodon pozisyonlarina gére niikleotid baz kompozisyonlari (%)

Genel Baz Kompozisyonu

1. Pozisyon Baz
Kompozisyonu

2. Pozisyon Baz
Kompozisyonu

3. Pozisyon Baz
Kompozisyonu

PKG | %A | %C | %T | %G | %Al | %C1 | %T1 | %G1 | %A2 | %C2 | %T2 | %0G2 | %A3 | %C3 | %T3 | %0G3
nadl | 25,03 | 9,67 |4522 | 20,08 | 23,66 | 8,20 | 42,90 | 25,24 | 17,98 | 17,98 | 46,37 | 17,67 | 33,44 | 2,84 | 46,37 | 17,35
nad2 | 29,35 23,32 | 36,83 | 10,50 | 33,82 | 19,83 | 31,78 | 14,58 | 18,66 | 23,32 | 45,77 | 12,24 | 35,57 | 26,82 | 32,94 | 4,66
nad3 | 29,66 | 23,16 | 35,59 | 11,58 | 33,05 | 18,64 | 29,66 | 18,64 | 14,41 | 23,73 | 48,31 | 13,56 | 41,53 | 27,12 | 28,81 | 2,54
nad4 | 26,66 8,14 |4391|21,28|27,07| 7,16 | 43,18 | 22,60 | 16,59 | 15,02 | 47,98 | 20,40 | 36,32 | 2,24 | 40,58 | 20,85
nad4L | 24,92 | 7,74 | 45,45 | 21,89 | 21,21 | 11,11 | 40,40 | 27,27 | 18,18 | 12,12 | 54,55 | 15,15 | 35,35 | 0,00 | 41,41 | 23,23
nad5 |29,64|959 |4083 1994|3190 |7,77 |3587|24,46|19,01]|17,19|4545|18,35|38,02|3,80 |41,16 | 17,02
nad6 | 30,49 | 26,89 | 36,17 | 6,44 | 42,05 | 21,02 | 26,14 | 10,80 | 21,02 | 25,00 | 47,16 | 6,82 | 28,41 | 34,66 | 35,23 | 1,70
coxl 27,01 | 22,34 | 34,94 | 15,71 | 27,63 | 22,37 | 22,37 | 27,63 | 17,74 | 24,95 | 41,13 | 16,18 | 35,67 | 19,69 | 41,33 | 3,31
cox2 32,40 | 23,61 | 31,52 | 12,46 | 32,46 | 21,93 | 23,25 | 22,37 | 26,87 | 22,47 | 38,33 | 12,33 | 37,89 | 26,43 | 33,04 | 2,64
cox3 27,95 | 23,25 | 34,43 | 14,36 | 26,62 | 23,19 | 27,38 | 22,81 | 20,61 | 23,28 | 37,79 | 18,32 | 36,64 | 23,28 | 38,17 | 1,91
atp6 28,68 | 22,59 | 37,89 | 10,85 | 34,67 | 21,33 | 26,22 | 17,78 | 15,18 | 25,89 | 46,43 | 12,50 | 36,16 | 20,54 | 41,07 | 2,23
atp8 32,72 | 25,31 | 36,42 | 556 | 29,63 | 31,48 | 31,48 | 7,41 | 27,78 | 24,07 | 40,74 | 7,41 | 40,74 | 20,37 | 37,04 | 1,85
cytb 27,35 | 24,54 | 36,15 | 11,96 | 29,02 | 23,75 | 25,86 | 21,37 | 21,90 | 22,16 | 43,01 | 12,93 | 31,13 | 27,70 | 39,58 | 1,58
total 28,61 | 19,24 | 38,10 | 14,05 | 30,21 | 18,29 | 31,27 | 20,23 | 19,69 | 21,32 | 44,85 | 14,14 | 35,91 | 18,12 | 38,21 | 7,76
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Cizelge 4. 5. Saga hakkarica tiiriinde PKG’lerin amino asit kompozisyonlari (%)

nadl | nad2 | nad3 | nad4 | nad4L | nad5 | nad6 | coxl | cox2 |cox3 | atp6 |atp8 | Cytb | Ortalama
(%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%)
Ala | 6,33 | 4,39 |513 |4,71 |3,06 531 | 229 |780 |485 |687 |625 [566 |[661 |533
Cys | 158 |1,17 [0,85 |2,02 |3,06 1,66 |057 |0,00 |088 |038 |045 [0,00 |0,79 |1,03
Asp | 158 0,29 |256 |1,12 |1,02 249 | 1,71 |292 |39 |[115 |045 |[189 |291 |1,85
Glu | 3,16 |2,34 |4,27 |2,02 |4,08 249 | 114 |175 |39 |[267 [179 [0,00 |0,79 |234
Phe |11,71|7,89 |940 |7,17 |1224 |6,47 |743 |7,60 |6,17 |9,92 |848 |1321 |847 |894
Gly | 759 |468 |[256 |874 |6,12 7,30 2,29 |897 352 |725 [491 [0,00 [6,35 |541
His (0,00 |1,75 |0,85 |135 |204 083 | 1,14 | 292 |308 [573 [268 |566 |317 |240
lle | 7,28 |10,23|14,53|7,40 |4,08 796 |13,71/897 |837 |[802 (982 189 |[11,11 8,72
Lys | 2,22 | 2,63 |342 |2,69 |1,02 2,32 (343 |1,17 |1,76 |0,38 [0,89 |3,77 (185 |212
Leu|17,41| 18,71 | 16,24 | 20,40 | 17,35 | 15,92 | 17,71 | 13,45 | 12,78 | 12,60 | 17,86 | 16,98 | 14,55 | 16,30
Met | 3,48 | 6,14 |427 |695 |8,16 8,29 |514 (487 |485 |229 |580 [943 |[4,23 |569
Asn | 253 |585 |[0,85 |202 |306 381 6,29 |312 |7,06 |305 |536 |[566 |[608 |4,21
Pro [ 3,16 |2,63 |342 |247 |0,00 249 | 457 |546 |485 |496 |[491 |[755 |[582 |4,02
Gin | 158 205 |1,71 |1,12 |4,08 1,99 229 [234 |308 |305 |1,79 |755 |212 |2,67
Arg | 2,22 1058 |256 |135 |204 083 |057 |156 [3,08 |153 |134 |[0,00 |[212 |152
Ser | 8,54 |13,74|11,97| 10,54 |8,16 12,119,214 |760 |6,61 |6,87 |893 |566 |503 |8,84
Thr | 4,11 |585 |6,84 |269 | 3,06 348 |11,43|6,82 837 |878 938 |[755 |[529 |643
Val | 6,65 | 292 |427 |6,05 |1327 |6,97 (343 |624 |617 |496 |446 |0,00 |4,76 |5,40
Trp | 2,22 | 2,63 |427 |291 |204 249 | 114 292 |264 |49 |223 |566 |[317 |3,02
Tyr | 6,65 | 351 |0,00 |6,28 | 2,04 481 |457 351 [396 |[458 |223 |189 |476 |3,75
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5. TARTISMA

Bu tez calismasit kapsaminda Saginae alt familyasinda yer alan Saga
cinsine ait S. hakkarica tiriniin mtDNA dizileri elde edilmis ve gen
karakterizasyonu ortaya c¢ikarilmistir. Elde edilen bulgular, Saginae alt
familyasimnin yer aldigi Tettinoniidae familyasinda yer alan taksonlarin bilinen
veriler ile karsilastirilarak mtDNA ve genlerin karakterizasyonu evrimsel agidan
degerlendirilmistir. Saginae alt familyasinda Saga cinsine ait simdiye kadar
yalnizca bir tirtin (S. natoliae) mitokondriyal genomu ortaya konmustur. Bu
calisma ile S. hakkarica tiriintin mtDNA verisi ortaya ¢ikarilarak bu say1 2’ye
cikarilmis ve mitogenom verilerinin intragenerik degerlendirilme firsati

olusmustur.

5.1. Mitokondriyal Genomun Yapisi ve Biyolojik Islevi

S. hakkarica tiirtine ait mitokondriyal genomun uzunlugu 15.755 bg olup
toplamda 37 gen bolgesi tespit edilmistir. Bu bolgeler 13 protein kodlayan gen, 22
tRNA, 2 rRNA ve AT-zengin bolge igerisinde tanimlanan bir replikasyon
orijininden olusmaktadir. Protein kodlayan genler, oksidatif fosforilasyon
mekanizmasinda gorev alan NAD, COX, ATP ve COB komplekslerinin alt
birimlerini kodlamaktadir. Genlerin hem forward hem de reverse zincirlerde
yerlesim gostermesi, mitokondriyal genomun yapisal organizasyonunun evrimsel
stirecte gesitlilik gosterebildigini ortaya koymaktadir. Elde edilen bulgular, S.
hakkarica mitogenomunun igerdigi gen sayisi bakimindan, Saga natoliae ve
Tettigoniidae familyasina ait veri tabaninda bulunan diger tiirlerle benzer
oldugunu gostermistir (Cameron vd., 2014; Zhang vd., 2017; Yuan vd., 2021;
Karakas vd., 2025)

5.2. Protein Kodlayan Genlerin Karakterizasyonu

Boceklerin mitokondriyal genomu, ortalama 15—18 kb uzunlugunda kiiciik

ve dairesel yapida bir DNA molekiiliidiir. Genomda toplam 37 gen yer alir:
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bunlarim 13’0 protein kodlayan gen olup mitokondriyal elektron tagima
zincirindeki bes kompleksin dordiine ait alt birimlerin sentezinden sorumludur;
digerleri ise iki ribozomal RNA ve 22 transfer RNA genidir (Cameron vd., 2014).
Bu 37 genlik mitokondriyal DNA yapisi, yalnizca birka¢ istisna disinda tiim
bilaterian metazonlarda korunmustur (Boore, 1999). Genlere ek olarak,
mitokondriyal DNA’da kodlama yapmayan bazi boélgeler de bulunur. Bu
bolgelerden en genisi, hem DNA replikasyonu hem de transkripsiyon igin
baslangi¢ noktalarini tagiyan ve literatiirde kontrol bolgesi olarak bilinen kisimdir.
Cesitli kaynaklarda bu bolge, A+T zengin bolge ya da major kodlamayan bolge
olarak da anilmaktadir (Cameron vd., 2014). Saga hakkarica mitogenom
analizleri sonrasinda 15.755 b¢ uzunlugunda oldugu ve 37 gen bolgesi igcerdigi
saptanmigtir. S. hakkarica tiiriniin mitokondriyal genomunda toplam 37 gen
bolgesi tespit edilmistir. Bu genler; 22 transfer RNA (tRNA) geni, 2 ribozomal
RNA (rRNA) geni, 13 protein kodlayan gen ve bir replikasyon orijin bdlgesinden
olugmaktadir. Protein kodlayan genler; 7 NADH dehidrogenaz alt birim geni
(nad1-nad6, nad4L), 3 sitokrom c oksidaz alt birim geni (cox1-cox3), 1 sitokrom
b geni (cob) ve 2 ATP sentaz alt birim genini (atp6, atp8) kapsamaktadir. Ileri
zincirde yer alan protein kodlayan genler sirasiyla: nad2 (1029 bg), cox1 (1540
bg), cox2 (682 bg), atp8 (162 bg), atpb (673 bg), cox3 (787 bg), nad3 (354 bg),
nad6 (528 bg) ve cob (1137 bg) olarak belirlenmistir. Geri zincirde bulunan genler
ise nad5 (1740 bg), nad4 (1339 bg), nad4L (297 bg) ve nadl (951 be) seklindedir.
Elde edilen bulgular, literatiirde bildirilen sonuclarla biiyiik 6l¢iide 6rtlismektedir.
Ornegin, Pang vd. (2024) Tettigoniidae familyas1 ile Meconematinae alt
familyasina ait dokuz tiirii kapsayan mitogenom karakterizasyonu ¢alismasinda da
15,627 bg ile 17,461 bg arasinda degisen uzunluklarda 37 gen bolgesi
tanimlanmistir. Bu ¢alismada, en uzun genin nad5 oldugu ve S. hakkarica’daki
1740 bg uzunluga kiyasla yalnizca 8 baz kisa (1732 bg) oldugu belirtilmistir.
Ayrica, dokuz tiir arasinda ortak uzunluklara sahip olan nad2 (1029 bg), atp6 (678
b¢), nad3 (354 bg), nad4L (297 bg), nad6 (528 bg) ve cob (1137 bg) genleri de
rapor edilmistir. Bu genlerden atp6 (3 bg fark) disindaki tim genler, S. hakkarica
ile birebir uyum gostermektedir. Buna karsin Zhang vd. (2016) yaptig1 ¢alismada

Acrididae familyasi altinda bulunan Tonkinacris sinensis’te ise sadece nad3 (354
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b¢) ve cob (1137 bg) genlerin benzer uzunlukta oldugu saptanmistir. Bu
farkliliklar Pang vd. (2024) tarafindan yapilan ¢alismadaki genlerin evrimlesme
hizlar ile ortlismektedir. Genler arasinda en diisiik evrimsel hiza sahip olanlar
cob, cox1, cox3, atp6, cox2 ve nad3 genleri iken en hizli olanlar ise nad6, atp8,
nad4 ve nad2 olmustur.

Uzak familyalar arasindaki genlerin uzunluklarinda, baslama ve stop
kodonlarinda farkliliklar olsa da, bir cinse ait tiirlerim mitegonomlarinda daha
fazla benzerlik olmasi beklenmektedir. Nitekim bu yapilan ¢alisma ile beraber
Tettigoniidae familyasi, Saginae alt familyas: altinda bulunan Saga cinsine ait iki
tiirtin mitogenom agisindan karsilastirilmast miimkiin olmustur. Saga hakkarica
(15.755 bg) ve Saga natoliae (15.806 bg¢) (Karakas vd., 2025) tiirlerine ait
mitogenomlarin karsilastirmali analizi sonucunda her iki tiirde de tipik olarak 13
protein kodlayan gen (PCG), 22 tRNA ve 2 rRNA bulundugunu ortaya
koymustur. Bu yapi, Ensifera mitogenomlariin genel organizasyonu ile
uyumludur (Zhang & Hewitt, 1997; Cameron, 2014; Pang vd., 2024). Bu iki tiir
arasinda 52 bg bir farkin olusmasinda kontrol bélgelerinin farkliginin (Pang vd.,
2024) katkisi olsada derinlemesine incelendiginde, gen sinirlari ve uzunluklarinda
arasinda da dikkate deger farkliliklarin mevcut oldugunu tespit edilmistir. Iki tiir
arasinda AT8 (162 bg), ND3 (354 bg), ND4 (1339 bg), ND4L (297 bg), ND6 (528
bg), ND1 (951 bg) genlerinin biyiiklikkleri ayn1 oldugu tespit edilirken bazi
genlerde 6nemli farkliliklar dikkat gekmektedir. Ornegin, ND2 geni S. natoliae’de
987 bg iken S. hakkarica’da 1029 bg¢ uzunlugundadir. Benzer sekilde, COX1 geni
sirasiyla 1531 bg ve 1540 bg, ATP6 geni ise 658 b¢ ve 673 b¢ uzunlugundadir.
Uzunluk farkliliklari, 13 genin 7’sinde bulunurken, bunlarin arasindan ozellikle
COX1, COX2, ATP6, ND2ve ND5 gibi genlerde daha belirgin oldugu tespit
edilmistir.

Gen uzunluklarimin yanmi sira, familya ve tiirler arasinda baslangic ve
sonlanma kodonlarinda da farkliliklar gozlenmektedir. Genetik kod varyasyonlari
ozellikle baglangi¢ ve durdurma kodonlarini etkilemektedir (Watanabe vd., 2011).
Mitogenomlarda birgok protein kodlayan genin yalnmizca eksik durdurma (stop)
kodonlarina (6rnegin TA veya T) sahip oldugu ve bu eksik kodonlarin

poliadenilasyon siireciyle tamamlanarak islevsel durdurma kodonlarina doniistiigii
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bildirilmistir (Ojala vd., 1988; Taanman, 1999). Ayrica bazi omurgasiz
gruplarinda protein kodlayan genlerin siklikla genetik kod tablolarinda tanimli
olmayan, yani kanonik olmayan baslangi¢ kodonlariyla basladigi da rapor
edilmistir. Kod tablosu 5’i (omurgasiz mitokondriyal kodu) kullanan taksonlarda,
anotasyonlanan kanonik olmayan baglangi¢c kodonu TTA, tanimlanmis olan TTG
baslangi¢ kodonunu, TTR baslangi¢ kodon kutusuna genisletmektedir ve kanonik
olmayan baslangi¢ kodonlari ACG, CAA, CCG, CGA ve TCG de RefSeq
anotasyonlarinda bulunabilmektedir (Donath vd., 2019). Saga hakkarica’da tespit
edilen baglangi¢ kodonlart ATT (atp8, nad3, nad5, nad6), ATA (atp6), ATG (cob,
cox2, cox3, nad4, nad4l), GTG (nad2), TTG (nadl) ve ATC (coxl) olarak
belirlenmistir. Pang vd. (2024) ¢alismasinda protein kodlayan genlerin ¢ogunlukla
ATN kodonlar ile basladigi, ancak incelenen dokuz tiiriin yedisinde nadl geninin
TTG ile basladigi rapor edilmistir. Benzer sekilde, S. hakkarica’da da nadl
geninin TTG ile basladigi saptanmis olup, bu durum Saga natoliae igin de
bildirilmistir (Karakas vd., 2025).

Stop kodonlar1 agisindan tiirler arasinda dikkate deger farkliliklar
mevcuttur. Pang vd. (2024), tiirler arasinda T veya TA gibi tamamlanmamig
durdurma kodonlarinin yaygin oldugunu, TAG stop kodonunun ise yalnizca cob
ve nadl genlerinde goriildigiinii bildirmistir. S. hakkarica’da ise yalnizca TAA
(atp8, nadl, nad2, nad3, nad4l, nad5, nad6, cob) ve T (coxl, cox2, cox3, nad4,
atp6) stop kodonlar belirlenmistir. Ote yandan, S. natoliae’da yapilan calismada
T eksik stop kodonlar1 yalnizca nad4 ve cox2 genlerinde rapor edilmistir (Karakas
vd., 2025). Benzer sekilde, Tonkinacris sinensis’te ise eksik stop kodonlarinin
cox2 ve nad2 genlerinde, TAG stop kodonunun ise nadl geninde bulundugu
belirtilmistir (Zhang vd., 2016).

Intragenerik agidan bakildiginda S. hakkarica ve S. natoliae ve total
mitogenomlarinin bezerlik oranlart % 83.40°tir. Bu iki tiir arasindaki farkin
olusmasinda evrimsel arkaplan (ayrisma zamani), kontrol bdlgelerindeki
varyasyon g¢esitliligi ve 3. kodon pozisyonlarinin varyasyonlarmin rol aldigi
distiniilmektedir. Ancak, 13 genin 7’sindeki aminoasit uzunluklar1 ve
kompozisyonlar1 arasindaki farkliliklarin, evrimsel siire¢ haricinde, anotasyondan

kaynakli olabilecegi de ihmal edilmemelidir. Bu bulgular, Tettigoniidae (Ensifera)
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mitogenomlarinin incelenmesinde kanonik olmayan baslangic kodonlar1 ve
incomplete stop kodonlarin (T—) mutlaka dikkate alinmasi gerektigini ve
anotasyon siirecinin yalnizca otomatik yazilimlara birakilmamasi gerektigini
acikca ortaya koymaktadir. Bu nedenle, otomatik anotasyonlarin ardindan benzer
tirlerle karsilagtirmalar yapilarak manuel diizeltmelerin gerceklestirilmesi
onerilmektedir (Pang vd., 2024).

Nitekim literatiirde, MITOS yazilimini kullanan arastirmacilar tarafindan
baslangic ve stop kodonlarmin yanlis tahmin edilmesinden kaynaklanan
anotasyon hatalarinin oldukga sik rapor edildigi bildirilmektedir (lwasaki vd.,
2013; Cameron vd., 2014; Hall vd., 2016). Her ne kadar Donath vd. (2019)
olasiliksal yontem caligmalariyla MITOS2 algoritmas1 gelistirilmis olsa da, bu
calisma kapsaminda S. hakkarica mitogenom FASTA’s1 iizerinden yapilan
karsilagtirmali anotasyonlarda MITOS (Proksee.ca) ve MITOS2 (Galaxy tools)
yazilimlart benzer hatalar iiretmis; dolayisiyla referans tiirlerle karsilagtirmaya
dayali manuel diizeltmelere ihtiya¢ duyulmustur.

Analizler sonucunda, kodon pozisyonlar1 arasindaki niikleotid
dagilimlarinda belirgin farkliliklar saptanmis; 6zellikle tigiincii baz pozisyonunda
A+T igeriginin (~%74) diger pozisyonlara kiyasla daha yiiksek oldugu
gorilmistiir (Cizelge 4.5). Bu bulgu, mitokondriyal genlerde ii¢iincii kodon
pozisyonlarmin niikleotid kompozisyon “biasi” ve “skew” etkilerine en duyarli
bolgeler oldugunu vurgulamaktadir. Nitekim literatiirde de {i¢iincii kodon
pozisyonlarinin filogenetik analizlerde iki yonli bir rol oynayabilecegi
belirtilmistir: bazi1 taksonomik gruplarda ciddi artefaktlara yol acarken (or.
Dictyoptera), digerlerinde ise esas filogenetik sinyalin ana kaynagim
olusturabilmektedir (6r. Calliphoridae) (Cameron, 2014). Dolayisiyla, igiinci
kodon pozisyonlarinin dahil edilip edilmemesi, analiz 6l¢egine ve incelenen
taksonun Ozelliklerine gore dikkatle degerlendirilmelidir. Bu bulgular,
mitokondriyal genomun genel niikleotid kompozisyonunun yani sira protein
dizilerinde amino asit bilesiminin sekillenmesinde kodon konumlarinin 6nemli rol
oynadigini ortaya koymaktadir.

Bu analizler, S. hakkarica mitogenomunda yer alan 13 protein kodlayan

genin 6zelliklerini ortaya koymus ve bu genlerin GenBank veritabaninda bulunan
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Orthoptera takimi mitogenomlariyla uyumlu oldugunu gostermistir. Protein
kodlayan genlerin niikleotid dizilimleri ve kodon kullanimlari, mitokondriyal
genomun genel islevselligi acisindan belirleyici faktorlerdir. Elde edilen bulgular,
S. hakkarica mitogenomunun diger ¢ekirge tiirleriyle olan genetik benzerliklerini
ortaya koymakta ve ilerde yapilacak filogenetik analizlerce tiiriin evrimsel

iligkilerinin daha iyi anlagilmasina katki saglayacaktir.

5.3. Cakisan ve Intergenik Bolgelerin Karakterizasyonu

S. hakkarica tiirlinin mitokondriyal genomunda toplam 12 intergenik
bolge tespit edilmistir. Bu bolgelerin toplam uzunlugu 110 baz ¢ifti (bg) olup,
uzunluklar1 1-21 bg arasinda degiskenlik gostermektedir (Cizelge 4.2). Benzer
sekilde, Meconematinae altfamilyasina ait tiirlerde 8 ila 11 intergenik bdolge
bulundugu ve bu bolgelerin uzunluklarinin da S. hakkarica’ya benzer bigimde 1—
21 bg arasinda degistigi bildirilmistir (Pang vd., 2024). Ornegin, Pang vd. (2024)
caligmasinda Grigoriora cheni’de trnS2—nadl arasinda 21 bg, diger sekiz tiirde ise
16 b¢ uzunlugunda intergenik bolge oldugu, ayrica trnP—nad6 arasinda dokuz
tirde 1 bg¢’lik intergenik bolge bulundugu rapor edilmistir. S. hakkarica’da da bu
bolgeler sirasiyla 16 bg ve 1 b¢ uzunlugundadir.

Cakisan gen bolgeleri incelendiginde, S. hakkarica mitogenomunda
toplam 11 c¢akigsma bdlgesi belirlenmis olup, bu bélgelerin toplam uzunlugu 58
be’dir (Cizelge 4.3). Literatiirde, Orthoptera takimina ait tiirlerde ¢akisan gen
bolgelerinin 12—17 arasinda degistigi bildirilmektedir (Zhang vd., 2016; Pang vd.,
2024; Karakas vd., 2025). S. hakkarica, Meconematinae altfamilyasindaki dokuz
tir ile (Pang vd., 2024) 6 c¢akisan gen bolgesinde tamamen benzerlik
gostermektedir. Bu bolgeler; 1 b¢ uzunlugunda trnK-trnD, trnT—trnP ve nad6—
cob, 2 b¢ uzunlugunda nad2-trnW, ve 8 b¢ uzunlugunda trnW—trnC ile trnY—
cox1’dir. Bu alt1 benzerlikten, yalnizca trnY—cox1 (8 bg) ¢akigmasi S. natoliae (2
be¢) (Karakas vd., 2025) ile farklilik gostermektedir.
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5.4. tRNA ve rRNA Genlerinin Karakterizasyonu

S. hakkarica mitogenom analizleri sonucunda toplam 22 tRNA geni [trnl
(65 bg), trnQ (69 bg), trnM (67 bg), trnW (66 bg), trnC (63 bg), trnY (66 bg),
trnL2 (65 bg), trnK (70 bg), trnD (66 bg), trnG (65 bg), trnA (65 bg), trnR (64 bg),
trnN (66 bg), trnS1 (67 bg), trnE (69 bg), trnF (66 bg), trnH (66 bg), trnT (64 bg),
trnP (65 bg), trnS2 (68 bg), trnL1 (65 bg) ve trnV (71 bg)] ile iki ribozomal RNA
geni [rrnL (1328 bg) ve rrS (785 bg)] tanimlanmustir. S. hakkarica’ya ait tRNA
genlerinin uzunluklar1 63-71 bg¢ arasinda degismektedir. Bu bulgular, farkli
Orthoptera tiirleri igin bildirilen tRNA uzunluklari ile uyumludur. Ornegin, Pang
vd. (2024), Meconematinae altfamilyasina ait dokuz tiirde tRNA uzunluklarinin
63-71 bg araliginda oldugunu rapor etmistir. Benzer sekilde, Saga natoliae’de
tRNA uzunluklarinin 62—71 bg arasinda oldugu bildirilmistir (Karakas vd., 2025).
Daha uzak bir familyaya (Acrididae) ait bir tiir olan Tonkinacris sinensis’te ise bu
degerlerin 63—76 bg arasinda degistigi ifade edilmistir (Zhang vd., 2016). Pang ve
vd. (2024), 6zellikle trnW (66 bg), trnK (70 bg), trnS1 (61 bg), trnS2 (69 bg) ve
trnV (71 bg) genlerinin dokuz tiirde ortak uzunluklara sahip oldugunu belirtmistir.
Bu genlerin {igii (trmW, trnK ve trnV), S. hakkarica’da da ayni uzunluklarla
korunmustur. S. hakkarica ile S. natoliae arasinda yapilan karsilagtirmada ise
sadece yedi tRNA geninde (trnM, trnW, trnC, trnY, trnL2, trnE, trnF) uzunluk
farkliligi oldugu, fakat bu farkliliklarin yalnizca 1 bg ile smirh oldugu
belirlenmistir. Bu durum, yakin akraba tiirlerde tRNA uzunluklarinin yiiksek
oranda korundugunu gostermektedir. rRNA genleri incelendiginde, rrnL’nin trnL1
ile trnV arasinda, rmS’nin ise trnV ile kontrol bdlgesi arasinda konumlandigi
tespit edilmistir. Bu diizenleme, Orthoptera mitogenomlarinda bildirilen genel gen
organizasyonu ile uyumludur (Zhang vd., 2016; Pang vd., 2024; Karakas vd.,
2025). S. hakkarica’da rrnL’nin uzunlugu 1328 bg, rrnS’nin uzunlugu ise 785 bg
olarak belirlenmistir. Meconematinae altfamilyasina ait tiirlerde rrnL 1308-1316
bg, rrnS 787-792 bg araliginda degisim gostermektedir (Pang vd., 2024). S.
natoliae’de ise bu degerler rrnL i¢in 1304 bg, rrnS igin 780 bg olarak bildirilmistir
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(Karakas vd., 2025). Daha uzak bir tiir olan Tonkinacris sinensis’te rrnL 1314 bg,
rrnS ise 807 bg uzunlugunda rapor edilmistir (Zhang vd., 2016).

5.5. Kontrol Bolgesi

Mitokondriyal genomlarda protein kodlayan genler, rRNA ve tRNA
genlerinin yani sira, genellikle en genis kodlama yapmayan bolge olarak kontrol
bolgesi (CR, control region) bulunmaktadir. Bu bdlge, DNA replikasyonu ve
transkripsiyonunun  baslangi¢  noktalarmmi  igermesi nedeniyle genomun
diizenlenmesinde kritik bir role sahiptir (Boore, 1999; Zhang vd., 2016).
Cogunlukla A+T ag¢isindan zengin olan kontrol bolgesi, literatiirde “AT-rich
region” veya memelilerde goriilen {i¢ zincirli DNA yapisindan dolay1 “D-loop”
bolgesi olarak da adlandirilmaktadir (Clayton, 1991). Kontrol bdlgesi, genellikle
S ile bitisik bir tRNA geni (6rnegin trnl, trnQ veya trnV) arasinda
konumlanmakta olup, uzunlugu ve yapisal Ozellikleri tiirler arasinda biiyiik
farkliliklar ~ gosterebilmektedir. Bu  degiskenlik, mitogenomun evrimsel
dinamikleri hakkinda bilgi saglamasinin yani sira, tiirler arasi karsilastirmalarda
filogenetik ve taksonomik acgidan degerli bir karakter olarak kullanilmaktadir
(Cameron, 2014).

Saga hakkarica’da kontrol bolgesinin  uzunlugu 913 bg olarak
belirlenmistir. Bu bolge, S ile trnl genleri arasinda konumlanmakta olup OH
(agir zincir replikasyon orijini) bdlgesini de igermektedir. Ayrica yliksek oranda
A+T (%77.2) igerigi gostermektedir. Bu bolgede bulunan tandem tekrarlarinin
varligi ve uzunluk farkliliklari, tiirler arasi karsilastirmalarda kullanilmaktadir
(Pang vd., 2024). Tiirler arasinda hem kontrol bolgesi uzunluklari hem de tandem
tekrar dizilimlerinde dikkate de§er varyasyonlar mevcuttur. Ornegin, S.
natoliae’de kontrol bolgesi uzunlugu yaklasik 910 bg olarak rapor edilmisken
(Karakas vd., 2025), daha uzak bir tiir olan Tonkinacris sinensis’te bu uzunluk
795 be olarak bildirilmistir (Zhang vd., 2016). Pang vd. (2024) yaptiklart
calismada tiirler arasinda tandem tekrarlarinin tamamiyla bir birinden farkli

oldugu belirtilmistir.
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6. SONUC

Bu tez calismasinda, Orthoptera takimi, Tettigoniidae familyasi, Saginae
alt familyasi igerisinde yer alan Saga hakkarica tiirine ait mitokondriyal genom
ilk kez karakterize edilmistir. Elde edilen mitogenom verileri, tiiriin toplam
15.755 baz ¢ifti uzunlugunda, 13 protein kodlayan gen, 22 transfer RNA (tRNA),
2 ribozomal RNA (rRNA) ve bir kontrol bolgesinden olusan tipik bir hayvan
mitogenomu yapisina sahip oldugunu ortaya koymustur. Bu yapi, S. natoliae ve
diger Tettigoniidae iiyeleriyle yiiksek oranda benzerlik gostermektedir. Calisma
sonucunda S. hakkarica'min mitogenomu, hem yapisal hem de islevsel agidan
detayli sekilde analiz edilmis; genlerin konumlari, uzunluklari, baslangic ve
durdurma kodonlar1 belirlenmis, intergenik ve ¢akisan bdlgeler incelenmis, tRNA
ve rRNA genleri karakterize edilmistir. Ozellikle baslangic ve stop kodonlarindaki
kanonik olmayan varyasyonlar, eksik stop kodonlart ve anotasyon siirecinde
dikkatli manuel diizeltmelerin gerekliligini ortaya ¢ikarmaktadir. Intragenerik
karsilastirmalarda S. hakkarica ve S. natoliae tiirleri arasindaki genel mitogenom
benzerlik oran1 % 83,40 olarak hesaplanmistir. Bununla birlikte, gen uzunluklari,
kodon kullanimi1 ve kontrol bdlgesi yapilarindaki farklar, bu iki tiiriin birbirinden
farklilastigini da gostermektedir. Ayrica, elde edilen veriler, mitogenomlarin
liclinci kodon pozisyonlarinda A+T zenginliginin yiliksek oldugunu ve bu
durumun filogenetik analizler acisindan hem avantaj hem de metodolojik
zorluklar yaratabilecegini ortaya koymustur. Bu ¢aligma ile birlikte, Saga cinsine
ait ikinci bir tiirlin mitogenom verisi literatiire kazandirilmis ve bu sayede cins ici
karsilagtirmali analizlerin yapilabilmesi miimkiin hale gelmistir. S. hakkarica'ya
ait mitogenom dizisinin bilimsel veri tabanlarinda yer almasi, ileride yapilacak
evrimsel biyoloji, molekiiler sistematik ve biyogesitlilik ¢aligmalarina énemli bir
referans saglayacaktir. Sonug¢ olarak, bu tez calismasi, yalnizca 6zgilin bir tiiriin
mitogenomunun ortaya konmasiyla sinirli kalmayip, ayni zamanda Tettigoniidae
familyas1 ve Saginae ailtfamilyas1 i¢inde molekiiler filogeni ve molekiiler

taksonomiye yonelik veri altyapisina da katki saglanmistir.
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