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OZET

SAGA (ORTHOPTERA, TETTIGONIIDAE, SAGINAE) CiNSi EPHIPPIGERA
TUR GRUBUNUN 16S rDNA FiLOGENISi VE MORFOLOJIiK TUR
HIiPOTEZLERININ MOLEKULER VERILERLE SINANMASI

Burcu BINICI
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. Mehmet Sait TAYLAN
2020, 49 sayfa

Palearktik bolgedeki en biiyiik predator boceklerden olan, uzun antenli
biiyiik ¢ekirgelerden Saga cinsi, Anadolu’da 9 (dokuz) tiir ile temsil edilmektedir.
Bu cinse ait Ephippigera tir grubunun morfolojik ve biyoakustik
degerlendirmeleri sonucunda; S. ephippigera, S. syriaca ve S. hakkarica olmak
tizere 3 (lig) tiirden olustugu bilinmektedir. Ancak giiniimiize kadar bu tiir grubuna
ait molekiiler genetik bir ¢alisma mevcut degildir. Bu ¢alismada 16S rDNA geni
dizileri kullanilarak, tiir grubunun molekiiler filogenisi ortaya c¢ikarilmis ve
morfolojik tiir hipotezleri test edilmistir. Calismada 2018-2020 yillar1 arasinda, S.
ephippigera, S. syriaca ve S. hakkarica tiirlerine ait 5’er birey, atrap yardimiyla
yakalanmis, DNA izolasyonu, PCR (Polymerase Chain Reaction), saflastirma ve
cift tarafli dizilime islemleri yapilarak 16S rDNA geni dizileri elde edilmistir.
Dizilera sirasiyla, hizalama (alignment), filogenetik analizler (Maximum
Likelihood ve Bayesian) ve kladogenetik olaylarin tarihlendirilmesi islemleri
yapilarak filogenetik ve filocografik olarak degerlendirilmistir. Elde edilen
bulgular neticesinde her 3 tiiriin monofilisi ve tiir hipotezleri, molekiiler verilerle
desteklenmistir. Calisma sonucunda Saga cinsi Ephippigera tiir grubunun kdken
soy hattinda, S. ephippigera tiiriiniin yer aldigi, tiir grubunun soy hatlarinin
yaklasik 0.4 milyon yil 6nce farklilagtig1 ve tiir grubunun evrimlesmesinde Orta
Pleistosen (Mid-Pleistocene) periyodunda yer alan buzul ve buzullar arasi

devirlerdeki iklimsel degisimlerin etkili oldugu ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Anadolu, Orthoptera, Saga, Ephippigera tiir grubu, 16S
rDNA, Molekiiler Filogeni



ABSTRACT

16S rDNA PHYLOGENY AND TESTING THE MORPHOSPECIES
HYPOTHESIS WITH MOLECULAR DATA IN THE EPHIPPIGERA
SPECIES GROUP OF GENUS SAGA (ORTHOPTERA, TETTIGONIIDAE,
SAGINAE)

Burcu BINICI
Master Thesis, Biology Department
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mehmet Sait TAYLAN
2020, 49 pages

The genus Saga, one of the long-antenna large bush crickets, which is the
largest predatory insects in the Palearctic region, is represented by 9 nine species
in Anatolia. According to morphological and bioacoustics evaluations of the
Ephippigera species group belonging to Saga genus, it is known that it consists of
3 (three) species, S. ephippigera, S. syriaca and S. hakkarica. However, to date,
there is no molecular genetic study belonging to this species group. In this study,
by using the 16S rDNA gene sequences, the molecular phylogeny of the species
group was revealed and the morphological species hypotheses were tested. In the
study, 5 individuals belonging to S. ephippigera, S. syriaca and S. hakkarica
species were collected between the years of 2018-2020 with sweep netting and
DNA isolation, PCR (Polymerase Chain Reaction), purification and double-
stranded sequencing were performed to obtain 16S rDNA gene sequences.
Sequences were evaluated phylogenetically by performing alignment,
phylogenetic analysis (Maximum Likelihood and Bayesian Inference) and dating
of cladogenetic events, respectively. As a result of the findings, the monophyletic
and species hypotheses of all 3 species have been supported by molecular data. It
was determined that, the S. ephippigera species is origin lineages of the
Ephippigera species group which diverged approximately 0.4 million years ago
and it has been revealed that the climatic changes in the glacial and inter-glacial
periods in the Middle Pleistocene period were effective in the evolution of the
species group.

Key Words: Anatolia, Orthoptera, Saga, Ephippigera species group, 16S rDNA,
Molecular Phylogeny



ONSOZ

Tiir kavrami, biyoloji biliminde dinamik ve tartismali kavramlardan biri
olarak yer almaktadir. Morfolojiye dayali degerlendirmeler her ne kadar
taksonomide temel teskil etse de, son yillarda integratif taksonominin gelismesiyle
genetik, ekolojik ve evrimsel degerlendirmeler, tiir kavramimin gelismesine
onemli katkilar sunmustur. Ozellikle molekiiler genetik alaninin ilerlemesi ile
filogenetik ¢aligmalar 6nem kazanmis ve kladogenetik olaylarin tarihlendirilmesi,
taksonlarin paleocografi, filocografi ve tarihi arka planlarina iligkin farkl
yaklasim ve degerlendirmelerin ortaya ¢ikmasini saglamistir. Bu baglamda, bu tez
caligmasinda Saga cinsine dahil Ephippigera tiir grubunun morfolojik tiir
hipotezleri 16S rDNA gen dizileri ile molekiiler verilerle test edilmis, filogenetik
analizler ve molekiiler saat uygulamasiyla tiir grubunun Anadolu’daki evrimsel
gecmisi incelenmis ve boylelikle iilkemizde filogenetik ve sistematik alaninda
yapilacak ¢alismalara katki saglanmasi amaglanmaistir.

Bu calismanin planlanmasindan, sonlandirilmasia kadar her asamasinda
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1. GIRIS

Anadolu topografyasi, iklim ve ekosistem c¢esitliligi, birden ¢ok
fitocografik ve zoocografik bolge ve elementleri igeren cografi konumu ve
Anadolu diyagonali gibi fiziksel bariyerler nedeni ile biyolojik agidan oldukga
zengin bir bolgedir. Bu nedenle Anadolu dar alanlarda dahi birgok mikro/makro
habitat icermektedir. Bu ozelliklerinden dolayr Anadolu’nun zengin bir biyolojik
cesitlilige sahip oldugu bilinmektedir (Davis, 1971; Demirsoy, 1977; Ekim ve
Giiner, 1986; Ciplak vd., 1993; Ciplak, 2004; Atalay, 2006; Ciplak, 2008; Ansell
vd., 2011; Sekercioglu vd., 2011). Anadolu’daki zengin faunal olusumun yukarida
belirtilenler gibi bircok nedeni olsa da, iki ana neden olduk¢a Onem arz
etmektedir. Bu nedenler; (i) Anadolu’nun, Palearktik bolgenin paleocografik
olarak en aktif alanlarindan birisi olmasi (Steininger ve Rogl, 1984) ve (ii)
Anadolu’nun Kuaterner buzul dénemlerinin 6nemli siginaklarindan biri olmasi ve
kademeli olarak daha kuzeydeki formlarin Anadolu’ya gecis yapmasidir. Buzul
donemlerinde, Anadolu’nun 6zellikle 2000 m ve tizerindeki zirvelerinin buzullarla
kaplandigi rapor edilmistir (Atalay, 2006). Dolayisiyla Anadolu’nun, kuzeyinden
giineye dogru yayilis gosteren canlilara siginak gorev gordigii disiiniilmektedir
(De Lattin, 1967; Hewitt, 1996; Demirsoy, 1999; Ciplak, 2004, 2008; Sirin vd.,
2011; Giir, 2013, 2016).

Anadolu’daki biyolojik c¢esitliliginin  6nemli faunal elemanlarindan,
Insecta (bocekler) igerisinde, nispeten iyi ¢alisilmis gruplardan biri de Orthoptera
(¢ekirgeler) takimidir. Orthoptera takimi, Diinya’da iki alttakima ait (Caelifera
(kisa antenli ¢ekirgeler) ve Ensifera (uzun antenli ¢ekirgeler) yaklasik 29000 tiir
ile temsil edilmektedir (Cigliano vd., 2020). Ulkemizde ise bu iki alttakima ait
yaklasik 740 tiir mevcuttur (Unal, 2011). Bu alttakimlardan, Ensifera alttakimi
uzun antenli ¢ekirgeler olup, iilkemizde 6 familya i¢ermektedir. Bu familyalar, tez
caligmasinda yer alan tiir grubunun da yer aldig1 ve iilkemizde yaklasik 380 tiir
iceren Tettigoniidae familyast ve diger 5 familya; Gryllidae, Gryllotalpidae,
Rhaphidophoridae, Mogoplistidae ve Schizodactylidae familyalaridir (Unal, 2011;
Taylan ve Sirin, 2016; Cigliano vd., 2020). Tettignoiidae Krauss, 1902, familyas1
ile yapilan c¢aligmalar, tiirlerin % 60’min Anadolu’ya endemik oldugunu

gostermistir (Karabag, 1958; Ciplak ve Demirsoy, 1995; Taylan vd., 2019).



Avrupa’daki en biiylik bocek tiirlerini igeren Saga Charpentier, 1825, cinsi
(dev ¢al1 ¢ekirgeleri), Tettigoniidae familyasina dahil olup, diinya tizerinde 17 tiir
ile temsil edilmektedir. Cinsin diinya tizerindeki yayilis1 ele alindiginda (Sekil.
1.1.), agirlikli olarak Anadolu’da ve ikincil olarak tiir gesitliligi bakimindan
Yunanistan ve Balkanlar’da yayilis gosterdigi anlagilmaktadir (Kaltenbach, 1970;
Sirin vd., 2019; Cigliano vd., 2020). Saga cinsinin, Anadolu’dan dokuz tiir (S.
natoliae Serville, 1839; S. ephippigera Fischer von Waldheim, 1846; S. syriaca
Lucas, 1864; S. longicaudata Krauss, 1879; S. puella Werner, 1901; S.
cappadocica Werner, 1903; S. rhodiensis Salfi, 1929; S. beieri Kaltenbach, 1967
ve S. hakkarica Sirin ve Taylan 2019) ve Trakya’dan ise 1 (bir) tiir (S. campbelli
Uvarov, 1921) olmak iizere toplam 10 tiiriin iilkemizde yayilis gosterdigi literatiir
kayitlarinda bildirilmistir (Karabag, 1958; Kaltenbach, 1967; Sirin vd., 2019).
Cinsin tiir ¢esitliligi bakimindan yayilis gosterdigi ikinci zengin alan ise 5 (bes)
tirtin (S. natoliae Serville, 1839; S. campbelli Uvarov, 1921; S. rhodiensis Salfi,
1929; S. gracilis Kis,1962; S. rammei Kaltenbach, 1965 ve S. helenica
Kaltenbach, 1967) bulundugu, Yunanistan ve Balkanlardir (Kaltenbach, 1970;
Lemonnier-Darcemont, 2009; Kolics vd., 2012). Bu tiirlerin haricinde, Saga pedo
(Pallas, 1771) tirtiniin Avrupa’dan Orta Asya’ya kadar (Kolics vd., 2008), S.
ledereri Saussure, 1888 tiiriiniin Liibnan ve Suriye agirlikli, S. ornata Burmeister,
1838 tiiriiniin ise Filistin agirlikli olmak {iizere, Israil’den de kayitlar1 oldugu
bilinmektedir (Kaltenbach, 1967). Cinsin, Palearktik bolgede yayilis gosteren 16
tirti haricinde, Nearktik bolgede (Sili) S. quadrisignata Philippi, 1863, tiirtiniin
yayilig gosterdigi belirtilmis (Sekil 1.1.) ancak Kaltenbach (1964) bu tiiriin Saga
haricinde bagka bir cinse ait olmasi gerektigini vurgulamistir. Diger taraftan
Elgueta (1999), Sili’de yaptig1 faunistik caligmada S. quadrisignata tiirtiniin Sili

sinirlarinda yer almadigini belirtilmistir.

Saga cinsine ait giiniimiize kadar yapilan ¢alismalar g6z Oniinde
bulunduruldugunda, caligmalarin ¢ogunlukla klasik taksonomi ve morfoloji
yoniinden oldugu ve az sayida biyoakustik degerlendirilmeler yapildig:
goriilmektedir (Chopard, 1922; Ramme, 1951; Kaltenbach, 1964, 1967, 1970,
1974; Harz, 1969; Heller, 1988; Kolicks vd., 2008; Lemonnier-Darcemont vd.,
2009; Giannoulis vd., 2011; Massa vd., 2012; Sirin vd., 2014; Kolics vd., 2012;
Heller vd., 2016; Sirin vd., 2019).



Saga cinsinin Anadolu’da yayilis gosteren tiirlerine ait bir¢ok faunistik
calisma olsa da (Karabag, 1949, 1958; Karabag vd., 1971, 1974, 1980; Giines,
1984; Ciplak ve Demirsoy, 1991; Sevgili ve Ciplak, 2000; Satar ve Ozbay, 2003),
morfolojik detaylar iceren tek kapsamli ve genel galisma Kaltenbach (1967)
tarafindan yapilmis ve cinsin orijini olarak Anadolu gosterilmistir. Ulkemizdeki
Saga tiirlerini igeren etolojik (davranigsal) kapsamli ve erkek cagri seslerinin
biyoakustik yonden incelenmesi igceren ilk ¢alisma Sirin vd. (2019) tarafindan
yapilmistir. Sirin vd. (2019) tarafindan yapilan biyoakustik analiz temelli
calismada, S. beieri Kaltenbach, 1967, S. cappadocica Werner, 1903, S.
ephippigera Fischer von Waldheim, 1846, S. hakkarica Sirin & Taylan, 2019, S.
longicaudata Krauss, 1879, S. natoliae Serville, 1838, S. puella Werner, 1901 ve
S. syriaca Lucas, 1864, tiirii olmak tizere sekiz tiirii incelemislerdir. Bu tiirlerden
S. Dbeieri, S. cappadocica, S. hakkarica, S. longicaudata ve S. puella tiirleri
Anadolu endemigi olup, S. ephippigera tiiriiniin de en genis yayilisinin
Anadolu’da oldugu bildirilmistir. Sirin vd. (2019) yaptiklari ¢alismada bioakustik
veri ve karakterlere dayanarak, 3 tiir grubu tanimlamislardir. Bu tiir gruplari; (i)
Ephippigera tiir grubu (S. syriaca + (S. ephippigera + Saga hakkarica), (ii)
Natoliae tiir grubu (S. natoliae + (S. beieri + (S. longicaudata + S. puella) ve (iii)
S. cappadocica tiir grubudur. Yine ayni ¢alismada alttiir seviyesindeki iki takson,
biyoakustik farkliliklardan dolayi, tiir diizeyinde (S. ephippigera ephippigera alt
tird, S. ephippigera tiirii ve S. ephippigera syriaca alttiirii ise S. syriaca tiiri
olarak) degerlendirilmistir. Ancak biyoakustik temelli tiir gruplarinin ve tiirlerin

molekiiler verilerle de desteklenmesi gerekmektedir.

Saga cinsine iliskin molekiiler belirteglerden (marker) olan mitokondriyal
veya niiklear genlere dayali degerlendirmeler olduk¢a smirli olup, bu alanda
yalmzca iki ¢alisma mevcuttur (Giannoulis vd., 2011; Kolics vd., 2012).
Giannoulis vd. (2011) COI geni dizisini kullanarak, Avrupa’da yayilis gosteren 6
turti (S. campbelli, S. hellenica, S. natoliae, S. pedo, S. rammei ve S. rhodiensis)
filogenetik agidan degerlendirmislerdir. Diger c¢alisma ise daha kapsamli bir
calisma olup, bu ¢alismada 3 mitokondriyal gen (COI, Cyth, ve 16S rRNA) ve
cekirdek DNA’sina ait bir gen (ITS2) kullanilarak 9 tiiriin (S. c. campbelli, S. c.
gracilis, S. hellenica, S. natoliae, S. ornata, S. pedo, S. rammei, S. cappadocica ve

S. ephippigera) filogenetik analizi yapilmigtir (Kolics vd., 2012). Ancak bu



calismada, Anadolu’dan kullanilan iki tiriin bulundugu kladlarda, tam bir

¢oziimlemenin olmadigi goriilmektedir.

Yayilis yok

Yayilis mevcut -

Sekil 1.1. Saga cinsine ait tiirlerin diinya tizerindeki yayilis haritas1 (Orthoptera Species
Files (version 5.0/5.0)).

Calismamizda yer alan ve uzun antenli bir ¢ekirge cinsi olan Saga cinsi
avcl/predator gekirge tiirleri icermektedir. Bu nedenle bu g¢ekirgeler bulunduklari
ekosistemler i¢in dengeleyici bir 6zellige sahiptir. Saga cinsine ait tiirlerin, tarim
tirinlerine zarar veren boceklerle beslenmesi nedeniyle, biyolojik miicadelede
onemli rol oynamaktadirlar. Bu nedenle cinse ait tiirlerinin belirlenmesi, tiir ve
tirlesme siireglerinin incelenmesi ve tilkemizdeki yayilislarinin saptanmasi 6nem
arz etmektedir. Morfolojiye dayali degerlendirmeler her ne kadar taksonomide
temel teskil etse de, son yillarda integratif taksonominin gelismesiyle genetik,
ekolojik ve evrimsel degerlendirmeler, tiir kavraminin gelismesine 6nemli katkilar

sunmustur (De Queiroz, 1998; Harrison, 1998; Templeton, 1998; Hey, 2001).

Ozellikle molekiiler genetik alaninin ilerlemesi ile filogenetik galigmalar
onem kazanmig ve kladogenetik olaylarin tarihlendirilmesi, taksonlarin
paleocografi, filocografi ve tarihi arka planlarina iligkin farkli yaklagim ve
degerlendirmelerin ortaya ¢ikmasini saglamigtir. Bu baglamda, bu tez
calismasinda Saga cinsi Ephippigera tiir grubunun (Sirin vd., 2019), molekiiler bir
belirteg gen olan mitokondriyal 16S rDNA kullanilarak, filogenisinin ortaya

cikarilmasi, morfolojik tiir hipotezlerinin molekiiler verilerle sinanmasi, grupta
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yer alan taksonlarin taksonomik durumlarinin netlestirilmesi ve tiir kavrami

konusundaki tartigmalara katkida bulunulmas1 amaglanmaktadir.



2. KAYNAK OZETLERI

Anadolu’nun zengin bir biyolojik cesitlilige sahip oldugu (Davis, 1971;
Demirsoy, 1977; Ekim ve Giiner, 1986; Ciplak vd., 1993; Ciplak, 2004; Atalay,
2006; Ciplak, 2008; Ansell vd., 2011; Sekercioglu vd., 2011) ve bu zenginligin
Anadolu’nun, Palearktik bolgenin paleocografik olarak en aktif alanlarindan birisi
olmasi (Steininger ve Rogl, 1984) ve Kuaterner buzul dénemlerinin 6nemli
siginaklarindan biri olmasi nedeniyle olustugu degerlendirilmektedir. Buzul
donemlerinde, Anadolu’nun 6zellikle 2000 m ve {lizerindeki yiikseltilerinin
buzullarla kaplandig1 (Atalay, 2006) ve dolayisiyla kuzey hattindaki canlilar igin
siginak gorevi gordiigii diistinilmektedir (De Lattin, 1967; Hewitt, 1996;
Demirsoy, 1999; Ciplak, 2004, 2008; Sirin vd., 2011; Giir, 2013, 2016).

Orthoptera takimi tilkemizdeki bocek cesitliliginin 6nemli unsurlarindandir
ve yaklastk 740 tiir igermektedir (Unal, 2011). Orthoptera takimmna ait 6
familyadan, en kalabaligi iilkemizde, yaklagik 380 tiir iceren Tettigoniidae
familyasidir ve takima ait {ilkemizde buluna diger 5 familya; Gryllidae,
Gryllotalpidae, Rhaphidophoridae, Mogoplistidae ve Schizodactylidae
familyalaridir (Unal, 2011; Taylan ve Sirin, 2016; Cigliano vd., 2020). Yapilan
litaratiir ¢alismalarinda Tettigonid tiirlerinin % 60’min Anadolu’ya endemik
oldugunu gosterilmistir (Karabag, 1958; Ciplak ve Demirsoy, 1995; Taylan vd.,
2019). Tettigoniidae familyasinda olan Saga Charpentier, 1825, cinsi (dev ¢ali
cekirgeleri), diinyada 17 tiir ile temsil edilmektedir (Cigliano vd., 2020). Cinse ait
tirlerin, agirlikli olarak Anadolu’da, Yunanistan ve Balkanlar’da yayilis
gosterdigi bilinmektedir (Kaltenbach 1970; Sirin vd., 2019; Cigliano vd., 2020).
Saga cinsinin {ilkemizde 10 tiir ile temsil edilmektedir Bu tiirlerin 9’u
Anadolu’da: S. natoliae Serville, 1839; S. ephippigera Fischer von Waldheim,
1846; S. syriaca Lucas, 1864; S. longicaudata Krauss, 1879; S. puella Werner,
1901; S. cappadocica Werner, 1903; S. rhodiensis Salfi, 1929; S. beieri
Kaltenbach, 1967 ve S. hakkarica Sirin ve Taylan, 2019 ve 1 tiir ise Trakya’da: S.
campbelli Uvarov, 1921 yayilis gostermektedir (Karabag, 1958; Kaltenbach,
1967; Sirin vd., 2019). Saga cinsi Yunanistan ve Balkanlar ise 5 tiir ile temsil
edilmektedir. Bu tiirler: S. natoliae Serville, 1839; S. campbelli Uvarov, 1921; S.
rhodiensis Salfi, 1929; S. gracilis Kis, 1962; S. rammei Kaltenbach, 1965 ve S.

helenica Kaltenbach, 1967 tiirlerdir (Kaltenbach, 1970; Lemonnier-Darcemont
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vd., 2009; Kolics vd., 2012). Bu tiirlerin haricinde, Saga pedo (Pallas, 1771)’nun
Avrupa’dan Orta Asya’ya kadar S. ledereri Saussure, 1888, tiiriiniin Liibnan ve
Suriye agirlikli, S. ornata Burmeister, 1838, tiiriiniin ise Filistin ve Israil’den de
kayitlar1 oldugu bilinmektedir (Kaltenbach, 1967; Kolics vd., 2008). Diger
taraftan Saga cinsinin, Palearktik bolgede yayilis gosteren 16 tiirii haricinde,
Nearktik bolgede (Sili) S. quadrisignata Philippi, 1863, tiiriiniin yayilis gosterdigi
literatiirde kayit edilmistir. Ancak Kaltenbach (1964) bu tiiriin Saga haricinde
baska bir cinse ait olmasi1 gerektigini vurgulamis ve Elgueta (1999), Sili’de yaptigi
faunistik ¢alismada S. quadrisignata Philippi, 1863 tiiriiniin Sili sinirlarinda yer

almadigimi belirtmistir.

Saga cinsine ait giiniimiize kadar yapilan calismalara iligkin literatiirler
degerlendirildiginde, c¢alismalarin ¢ogunlukla klasik taksonomi ve morfoloji
yoniinden oldugu ve az sayida biyoakustik degerlendirilmeler yapildig:
goriilmektedir (Chopard, 1922; Ramme, 1951; Kaltenbach, 1964, 1970, 1974,
Harz 1969; Heller, 1988; Kolicks vd., 2008; Lemonnier-Darcemont, vd., 2009;
Giannoulis vd., 2011; Massa vd., 2012; Sirin vd., 2014; Kolics vd., 2012; Heller
vd., 2016; Sirin vd., 2019). Saga cinsinin Anadolu’da yayilis gosteren tiirlerine ait
faunistik ¢aligmalar (Karabag, 1949, 1958; Karabag vd., 1971, 1974, 1980;
Glines, 1984; Ciplak ve Demirsoy, 1991; Sevgili ve Ciplak, 2000; Satar ve Ozbay,
2003) tiir kayd1 ve listesi vb. ¢aligmalar olup, morfolojik detaylar i¢eren kapsamli
ve genel ¢alisma Kaltenbach (1967) tarafindan yapilmis olup, bu ¢alismada cinsin
Anadolu’dan koken aldigi degerlendirilmistir. Saga tiirlerini igeren etolojik
(davranigsal) biyoakustik ilk kapsamli g¢alisma Sirin vd. (2019) tarafindan
yaptlmistir. Sirin vd. (2019) biyoakustik degerlendirmelerinde 3 tiir grubu
tanimlamiglardir. Bunlar; (i) Ephippigera tiir grubu (S. syriaca + (S. ephippigera
+ S. hakkarica), (ii) Natoliae tiir grubu (S. natoliae + (S. beieri + (S. longicaudata
+ S. puella) ve (iii) S. cappadocica tiir gruplaridir. Ayrica bu ¢alisamda alttiir
seviyesindeki iki takson, biyoakustik farkliliklardan dolayi, tiir diizeyinde (S.
ephippigera ephippigera alt tiirii, S. ephippigera tiirii ve S. ephippigera syriaca
alttliri ise S. syriaca tiirii olarak) degerlendirilmistir. Ancak tiir gruplarinin ve

tiirlerin molekiiler verilerle de desteklenmesi gerektigi belirtilmistir.

Saga cinsine iliskin molekiiler calismalar ele alindiginda, karisimiza iki

calisma ¢ikmaktadir. Bu c¢alismalardan ilkinde Giannoulis vd. (2011) mtDNA



COl geni kullanarak, Avrupa’daki 6 tiirtin (S. campbelli, S. hellenica, S. natoliae,
S. pedo, S. rammei ve S. rhodiensis) filogenetik analizini yapmuslardir. ikinci
calismada ise mtDNA COl, Cytb, 16S rRNA ve nuDNA ITS2 genleri kullanilarak
9 tiirtin (S. ¢. campbelli, S. c. gracilis, S. hellenica, S. natoliae, S. ornata, S. pedo,
S. rammei, S. cappadocica ve S. ephippigera) filogenetik analizi yapilmistir
(Kolics vd., 2012).

Bu ¢alismada yer alan Saga cinsi Ephippigera tiir grubu Sirin vd. (2019)
tarafindan morfoloji ve biyoakustik verilere dayanilarak 6nerilmistir. Morfolojiye
dayali degerlendirmeler temel diizeyde Onemli olsa da, genetik, ekolojik ve
evrimsel degerlendirmeler, tiir kavraminin gelismesine katki saglamis ve 20.yy
sonlarindan itibaren ¢ok sayida tiir kavraminin olusmasini beraberinde getirmistir
(De Queiroz, 1998; Harrison, 1998; Templeton, 1998; Hey, 2001). Bu baglamda,
bu tez calismasinda Saga cinsi Ephippigera tir grubunun (Sirin vd., 2019),
molekiiler bir belirteg gen olan mitokondriyal 16S rDNA kullanilarak,
filogenisinin ortaya c¢ikarilmasi, tiir hipotezlerinin molekiiler belirtecler
kullanilarak smanmasi, tiir grubundaki taksonlarin taksonomik durumlarinin
netlestirilmesinin, bu alandaki tartismalara ve bilgi birikimine katki sunacagi

Ongoriilmektedir.



3. MATERYAL VE YONTEM

Calismanin materyal ve yontem bolimi, (i) Calisma Materyali ve Arazi
Calismalar1 ve (ii) Molekiiler Calismalar ve Analizler, olmak {izere 2 alt baslik

altinda ele alinmistir.

3.1. Calisma Materyali ve Arazi Calismalari

Calisma materyalini, Saga cinsi Ephippigera tiir grubuna ait bireyler
olusturmaktadir. Sirin vd. (2019) biyoakustik degerlendirmelerinde iilkemizde
yayilis gosteren Saga cinsine ait tiirleri, biyoakustik veriler temelinde 3 tiir
grubuna ayirmislardir. Bu tiir gruplarindan biri olan Ephippigera tiir grubu, S.
ephippigera, S. syriaca ve S. hakkarica tiirlerinden olusmakta olup (Sekil 3.2.,

Sekil 3.3. ve Sekil 3.4.) giincel sistematikleri Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Calisma kapsaminda 2020 yili Haziran ve Temmuz aylarinda Ephippigera
tiir grubunda yer alan 3 tiire ait 5’er birey, cinse uygun habitat alanlarinda (Sekil
3.5.), giindiiz saatlerinde, atrap yardimiyla toplanmis ve molekiiler ¢alismalar
yapmak lizere %96’lik etil alkol igeren falkon tiipler igerisine konarak, Hakkari
Universitesi, Biyogesitlilik Arastirma Merkezi, Zooloji Miizesi (HAKBIYOM-
ZM) ve Tekirdag Namik Kemal Universitesi, Biyoloji Béliimii, Entomoloji
Miizesi’nde (NKUEM) -20 °C’de muhafaza edilmistir. Toplanan o6rneklerin
teshisi, Leica DFC295 marka stereo mikroskop kullanilarak, ilgili literatiirler
yardimiyla yapilmistir (Kaltenbach, 1964, 1967; Harz, 1969; Kaltenbach, 1970,
1974; Sirin vd., 2019).



Cizelge 3.1. Ephippigera tiir grubun giincel sistematigi (Cigliano vd., 2020)

Regnhum Animalia

Phylum Arthropoda

Superclassis Hexapoda

Classis Insecta

Subclassis Pterygota

Infraclassis Neoptera

Cohort Polyneoptera

Superordo Orthopterida

Ordo Orthoptera

Subordo Ensifera

Infraorder Tettigoniidea

Superfamily Tettigonioidea Krauss, 1902

Family Tettigoniidae Krauss, 1902
Subfamily Saginae Brunner von Wattenwyl, 1878
Tribe Sagini Brunner von Wattenwyl, 1878
Genus Saga Charpentier, 1825

Species group

Ephippigera (Sirin vd., 2019)

Species Saga ephippigera Fischer von Waldheim, 1846
Species S. syriaca Lucas, 1864
Species S. hakkarica Sirin & Taylan, 2019
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http://orthoptera.speciesfile.org/Common/basic/Taxa.aspx?TaxonNameID=1132213
http://orthoptera.speciesfile.org/Common/basic/Taxa.aspx?TaxonNameID=1141581
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Sekil 3.1. Tez galismasinda yer alan Saga cinsi Ephippigera tiir grubuna ait bireylerin toplandigi lokalitelerin Tiirkiye haritasi izerindeki
gosterimi (Kaynak: Google Earth Pro, Data SIO, NOAA, U.S. Navy, NGA, GEBCO, 2020 Basarsoft, Image Landsat
/Copernicus (Daire: Saga hakkarica, Uggen: Saga ephippigera, Eskenar dortgen: Saga syriaca).
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Cizelge 3.2. Tez ¢alismasinda incelenen Saga cinsi Ephippigera tiir grubu ve dis grubun; populasyon, lokalite, haplotip kodlar1 ve GenBank
katilim (Accessions numbers) numaralarina ait bilgiler

GenBank katilim

Tiir Populasyon Lokalite Haplotip kodu
numarasi
Dis grup (Outgroup)
*Kawanaphila nartee Hap 1 AF514497*
I¢ grup (Ingroup)
Saga ephippigera Erzincan, Tiirkiye, Erzincan, Kemaliye, Ocak Koyii, N 39°08.732, E  Hap_7,Hap_8, MW134714-
Kemaliye  38°35.296, 1485 m., 11.VIL2020, 23,29, leg.: D. Sirin  Hap_9,Hap 10 = MW134718
& M.S. Taylan
Saga hakkarica Hakkari, Tiirkiye, Hakkari, Baykdy, Bati yamaci, 2035 m, N: Hap_2,Hap_3, MW134709-
Baykoy 37°32.89 E: 43°42.70, 13.V11.2018, 24, 32, leg.: M.S. Hap_4, MW134713
Taylan
Saga syriaca Sanliurfa Tiirkiye, Sanlurfa, Bozova, Giilbiten Mezrasi, N: 37° 23’ MW134704-
Bozova 163, E: 38°31° 779, 649 m, 06.V1.2020, 34,292, leg.: D.  Hap_5,Hap_6, MW134708

Sirin & M.S. Taylan

*Data Genbank’tan alinmigtir.
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Sekil 3.2. Saga hakkarica Sirin&Taylan, 2019 (A: Erkek

B: Disi birey)

birey,
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birey, B: Disi birey)
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Sekil 3.4. Saga syriaca Lucas, 1864 (A: Erkek birey, B: Disi birey)
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Sekil 3.5. Saga cinsi Ephippigera tiir grubuna ait bireylerin
toplandig1 habitat alanlart (A: Saga hakkarica;
Hakkari, Merkez, Baykdy, B: Saga ephippigera;
Erzincan, Kemaliye, Ocak koyii, C: Saga syriaca;
Urfa Bozova, Giilbiten Mezras1)
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3.2. Molekiiler Cahsmalar ve Filogenetik Analizler

Tez calismasi kapsaminda yiiriitiilen molekiiler ¢alismalar ve filogenetik
analizler 6 asamada gerceklestirildi. Bu asamalardan (i) DNA izolasyonu, (ii) 16S
rDNA geni amplifikasyonu (PCR) ve (iii) mitokondriyal 16S rDNA geni dizi
analizi hizmet alim yoluyla yapildi (NABILTEM-Namik Kemal Universitesi).
Daha sonra (iv) mitokondriyal 16S rDNA geni dizilerinin hizalanmasi
(alignmentlar1), (v) mitokondriyal 16S rDNA geni dizilerinin filogenetik analizleri
ve (vi) kladogenetik olaylarin tarihlenmesi (molekiiler saat uygulamasi) yapilarak

molekiiler calismalar ve filogenetik analizler gerceklestirildi.

3.2.1. Total DNA izolasyonu

Araziden toplanan (Sekil 3.4.) ve % 96’lik etil alkol igerisinde -20 °C’de
muhafaza edilen, Saga cinsi Ephippigera tiir grubuna ait bireylerin arka
femurlarindan, total DNA izolasyonu gergeklestirildi. Total DNA izolasyonu tuz-
ekstraksiyon yontemi izlenerek yapildi (Aljanabi ve Martinez, 1997). Total DNA
izolasyonu tuz-ekstraksiyon yonteminde ilk olarak, lam {izerinde bistiiri
yardimiyla arka femurun kitin tabaka igerisindeki bir miktar kas kiitlesi
pargalanarak homojenize hale getirildi. Sonrasinda homojenat 2 ml’lik ependorf
tiipiine konularak {izerine 560 pl ayristirma tamponu (10 mM Tris-HCI, 2 mM
EDTA, % 10’luk SDS 17 ul ve proteinaz K 42 ul, RNAaz 25 ul) konuldu ve 1-1,5
saat 65 °C’deki sicak su banyosunda bekletildi. Daha sonra su banyosundan
cikarilan tiipe 180 pl doymus NaCl eklenerek oda sicakliginda 10000 rpm’de 15
dakika santrifiij edildi ve santrifiij sonunda siipernatant baska bir tiipe aktarilip
DNA’y1 ¢oktiirmek amaciyla, tizerine 730 ul izopropanol ilave edildi. Sonra, -20
°C'de 1 gece bekletilen tiip, 13 000 rpm’de santrifiij edildi ve siipernatanti
uzaklastirildi. Devaminda ¢oktiiriilen DNA, 300 pul %70 etanol ile yikanip 4
°C’de 12 000 rpm’de santrifiij yapildiktan sonra, pelet seklinde ¢oktiiriildii ve
sonrasinda siipernatanttan uzaklastirilan DNA kurumaya birakildi. Elde edilen
genomik DNA, 40 ul steril dH,O ile ¢oziilerek, sonraki agamalarda kullanilma
lizere, 4 °C’de muhafaza edildi. DNA’nin miktar ve saflik tayini spektrofotometre
araciligiyla belirlenerek, %1°lik agaroz jelde DNA’nin biitiinligiinii koruyup
korumadig1 kontrol edildi (Sekil 3. 6).
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3.2.2. 16S rDNA Geni Amplifikasyonu (PCR)

Mitokondriyal 16S rDNA geni amplifikasyonu igin, 16Sa ve 16Sb
(Cizelge 3.3.) spesifik primerleri (Palumbi vd., 1996) kullanildi. PCR reaksiyonu
igin, 25 ul toplam hacimde, 0.5-1 ul genomik DNA (50-70 ng), 2.5 ul 10X
buffer, 0.75 ul 50 mM MgCI2, her bir primerden 1 pl (10 pmol/ul), 0.5 ul 10 mM
dNTP mix, 0.2 pl Taq polimeraz ve geri kalan hacim 25 pl olacak sekilde dH,O
kullanildi. PCR reaksiyonlarinda 37 dongiiliik bir protokol kullanildi. 16S rDNA
geni amplifikasyonunda; baslangi¢ (initial) 95 °C’de 5 dakika, ayrilma
(denaturation) 94 °C’de 30 saniye, birlesme (annealing) 50 °C’de 45 saniye,
uzama (elongation) 72 °C’de 150 saniye ve son uzama (final extension) 72 °C’de

5 dakika protokolii izlendi.

Elde edilen PCR iiriinleri belirteg (marker) DNA kullanilarak jel (%2’lik
agaroz jel) elektoroforezinde yiiriitiilerek, varliklart UV transilliiminatorde kontrol

edildi (Sekil 3.7.) ve jel ekstraksiyon kiti kullanilarak jelden izole edildi.

Cizelge 3.3. PCR reaksiyonlarinda kullanilan primerlere ait bilgiler

Gen Primer Dizi 5'-3' Referans

16SrDNA 16Sa CGCCTGTTTATCAAAAACAT Palumbi vd. (1996)
16SrDNA 16Sb  CTCCGGTTTGAACTCAGATCA Palumbi vd. (1996)
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Sekil 3.6. Calisma kapsamindaki Ephippigera tiir grubuna ait 15 bireyden izole
elde edilen Genomik DNA’larin UV 15181 altindaki jel goriintiisii
(%1°lik agaroz jel)

Sekil 3.7. Calisma kapsamindaki Ephippigera tiir grubundaki 15 bireyden izole
edilen genomik DNA’larin 16S rDNA geni amplifikasyonu sonucu elde
edilen PCR iirlinlerinin UV 15181 altindaki jel goriintiisii



3.2.3. Mitokondriyal 16S rDNA Geni Dizi Analizi

Elde edilen PZR firiinleri %2'lik agoroz jelde yiiriitiiliip varliklar1 UV
transilliminatorde kontrol edildikten sonra, DNA dizileme reaksiyonu
NABILTEM tarafindan yapildi. Dizi iiriinleri dizi cihazinda vyiiriitiilerek her bir
ornek i¢in mitokondriyal 16S rDNA geni iki yonde okutuldu. 16S rDNA geni dizi
dizilerinin numt (¢ekirdekte bulunabilen mitokondriye ait gen kopyalarina verilen
ad) olup olmadigi DNAsp v5 programi ile test edildi. Daha sonra, GenomeLab
GeXP Genetic Analysis System Version 10.2 DNA dizi analizi programi ile
dizilerin 6n degerlendirmesi yapildi. Dizilerin her biri Gen Bankasi’ndan veri
tabanina (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) aktarilarak “nucleotide blast” uygulanip,
elde edilen dizilerin Saga cinsine ve mitokondriyal 16S rDNA genine ait olup

olmadigi ve herhangi bir kontaminasyon olup olmadigi kontrol edildi (Sekil 3.8.).

& NCBI BlastSaga kontro X+ - o x
¢ @ & blastncbinimnihgov/Blastcy B r Q
Job Title Saga kontrol Filter Results
RID WEFO672NOL3 e 301313pm  Download All v
il top 20 will appear exclude
Program BLASTN@  Citation v WD cofipeitys -
Database n  See details v Type comman name, binomial, taxid or group nar
Query ID lel|Query_15277 + Add organism
Description 165-1R.AD3_20091017LW.scf
g - Percent Identity Evalue Query Coverage
Molecule type  dna
to to 0
QueryLength 472 |
Otherreports  Distance tree of results MSAviewer © m
Graphic Summary Alignments Taxonomy
Sequences producing significant alignments Download ~ [ Select columns ~ Show | 100v | @
0 select all 100 sequences selected GenBank Graphies Distance tree of results
Max Total Query E Per  Acc
pi Cor y s
Sl CommanName. < ova Scoro Cover valwe ldent Len | Acoession
v v v v v v
" T _petiel sequ 3773 100% 00 06.10% 507 GUI0GI2T
v 773 100% 00 0610% 507 ¢ 1
@ s
Sa0a ephippige 767 100% 00 O587% 507 ¢ 1
@ sa0a ephinpia
3 B2 100% Je-1T4 0049% 507 1
v 623 100% 3e-174 0049% 507 1
/]
617 100% ted72 902T% 507 C 1
/]
812 100% Te171 90.06% 50 1
612 100% 7e-171 00.06% 507 1

u 29 €m0+ a® B
Sekil 3.8. 16S rDNA geni dizilerinin BLAST islemi ve kontaminasyon kontrolii

(GenBank- https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
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3.2.4. Mitokondriyal 16S rDNA Geni Dizilerinin Hizalanmasi (Alignmentlar)

Cift tarafli okutulan her bir gen dizisi, Geneious 9.1.5 ve BioEdit
(Biological Sequence Alignment Editor) (v5.0.9) programu ile eslestirilerek, her
bir 6rnek igin tekli dizi haline doniistiiriildii (dizileme) ve FASTA formatinda
kaydedildi. Mitokondriyal 16S rDNA geni dizilerinin hizalama islemi igin, tim
diziler esit boyda olacak sekilde kesildikten sonra BioEdit Sequence Aligment
Editor (v5.0.9) adli programa aktarildi ve coklu hizalama (multiple-¢oklu
alignment) BioEdit programindaki bir alt program olan Clustal W Multiple
Aligment programi kullanilarak elde edildi (Sekil 3.9.). Aligment islemi
“baglangic araligi (opening gap)=10 ve uzama aralig1 (extending gap)=0.10"

parametreleri kullanilarak yapildi.

$* Biokdit Sequence Alignment Editor - [C\UsersiMehmet Sait TAYLAN\ Deskiop!(1 BURCU YUKSE LISANS\BURCU BINIC YL TEZ\Sekanslar\Alignments\165\Qutgonup\SON ] - o X

¥ Fle Edt Sequence Aignment View WoddWideWeb Accessory Applicstion RNA Options Window Help

en
= [PTT— 15 okl sequences
H B [coneten <1 <[ B
ode:[Sekec / Side = Selection ) Seguence Mask None St —
ok skt St =} Posiiort 81 Hunbering Mask: None e at]!
Ll |
sow gy 4 It

f10IDfe+eBEIEEEY S8 IGmE

60

Ll K| 2

Sekil 3.9. Tez calismasi kapsaminda elde edilen 16S rDNA geni dizilerinin
BioEdit, Clustal W Multiple Aligment programi ile yapilan g¢oklu
hizalama (multiple alignment) islemi
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3.2.5. Mitokondriyal 16S rDNA Geni Dizilerinin Filogenetik Analizleri

Tez calismas1 kapsaminda, filogenetik analizler i¢in Maximum Likelihood
(ML) En Yiiksek Ihtimal Metodu ve Bayes Metodu kullanildi. Belirtilen bu
metodlar MEGAX (Kumar vd., 2018), PAUP* siiriim 4.0b10 (Swofford, 2003) ve
MrBayes 3.1.2 (Huelsenbeck ve Ronquist, 2001; Ronquist ve Huelsenbeck, 2003)
programlar1 kullanilarak uygulandi. Maksximum Likelihood (ML) En Yiiksek
Ihtimal Analizi, heuristic arastirma algoritmas1 kullanilarak yapildi. Programda
bootstrap degeri heuristic arastirma algoritmas1 kullanilarak, 1000 bootstrap
tekrart ve 10 rastgele tekrarla olusturuldu. Bootstrap degeri Branch-swapping
algoritmasi, tree-bisection-reconnection (TBR) arastirma algoritmasi kullanilarak

10 rastgele tekrar ve 1000 bootstrap tekrari ile hesaplandi.

Bayesiyan Tabanli Analizler olarak, Bayesiyan ¢ikarsamali ve Markov
Chain Monte Carlo (MCMC) temelli filogenetik analizler gerceklestirildi.
Analizler 16S rDNA geni igin, haplotiplerin niikleotid dizileri, populasyonlarda
bulunup bulunmamasi (alan analizi) ve son olarak da alan analizi agisindan her iki
verinin birlestirildigi total analiz olmak iizere toplamda bes farkli analiz
uygulanarak gergeklestirildi. Dizi verilerine dayali analizlerde ML analizinde
model olarak kullanilan baz degisim modeli kullanildi. Bayesiyan posterior
olasiliklari, son 750 &rneklenen agag arasindan (Orneklemelerin %25 yani 250
orneklem 6n deneme (burn-in) olarak uzaklastirildi) Cogunluk- Kurali Konsensiis
Agac1 (Majority-Rule Consensus Tree) olusturularak tahmin edildi. Analizler
sonucunda elde edilen agaclar FigTree v1.3.1 (Rambaut, 2009) programi
kullanilarak ¢izildi.

Tez calismasinda elde edilen 16S rDNA geni dizileri 6zelinde, filogenetik
analizlerde kullanilacak, uygun model parametrelerinin belirlenmesinde, Geneious
9.1.5 programinda olusturulan indel (insersiyon ve delesyon) bdlgeleri ¢ikarildi
DNA veri matrisi once dig grup dahil edilmeden sonra da dahil edilerek
Jmodeltest siiriim, 2.1.4. (Darriba vd., 2012) ve MEGAX (Kumar vd., 2018) adli
programlarda analiz edildi. Veriler, Matris Akaike Information Criterion (AIC)

(Akaike, 1974) ve Bayesiyan Information Criterion (BIC) parametreleri ile test
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edildi ve en yiiksek bootstrap ve posterior probability degerlerini 6neren model

secim taslagi baz degisim modeli olarak belirlendi.

Filogenetik analizlerde kullanilmak tizere dis grup olarak, Mugleston vd.
(2018)’nin Tettigoniidae familyas1 filogenisi tizerine yaptiklar1 detayli calismada,
Saginae alt familyasina en yakin alt familya olan Zaprochilinae alt familyasinda

yer alan Kawanaphila nartee tiirti kullanildi1 (Mugleston vd., 2018).

3.2.6. Kladogenetik Olaylarin  Tarihlendirilmesi (Molekiiler ~ Saat

Uygulamasi)

Saga cinsi Ephippigera tiir grubuna ait populasyonlarda genetik ¢esitlenme
ve farklilasma zamanlarim1 tahmin etmek ve tarihsel siireclerle iliskilendirmek
amaciyla, Bayesiyan c¢ikarsamali ve MCMC yaklasimli BEAST version 1.6.1
(Drummond ve Rambaut, 2007) programi kullanildi. Farklilagma zamanlari
relaxed molekiiler saat uygulamasi ve devaminda “uncorrelated relaxed lognormal
saat” uygulamalari ile BEAST (v.1.6.1, Drummond ve Rambaut, 2007) programi
kullanilarak bulundu. Duraganlik yakinsamasi ve ESS model parametreleri

TRACER 1.5 (Rambaut ve Drummond, 2007) program kullanilarak hesaplandi.

Kladogenetik analizlerde farklilasma hiz1 olarak, Yyakin zamanda
boceklerde mitokondri genomundan elde edilen veri setleri i¢in belirlenen, 16S
rDNA geni dizisi i¢cin milyon yilda, soy basma % 0,7 farklilagma hizi
kalibrasyonu kullanildi (Brower, 1994).
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4. BULGULAR

Tez calismasi kapsaminda elde edilen bulgular (i) Dizi varyasyonu ve
genetik veri analizlerine ait bulgular, (ii) Filogenetik analizlere ait bulgular ve (iii)
Kladogenetik olaylarin tarihlendirilmesine (molekiiler saat uygulamasi) ait

bulgular olmak tizere 3 kisimda sunulmustur.

4.1. Dizi Varyasyonu ve Genetik Veri Analizlerine Ait Bulgular

Saga cinsi Ephippigera tiir grubuna ait 16S rDNA geni dizilerinin tiimii,
GenBank veri tabanina birer birer aktarilarak “nucleotide blast” uygulandi.
Yapilan incelemede, elde edilen dizilerin tiimiiniin Saga cinsine ve mitokondriyal
16S rDNA genine ait oldugu ve dolayistyla herhangi bir kontaminasyon olmadigi
tespit edildi. Ayrica DNASp V5 programu ile yapilan kontrol neticesinde de elde
edilen dizilerin numt (niikleusta bulunabilen kopya genler) igermedigi tespit
edildi.

Saga cinsi Ephippigera tiir grubuna ait Saga ephippigera, S. hakkarica ve
S. syriaca tiirlerinden birer populasyon olmak iizere, toplamda 15 bireyden elde
edilen 16S rDNA geni dizileri diizenlenerek dizileme isleminden sonra, gaplar ve
eksik (missing) bazlar c¢ikarildiginda, 470 bg¢’lik kisim filogenetik analizlerde
kullanildi (Sekil 3.10.). Yapilan haplotip dagilimi analizinde toplamda 15 i¢ grup
(in-group) ve 1 dis grup (out-group) dizisine ait, 10 farkli haplotip (h:10) oldugu
tespit edildi (Cizelge 4.1.). S. ephippigera tiiriine ait 4, S. hakkarica tiiriine ait 3 ve
S. syriaca tiirtine ait ise 2 farkli haplotip oldugu goriildii (Cizelge 3.2, Cizelge
4.1.). Haplotip gesitliligi degeri (hd) 0.9167 olarak bulundu. Yapilan genetik veri
analizlerinde, Saga cinsi Ephippigera tiir grubuna ait 16S rDNA geni baz
frekanslar1 freqT(U)=0.3582, freqC=0.1049, freqgA=0.3113, freqG=0.2256 ve
A+T= 0.6695 iken G+C=0.3305 olarak saptanmistir. Diger taraftan niikleotid
kompozisyonlari; 6zdes baz ciftleri (identical pairs=ii) = 451, transisyonel baz
ciftleri (transitional pairs=si) = 16, transversiyonel baz ciftleri (transversional
pairs=sv) = 3 ve R (si/sv) degeri= 5,4 olarak bulunmustur. Ayrica elde edilen
dizilere ait genetik veri analizlerinde, degisken bolge (variable sites= V)= 42,
korunan bolge (conserved sites)= 428, parsimonik informatif bolge (PIS) = 37 ve
parsimonik uninformatif bolge (PUS)=5 olarak bulunmustur (Cizelge 4.2.).
Genetik veri analizleri ¢alismada elde edilen 16S rDNA geni dizilerinde 3
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korunan bolge oldugunu gostermistir (Cizelge 4.3.). Bu bolgeler, dizilerin (i) 172-
202, (ii) 335-384 ve (iii) 409-439 numarali bazlar arasinda yer almaktadir.

Tez c¢alismasinda yer alan Saga cinsi Ephippigera tiir grubuna ait 3
populasyonun, populasyon igi ortalama (average) TIM3+l genetik uzaklik
degerleri sirasiyla; S. syriaca (Sanliurfa, Bozova populasyonu) % 0.09, S.
hakkarica (Hakkari, Baykoy populasyonu) % 0.21 ve S. ephippigera (Erzincan,
Kemaliye populasyonu) %0.57 olarak bulunmustur (Cizelge 4.4.). Diger taraftan,
tez ¢aligmas1 kapsaminda yer alan Saga cinsi Ephippigera tiir grubuna ait 3 tiiriin
populasyonlar arasi ortalama (average) TIM3+I genetik uzaklik degerleri ise, S.
syriaca (Sanlurfa, Bozova populasyonu) ile S. hakkarica (Hakkari, Baykoy
populasyonu) arasinda % 5.67; S. syriaca (Sanliurfa, Bozova populasyonu) ile S.
ephippigera (Erzincan, Kemaliye populasyonu) arasinda %6.53 ve S. hakkarica
(Hakkari, Baykoy populasyonu) ile S. ephippigera (Erzincan, Kemaliye
populasyonu) arasinda % 5.31 olarak tespit edilmistir (Cizelge 5.5).

Cizelge 4.1. Calisma kapsaminda Saga cinsi Ephippigera tiir grubuna ait 15
bireyden elde edilen 16S rDNA geni dizilerinin haplotip dagilimi ve
cesitliligine ait veriler

Haplotip sayisi, h: 10

Haplotip ¢esitliligi, Hd: 0,9167

Hap_1:1 [Kawanaphila nartee]

Hap_2: 1 [S. hakkarica5]

Hap_3:1 [S. hakkarica4]

Hap_4: 3 [S. hakkarical, S. hakkarica2, S. hakkarica3]
Hap_5: 4 [S. syriaca2, S. syriaca3, S. syriaca4, S. syriacas]
Hap_6: 1 [S.syriacal]

Hap_7: 2 [S.ephippigeral, S.ephippigera5]

Hap_8: 1 [S.ephippigera4]

Hap_9: 1 [S.ephippigera3]

Hap_10: 1 [S.ephippigera2]
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Cizelge 4 2 Saga cinsi Ephlpplgera tiir grubuna ait 15 bireyden elde edilen 16S rDNA geni dizileri ve varyasyonel d|2|Ier

S i 1

S wyrmrw 1
S i ¥
S i §
Sy 4

L]
]

A

- mmmamﬂrmwm

A

-

A

G

i

i

i

i

i

A

(-
A A T T G

AAc.-

[ o

G oA 0

EEEEE R

3

@

[ ]

AA

]

]

@

r\'.c.--:.-c.-\'.\'.

[Nl Ll

]
T
i
T
i
T
T
T
T
i
i

DA BT 29 24e W M0 2% o

AT

GOA

A0

AA
[

]

®omom oW
A BB e

]

]

&H &m AW &

A

eeeRo

T

A

i

A

A

A

3

A

e LSRR RRRRRER
RN

A G

i
e P
'L
'

Cﬁﬂﬂﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬂﬁﬂﬁﬂﬂﬁbﬁ

G
Iy Im
A

r

G

A

@

A

s e

]

0

EIEEES

L\'.c.-\'.r

oW M m m G
[ B B |

T

T

A ATE 4 ATE A

i

FEEEEEREEER B

e

]

A T GO
[ A
[ A
[ A
[ A
[ A
[ A
[ A
G A
A
[ A
L
xnp Im
oA AT
[
G
[
G
G
T
e

[

HOomoum o
GoA A& T

T R
A G OA GG

]

A

MR ONE WM NS NE WP uE NE
GG LI B A -

M OND B4 NS N WP N N
- A

i

FIEIEIEIENEEEECES
& A G

]

]

- &0

[

LI |

OEOBE1 O340 OGS OBEI 334 M4e B 330 38 A ) #JHJMJ:HJ:EHHJ’JJ m&lm&uxtumeJr

GoA 0

EFEEEEEEEEEEEE T O T
GO0 1 G oA A G G G ¢ 0 G ¢ G G T A T T o1 0 & A & 1 G

-

BRI

A

EE

[
[
[
[
[
[
[
[
[
[
[

oA T & [ &
EROME WA NS EE W ME NN 2N A 2D D M 2B IE N0 B oam W oo
A G oA ©OE & T A T A G A G O© T T G A T A G T A T 0

R
[ZRcR TN =l ol el e oy 2

EE R

(]

GO0 o0 G G G G o1 G oA C A T G G oA G oA T A T A A T A A

R

&

oA T T oA G oA 1 G oA A G I T A £ € F 1 A G G G A T A

R R O O
eeRRERRRRD

EIETEEEEE]

P& e A A

=g

LY

A

A ©

A AT

-

A G

i

[ |

AL A GO

&
S aa AW AW SN S ST ST e S S a0 S & am &

A G

a0

o o oS e of
A A A G 1 A

A

ERETRE
[

L= ]
LI |

T

&

i

G

i

o

PR

A G

B O RN M N OB OBD RY S BE NP B OB 2 2N 20 2 23 2rs 2 200 2 20 BN B 3D OB B4 S SR OE0 S B SN M) ED BN EA ER 2R N R 2N oI
A 3 [

oA

ceee

ET- T TR T T R T TR ]

oA

A G

[

R

A

O AR s a0
Prr A A

]

& G oA A
o oEN 38 AR
A1 A

i TCRRRRRORRR

]

B OE B B BB

Goe A

A G

[

i

T

EE OE7 OXE Em o3m an

i

i

A

]

A

(]

R
AT

]
[ |

i R A L R UL L R S R L
[

T

GooA

,CEREFRRRR RN

AA

m
@

=
]

]

]

A

eeeRo

]

now
AT

PEEE B EE ERER

I oIm In DR In IE O ImoIn
[

A

A ]

[ |

A G G

]

4
A

A

EBL]

&

A

&

[

-.E))-)-))-)-))-)-))-

@

i

O e S
G A G0

A

A

i

[
&

=l

nonnn

&
&
&

A

LT YT 1T

Mo

-]
A A

]

[l ol ol

T

A
oA e 3E 3w JrJaJu
A

[

noER En

[

[

A

]

]

i

afz &M ara 4r3 A8 AP 4 &

i

26




Cizelge 4.3. Calisma kapsaminda Saga cinsi Ephippigera tiir grubuna ait 15

bireyden elde edilen 16S rDNA geni dizilerine ait korunan bdolgeler (C=
Conserved regions)

Korunan bolgeler (Conserved Regions)

[Bolge: Baglama-Bitis  Koruma Homozigotluk derecesi P-degeri]
Bolge_1: 172-202 1,000 1,000 0,0500
ATGTAGAGGACGAGAAGACCCTATAGAGCTT

Bolge_2: 335-384 1,000 1,000 0,0071
TATTGATTATTAGATGAAGTTACCTTAGGGATAACAGCGTAATTTTTTTT

Bolge 3: 404-439 1,000 1,000 0,0369
AAAGGATTGCGACCTCGAATGTTGGATTAAGATAAT

Cizelge 4.4. Tez ¢alismasinda yer alan Saga cinsi Ephippigera tiir grubunda,
populasyon igi ortalama (average) TIM3+1 genetik uzaklik (distance)

degerleri
Tiir Saga syriaca S. hakkarica S. ephippigera
Sanliurfa Hakkari Erzincan
Populasyon (Bozova) (Baykoy) (Kemaliye)
HKY genetik 0.0009 0.0021 0.0057
uzaklik
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Cizelge 4.5. Tez ¢alismasinda yer alan Saga cinsi Ephippigera tiir grubunda,
populasyonlar arasi ortalama (average) TIM3+1 genetik uzaklik (distance)

degerleri

Tiir Saga syriaca S. hakkarica S. ephippigera
Sanliurfa Hakkari Erzincan

Populasyon (Bozova) (Baykoy) (Kemaliye)
Sanliurfa 0 0.0567 0.0653
(Bozova)
Hakkari 0.0567 0 0.0531
(Baykoy)
Erzincan 0.0653 0.0531 0
(Kemaliye)

4.2. Filogenetik Analizlere Ait Bulgular

Filogenetik analizlerde daha dogru sonuca ulasabilmek igin dizi veri
setlerine uygun modeli bulmak iizere, Akaike Information Criterion (AIC) baz
alinarak Jmodeltest uygulamasi yapilmistir. Yapilan analiz neticesinde, c¢aligma
kapsaminda elde edilen 16S rDNA geni dizileri igin en uygun model olarak
TIM3+I modeli belirlenmistir (Cizelge 4.6.)

Cizelge 4.6. Jmodeltest uygulama verileri (Akaike Information Criterion)

AKAIKE INFORMATION CRITERION (AIC)

Model selected: Model = TIM3+I

partition = 012032
-InL = 1130.1415

K =37

fregA = 0.3113
freqC = 0.1049
freqG = 0.2256
freqT = 0.3582

R(a) [AC] = 0.0005
R(b) [AG] = 11.8083
R(c) [AT] = 1.0000
R(d) [CG] = 0.0005
R(e) [CT] = 2.1300
R(f) [GT] = 1.0000
p-inv = 0.6390
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Saga cinsi Ephippigera tiir grubuna ait 3 tiir ve 15 bireyin molekiiler
filogenisinin ortaya ¢ikarilmasi i¢in, mitokondriyal 16S rDNA geni dizileri
kullanilarak Bayesiyan (Sekil 4.1.) ve Maksimum Likelihood (Sekil 4.2.)
analizleri yapilmistir. Her iki analizde de 3 farkli klad belirlenmis (Sekil 4.1.,
Sekil 4.2.) ve Ephippigera tiir grubuna ait 3 tiiriin de (S. syriaca, S. hakkarica ve
S. ephippigera) monofilisi desteklenmistir. Ancak tiirlerin kendi aralarindaki
filogenetik iliskiler baz alindiginda, Bayesiyan ve Maksimum Likelihood
analizlerinin farkli topolojiler gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.1., Sekil 4.2.).

Filogenetik analizlerin her ikisinde de yiiksek oranda destelenen; Klad 1,
S. ephippigera tiiriinti, Klad 2, S. hakkarica tiiriinii ve Klad 3, S. syriaca tiiriinii
icermektedir.

Filogenetik analizlerden elde edilen bulgulara gore tiirler arasindaki
iligkiler asagidaki gibidir:

Bayesiyan analizi: (Kawanaphila nartee + (S. ephippigera) + (S. hakkarica
+ S. syriaca)).

Maksimum Likelihood Analizi: (Kawanaphila nartee + (S. syriaca + (S.

ephippigera + (S. hakkarica )))).
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Hap_1  Kawanaphila nartee
Hap_7
wps | KLAD 1
oo 0,541 S. ephippigera
Hap_9
Hap_10
Hap_2
KLAD 2
e Hap_3 S. hakkarica
Hap_4
0,632
Fp_35 KLAD 3
0,981 S. syriaca
Hap_6
04

Sekil 4.1. Saga cinsi Ephippigera tiir grubuna ait tiirlerinin 16S rDNA geni dizileri kullanilarak yapilan ve Bayesiyan analizi sonucu
ortaya cikan filogenetik akrabaliklari (Skala, her bir bolgedeki substusyon sayisint (number of substitution per site),
diigtimlerdeki (node) degerler ise majority-rule bootstrap degerlerini gostermektedir).

30



Hap1  Kawanaphila nartee
e Hap 2
1000 100.0 Hap 3
s e Hap 4
58.4
100.
100.0
1000
100.0
617
100.0
100.0 Hap 5
Klad 3
100.0
S. syriaca
100.0 Hap 6

50 kength units

Klad 2

S. hakkarica

Hap 7

Ha010 | Klad 1

S. ephippigera
Hap 8

Hap 9

Sekil 4.2. Saga cinsi Ephippigera tiir grubuna ait tiirlerinin 16S rDNA geni
dizileri kullanilarak yapilan ve Maksimum Likelihood analizi sonucu
ortaya c¢ikan filogenetik akrabaliklart (Skala, her bir bdlgedeki
substusyon sayisin1 (number of substitution per site), dallanmalardaki
degerler ise TIM3+l modeli ile yapilan 1000 tekrarli bootstrap

degerlerini ifade etmektedir).
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4.3. Kladogenetik Olaylarin Tarihlendirilmesine (Molekiiler Saat
Uygulamasi) Ait Bulgular

Saga cinsi Ephippigera tiir grubuna ait tiirlerinin 16S rDNA dizileri
kullanilarak, kladogenetik olaylarin tarihlerinin tahmini igin yapilan ESS
(Effective Sample Size), TRACE ve molekiiler saat uygulanmasi sonucunda, tiir
grubuna ait soy hatlarinin yaklagik 0.4 milyon yil 6nce evrimlesme siirecine

girdigi ve farklilasmaya basladig belirlenmistir (Sekil 4.3., 4.4. ve 4.5.).

Kladogenetik olaylarinin tarihlendirmesine yonelik yapilan analizler
neticesinde, Saga cinsi Ephippigera tiir grubunun dis grup olan Kawanaphila
nartee tiirinden 0.84 milyon yil oOnce ayrildigi bulunmustur. Saga cinsi
Ephippigera tiir grubuna dahil tiirlerin farklilagma seyirleri ele alindiginda, Saga
ephippigera tiiriiniin yaklagik 0.38 milyon yil 6nce, S. syriaca ve S. hakkarica
ortak kladindan ayrildigi goriilmektedir. Diger taraftan molekiiler saat uygulamasi
sonucu elde edilen filodendrogram incelendiginde S. syriaca’nin, S. hakkarica soy

hattindan, 0.29 milyon y1l farklilagsmaya basladigi bulunmustur.
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Sekil 4.5. Saga cinsi Ephippigera tiir grubuna ait tiirlerinin 16S rDNA geni dizileri kullanilarak yapilan, BEAST programu ile elde
edilen molekiiler saat uygulamasiyla, farklilagma zamanlarini gésteren dendrongram (0,09 = 0.09 milyon yil).
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5. TARTISMA VE SONUC

Saga (Orthoptera, Tettigoniidae, Saginae) cinsi Ephippigera tiir grubunun
16S rDNA filogenisi ve morfolojik tiir hipotezlerinin molekiiler verilerle
Sinanmasint  iceren bu tez c¢alismasi, 2018-2020 yillar1  arasinda

gerceklestirilmistir.

5.1. Sistematik Degerlendirme

Saga cinsi Ephippigera tiir grubu, Sirin vd. (2019) tarafindan bioakustik
veri ve Karakterlere dayanilarak belirlenmistir. Sirin vd. (2019) yaptiklart
calismada 3 tiir grubu tanimlamiglardir. Bu tiir gruplari: (i) Ephippigera tiir grubu;
S. syriaca, S. ephippigera ve S. hakkarica, (ii) Natoliae tiir grubu; S. natoliae, S.
beieri, S. longicaudata, S. puella ve (iii) S. cappadocica tiiriidiir. Ayn1 ¢alismada
S. hakkarica tiirii tammmlanmis ve S. ephippigera syriaca ve S. ephippigera
ephippigera alttiirleri, tir diizeyinde S. syriaca ve S. ephippigera olarak
degerlendirilmistir (Sirin vd., 2019).

S. ephippigera tiiriiniin, diinya {izerinde, Anadolu, Israil, Urdiin,
Azerbeycan, Ermenistan, Kafkasya, Suriye ve iran olmak iizere genis bir yayilisa
sahip yayilis1 oldugu (Kirby, 1906; Kaltenbach, 1964, 1967; Ramme, 1951; Bader
ve Massa, 2001; Sirin vd., 2019), Anadolu’da ise 6zellikle Dogu Anadolu ve
Giineydogu Anadolu Bolgesinde yayilis gosterdigi goriilmektedir (Karabag, 1958;
Kaltenbach, 1967; Karabag vd., 1971, 1980; Demirsoy, 1975; Salman, 1978;
Sevgili ve Ciplak, 2000; Sevgili vd., 2012; Mol vd., 2016; Sirin vd., 2019).
Ephippigera tiir grubunun ikinci tiirii olan S. syriaca Lucas, 1864 tiiriiniin, diinya
tizerinde, Anadolu, Suriye ve Irak’ta yayilis gosterdigi (Kirby, 1906; Kaltenbach,
1964, 1967; Mol vd., 2016; Sirin vd., 2019) ve Anadolu kayitlarinin 6zellikle
Giineydogu Anadolu’da oldugu bilinmektedir (Kaltenbach, 1967; Mol vd., 2016,
Sirin vd., 2019). Goériildiigi tizere, S. ephippigera ve S. syriaca tiirlerinin Suriye
ve Giineydogu Anadolu’da c¢akisan kayitlar1 mevcuttur ve o6zellikle alttiir
diizeyinde verilmis eski lokalite kayitlarinin tekrar kontrol edilmesi ve 6rneklerin
detayli incelenmesi gerekmektedir. Ephippigera tiir grubunun tglincii tiirii olan
Saga hakkarica tiirliniin ise yalnizca Hakkari’de yayilis gosterdigi bildirilmistir

(Sirin vd., 2019). Tez ¢aligmasi kapsaminda, Yapilan arazi ¢aligmalar1 sonucunda
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Saga cinsi Ephippigera tiir grubuna ait; Saga ephippigera tiirii Erzincan,
Kemaliye, Ocak Koyii’nden, Saga syriaca tiirii, Urfa, Bozova, Giilbiten
mezrasindan ve Saga hakkarica tiirii ise Hakkari, Baykdy lokalitesinden
toplanmigtir. Toplanan 6rnekler morfolojik ve biyoakustik yonden incelenmis, tiir
teshisleri ilgili literatiirler yardimiyla yapilmistir (Kirby, 1906; Kaltenbach, 1964,
1967; Sirin vd., 2019).

Tez ¢alismas1 kapsaminda onceki boliimlerde, Saga cinsi Ephippigera tiir
grubuna ait tiirlerin morfotiir hipotezlerinin molekiiler olarak test edilmesi
gerektigi vurgulanmigtir. Ancak Saga cinsine iliskin molekiiler verilere dayali
degerlendirmelerin olduk¢a sinirli oldugu goriilmiistiir. Bu kapsamda yalnizca iki
calisma mevcuttur (Giannoulis vd., 2011; Kolics vd., 2012). Giannoulis vd.
(2011) 397 baz giftlik COI geni dizilerini kullanarak, Avrupa’da yayilis gosteren 6
tir (S. campbelli, S. hellenica, S. natoliae, S. pedo, S. rammei ve S. rhodiensis)
filogenetik acidan degerlendirmislerdir. Bu g¢alismada Anadolu’dan 6rnekleme
yapilmadigi goriilmektedir. Kolics vd. (2012)’nin yaptiklar1 ¢alismada ise 3
mitokondriyal gen (COI, Cytb ve 16S rRNA) ve ¢ekirdek DNA’sina ait bir gen
(ITS2) kullanilarak 9 tiiriin (S. c. campbelli, S. c. gracilis, S. hellenica, S. natoliae,
S. ornata, S. pedo, S. rammei, S. cappadocica ve S. ephippigera) filogenetik
analizi yapilmistir. Kolics vd. (2012)’nin yaptiklar1 ¢alismada Anadolu’dan birer
lokaliteden aldiklari, S. cappadocica ve S. ephippigera tiirlerini dahil etmislerdir.
Kolics vd. (2012)’nin yaptiklar1 ¢alismada S. ephippigera ve S. ornata soy
hatlarinin Avrupa Saga tiirlerinin bazal kladinda yer aldig1 ve koken teskil ettigi

belirtilmistir.

Ancak calisma sonucunda elde ettikleri filogenetik agaglar g6z Oniine
alindiginda, 6zellikle Anadolu’dan dahil edilen tiirlerin bulundugu kollarda tam
bir ¢éziimleme yapilmadigir ve S. ephippigera tiriiniin S. ornata tiirii ile ayni
kladda bulundugu goriilmektedir (Kolics vd., 2012). Bu durumun, Anadolu’dan

yapilan 6rneklemenin yetersiz olmasindan kaynaklanabilecegi diisiinilmektedir.
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5.2. Genetik Veri Analizlerinin Degerlendirilmesi

Tez ¢alismas1 kapsaminda yapilan genetik veri analizleri sonucunda, Saga
cinsi Ephippigera tiir grubuna ait Saga ephippigera, S. hakkarica ve S. syriaca
tirlerinden birer populasyon olmak iizere, yapilan DNA izolasyonu, PCR ve
dizileme islemlerinden sonra, mitokondriyal 16S rDNA genine ait 470 bg’lik dizi
filogenetik analizlerde kullamilmistir. Diger taraftan Saga cinsinin molekiiler
filogenisi lizerine yapilmis az sayida ¢alismadan, Kolicks vd. (2012) 16S rDNA
genine ait 507-508 bg¢’lik dizi iizerinden analiz yapmislardir. Bu farkliligin
kullanilan primerlerin farkliligindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Tez
caligmas1 kapsaminda, yapilan genetik veri analizleri sonucunda, Saga cinsi
Ephippigera tiir grubuna ait 16S rDNA geni baz frekanslari; freqT(U)=0.3582,
freqC=0.1049, fregA=0.3113, freqG=0.2256 ve A+T= 0.6695 iken G+C=0.3305
olarak belirlenmistir. Diger taraftan niikleotid kompozisyonlari; 6zdes baz
ciftleri= 451, transisyonel baz ¢iftleri = 16, transversiyonel baz ciftleri = 3 olarak
bulunmustur. Ayrica elde edilen dizilere ait genetik veri analizlerinde, degisken
bolge = 42, korunan bolge = 428, parsimonik informatif bolge = 37 ve parsimonik
uninformatif bolge =5 olarak bulunmustur. Ancak bu degerler, Saga cinsine ait
tiirlerin molekiiler filogenisini igeren ve 16S rDNA geni kullanilarak yapilan tek
calisma olan Kolics vd. (2012)’nin yaptig1 ¢aligmada belirtilmedigi i¢in, herhangi
bir karsilastirma yapilamamaktadir. Diger taraftan Giannoulis vd. (2011)’nin
MtDNA COI geninin 397 b¢’lik kismimi kullanarak yaptiklart ¢alismada, 103
degisken ve 64 parsimonik informatif bolge bulduklar1 bilinmektedir. Bu durumda
Saga cinsine ait tiirler bazinda mtDNA COI geninin, 16S rDNA genine gore daha

hizli evrimlestigi sdylenebilir.

Saga cinsi Ephippigera tir grubuna ait 3 tiiriin, populasyon igi ve
populasyonlar arasi, ortalama (average) TIM3+l genetik uzaklik degerleri ele
alindiginda, 16S rDNA geni bakimindan populasyon i¢i (her tiire ait tek
populasyon oldugu icin tiir i¢ci de kabul edilebilir) genetik farklilik degerleri, S.
syriaca (Sanliurfa, Bozova populasyonu) % 0.09, S. hakkarica (Hakkari, Baykoy
populasyonu) % 0.21 ve S. ephippigera (Erzincan, Kemaliye populasyonu) %0.57
olarak bulunmustur. Bu baglamda, 16S rDNA geni bakimindan en fazla genetik

farkliligin S. ephippigera populasyonunda, en az farkliligin ise S. syriaca oldugu
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goriilmektedir. Bu durumun Ornek sayisindan kaynaklanabilecegi gibi, Saga
ephippigera soy hattinin daha 6nce evrimlesmesiyle de ilgili olabilir. Kolics vd.
(2012)’nin yaptiklar1 ¢calismada S. ephippigera tiiriiniin kéken soy hatt1 olmasi da
bu durumu desteklemektedir.

Tez galismasi kapsaminda, populasyonlar arasi (her tiire ait tek populasyon
oldugu i¢in, tiirler aras1 da kabul edilebilir) 16S rDNA geni bakimindan, ortalama
(average) TIM3+I1 genetik uzaklik degerleri ele alindiginda, S. syriaca (Sanliurfa,
Bozova populasyonu) ile S. hakkarica (Hakkari, Baykdy populasyonu) arasinda %
5.67; S. syriaca (Sanliurfa, Bozova populasyonu) ile S. ephippigera (Erzincan,
Kemaliye populasyonu) arasinda %6.53 ve S. hakkarica (Hakkari, Baykoy
populasyonu) ile S. ephippigera (Erzincan, Kemaliye populasyonu) arasinda %
5.31 degerleri bulunmustur. Bu sonu¢ 16S rDNA geni bakimindan S. hakkarica ve
S. ephippigera tiiriiniin daha yakin akraba oldugunu gostermektedir.

Calismadan elde edilen genetik uzaklik verileri, Kolics vd. (2012)
caligmasi ile karsilastirildiginda, ¢alismada mtDNA COI, Cytb ve 16S rDNA
genlerinin genetik farklilik degerlerinin birlikte verildigi, S. ephippigera tiiriine ait
bir degerlendirilme yapilmadigi, ancak S. pedo, S. c. campbelli ve S. c. gracilis
taksonlarmin genetik farkliliginin  %1.42 ile % 2.75 arasinda degistigi
goriilmektedir. Bu degerler tez ¢aligmasi kapsaminda incelenen S. ephippigera, S.
syriaca ve S. hakkarica tiirlerinin 16S rDNA geni bakimindan genetik
farkliliklarindan ~ diistik  degerler olup, bu durumun bu tir grubunun
evrimlesmesinin, Avrupa tiirlerine gére daha eski olmasindan kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir. Bu ¢ikarsama, Kolics vd. (2012)’nin yaptiklar1 filogenetik

calisma ile de desteklenmektedir.

Tez ¢alismasinda, Saga cinsi Ephippigera tir grubuna ait tiirlerin
mitokondriyal 16S rDNA geni dizi verileri kullanilarak yapilan filogenetik
degerlendirmeler i¢in Bayesiyan ve Maksimum Likelihood analizleri
kullanilmistir. Her iki analiz sonucunda da S. ephippigera, S. syriaca ve S.
hakkarica tiirlerinin monofilisi yiiksek degerlerle desteklenmistir. Sonug olarak,
bu 3 tiirtin morfolojik tiir hipotezleri, molekiiler verilerle sinanmis gegerlilikleri
desteklenmigstir. Diger taraftan Sirin vd. (2019)’nin yaptiklar1 ¢alismada S. e.

ephippigera ve S. e. syriaca alttiirlerini tiir diizeyinde degerlendirmeleri de
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molekiiler olarak desteklenmistir. Ancak 16S rDNA geninin tek basma tiirler
arasindaki filogenetik iliskiyi ortaya koymak icin yeterli olmadigr goriilmistiir.
Calismada yer alan populasyonlar bazinda, Bayesian ve Maksimum Likelihood
analizleri sonucunda, Saga cinsi Ephippigera tiir grubuna ait tiirlerin filogenetik
akrabalik iligkilerinin farkli iki senaryo ile sonuglanmis oldugu goriilmiistiir.
Bayesiyan analizinde, koken soyhatti politomik durumdan dolayr net ortaya
cikmazken, S. hakkarica tiirii, S. syriaca tiiriine filogenetik olarak daha yakin
akraba ¢ikmugtir. Maksimum Likelihood analizinde ise S. syriaca tiirii
Ephippigera tiir grubunun koken soy hatti olarak ayri bir kladda yer alirken, S.
hakkarica ve S. ephipigera tirii ile aym kladda yer almistir. Tez calismasi
kapsaminda elde edilen 16S rDNA genetik uzaklik verileri de bu Maksimum
Likelihood analizi sonucunu desteklemektedir. Diger taraftan, filogenetik
analizlerin iki farkli sonug¢ gostermesi, 0rnek sayilarinin ve molekiiler belirtecglerin

(marker) sayisinin artiritlmasi gerektigine isaret etmektedir.

5.3. Kladogenetik Olaylarin Tarihlendirilmesi ve Filocografya

Molekiiler saat uygulamasi sonucunda elde edilen filodendrogram
incelendiginde, S. ephippigera tiirii, Ephippigera tiir grubunun kdken soy hatti
olusturturdugu ve yaklasik olarak 0.38 milyon yil 6nce, tiir grubunun diger soy
hatlarindan ayrildigimi goriilmektedir. Diger taraftan molekiiler saat verileri, S.
syriaca ve S. hakkarica tiirlerinin de 0.29 milyon yil 6nce ayri iki soy hattina
ayrildigr gorilmektedir. Bu tarihler paleocografik olarak degerlendirildiginde
Kuaterner donemi, Pleistosen periyodu, Orta Pleistosen (Mid-Pleistocene) alt
doéneminin, lonian evresine denk gelmektedir (Lisiecki ve Raymo, 2007). Bu
donemde Giinz-Mindel buzullar aras1 donemi, Mindel Buzul donemi ve Mindel-
Riss buzullar aras1 déonemi yer almaktadir. Bu baglamda Saga cinsi Ephippigera
tiir grubunun tiirlesmesinde, Orta Pleistosen donemi buzul ve buzullar arasi
devirlerindeki iklimsel degisimlerin 6nemli rol oynadigi diisiiniilmektedir. Saga
cinsine ait tilirlere iliskin su ana kadar yapilmis molekiiler saat uygulamasi
olmadigindan, elde edilen veriler, literatiir verileri ile karsilastirilamamistir.
Ancak Chobanov vd. (2016)’nin Isophya (Orthoptera, Tettigoniidae) cinsinin

Anadolu ve Balkan tiirlerinin molekiiler filogenisini igeren ¢alismalarinda,
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filocografik tarihlendirme agisindan tez ¢aligmasi sonucunu desteler nitelikte

bulgular mevcuttur.

5.4. Sonuc ve Oneriler

Tez c¢aligmasinda sonucunda, S. ephippigera, S. syriaca ve S. hakkarica
tiirlerinin morfolojik tiir hipotezleri, belirte¢ bir gen olan 16S rDNA geni dizi
verileri ile molekiiler acidan test edilmis ve tiir hipotezleri desteklenmistir. Bu
baglamda Sirin vd. (2019)’nin c¢aligmalarinda tiir diizeyine ¢ikarilan S.
ephippigera ve S. syriaca tiirleri ve yine ayni ¢alismada tanimlanan S. hakkarica
tirtiniin  giincel taksomik statiileri korunmus ve desteklenmistir. Saga cinsi
Ephippigera tiir grubunun, kdken soy hattinda S. ephippigera tiiriiniin yer aldigi,
tiir grubunun soy hatlarinin yaklasik 0.4 milyon yil 6nce farklilastigi ve tiir
grubunun evrimlesmesinde Orta Pleistosen periyodunda yer alan buzul ve buzullar

aras1 devirlerdeki iklimsel degisimlerin etkili oldugu ortaya ¢ikarilmistir.

16S rDNA geninin Saga cinsine ait tiirlerin filogenisinin ortaya
cikarilmasinda yararli bir gen oldugu ortaya ¢ikmistir. Ancak bu genin tek basina
filogenetik akrabaliklarin ortaya ¢ikarilmasinda yeterli olmadigi goriilmistiir. Tiir
basina populasyon sayisi ve ornek sayisinin artirtlmasiyla, cinsin diger tiirlerinin
de dahil edildigi ve belirte¢ genler olarak, 16S rDNA geni yaninda, diger
mitokondriyal genlerin (COI, Ctyb vb.) ve niiklear genlerin (ITS genleri vb) de
analiz edildigi filogenetik bir ¢aligmanin oldukc¢a yararli olacagi ongoriilmekte ve

onerilmektedir.

Diger taraftan, Saga cinsi avci/predator cekirgeler igermektedir. Bu
nedenle ekosistem icin olduk¢a dnemli ve dengeleyici bir 6zellige sahiptir. Cinse
ait tirlerin, tarima zararli boceklerle de beslenmesi nedeniyle, biyolojik
miicadelede 6nemli rol oynayabilecegi degerlendirilmektedir. Tiir grubu bazinda
veya cinsin tiim elemanlarini, Anadolu’daki dagiliminin detaylica incelenmesi
oldukca onemlidir. Anadolu’da ge¢miste oldugu gibi son yillarda da cekirge
istilalarindan siklikla s6z edilmistir. Bu baglamda ekosistemde avci ve dengeleyici
rol oynayan Saga cinsine ait tiirlerin, istilaya neden olan g¢ekirgeler basta olmak
lizere, tarim zararlisi diger bocekler iizerinde baskilama olusturmaktadir. Bu
nedenle Saga cinsine ait tirlerin bulundugu alanlarin korunmasi, tarim

zararlilariyla miicadele agisindan olduk¢a onemlidir. Sonug¢ olarak, Saga cinsi
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tizerine gelecekte yapilacak; filogenetik, filocografik, koruma biyolojisi, lireme
biyolojisi ve yayilis tespiti ¢alismalarinin, tilkemizin tarim ve zirai stratejilerini

yakindan ilgilendiren degerli calismalar olacagi1 degerlendirilmistir.
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