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ONSOZ
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OZET

ANADOLU DAG KURBAGALARININ GENETIK CESITLIiLiGiNIN BELIRLENMESI

Tugba ERGUL KALAYCI

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah
Doktora Tezi
Damismani: Do¢. Dr. Nurhayat OZDEMIR

Anadolu dag kurbagalar1 (Rana macrocnemis, Rana camerani, Rana holtzi ve Rana tavasensis)
Kafkasya, iran, Irak’in bazi1 bolgeleri ve Anadolu’da yayilim gdstermektedir. Literatiirde tiirlerin
taksonomik durumlarini belirten ¢alismalar ¢ogunlukla morfolojik d6zelliklere dayali olup, bu
gruba ait populasyon genetigi ¢aligmasi ise bulunmamaktadir. Bu ¢alismada Anadolu’dan 31
farkli populasyondan toplanan 132 6rnegin mtDNA (cyt b ve COI) ve nDNA (RAG1 ve POMC)
baz siralarina dayali filogenetik ve 6 farkli mikrosatellit lokusuna dayali populasyon genetigi
analizleri yapilmistir. Her iki mtDNA gen bdlgesi maksimum tutumluluk, bayesiyan ¢ikarsama
yaklagimi ve maksimum benzerlik analizleri yiiksek sec¢-bagla ve posterior olasilik degerleri ile
(cyt b igin; 99/1,0/88; MP/BI/MB, COI igin; 100/1,0/100; MP/BI/MB) R. tavasensis tiirii diger
Anadolu dag kurbagalarindan ayrilirken, R. holtzi, R. camerani ve R. macrocnemis tiirleri
arasinda herhangi bir genetik farklilik elde edilmemistir. incelenen nDNA genleri bakimindan
bu tiir grubunun iiyeleri arasinda farklilik arz eden bir genetik yapilanma tespit edilmemistir.
Populasyon genetigi analizleri sonucunda, Anadolu dag kurbagalari arasinda incelenen
mikrosatellit DNA lokuslar1 bakimindan benzer genetik yapilanma gozlenmistir. Elde ettigimiz
temel bilgiler 15181nda; R. tavasensis tiri de dahil bazi gruplarimizda etkili populasyon
biiyiikliigliniin yeterli olmadig1 ve bazi lokuslarda anlamli darbogaz tespit edilmistir. Genetik
uzaklik analizleri sonucunda, cografik yap1 ile genetik yapi arasinda anlamli bir korelasyon
tespit edilmemistir. Sonu¢ olarak, mtDNA bakimindan Anadolu dag kurbagalar1 iki tiire

ayrilmistir. nDNA bakimindan ise genetik bir yapilanma gdstermemistir.

2017, 117 sayfa
Anahtar Kelimeler: Anadolu Dag Kurbagalari, mtDNA, Filogenetik, nDNA, Populasyon
Genetigi.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF GENETIC VARIATION IN ANATOLIAN MOUNTAIN FROGS

Tugba ERGUL KALAYCI

Recep Tayyip Erdogan University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Ph. D. Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Nurhayat OZDEMIR

Anatolian mountain frogs (Rana macrocnemis, Rana camerani, Rana holtzi and Rana
tavasensis) are distributed in some regions of the Caucasus, Iran, Irag and Anatolia. The studies
that indicate the taxonomic status of species in the literature are mostly based on morphological
characteristics and there is no population genetic study of this group. In this study, we collected
132 specimens from 31 different populations of Anatolia and phylogenetic and population
genetic analyzes were performed based on base sequences of mtDNA (cyt b and COI) and
nDNA (RAG1 and POMC) and 6 different microsatellite locus. The high bootstrap and
posterior probability values of the Maximum parsimony, Bayesian inferences and Maximum
likelihood analyzes of both mtDNA gene regions (for cyt b: 99/1.0/72; MP / Bl / MB, for COI:
100/1.0/100; MP / Bl / MB) shows that the while R. tavasensis species separated from other
Anatolian mountain also, no genetic difference was obtained among other Anatolian mountain
frogs R. holtzi, R. camerani and R. macrocnemis species. No distinct genetic structuring has
been identified among the members of this group in terms of the nDNA genes examined. As a
result of the population genetic analysis, a similar genetic structure was observed among
Anatolian mountain frogs in terms of microsatellite DNA locus examined. In the light of the
basic information we have obtained, including R. tavasensis species; in some of our groups,
effective population size was not sufficient and significant bottlenecks were identified in some
locus. As a result of genetic distance analysis, no significant correlation between geographical
structure and genetic structure was found. As a result, Anatolian mountain frogs are divided into

two species in terms of mtDNA. In terms of nDNA, it has not shown a genetic structuring.

2017, 117 pages
Keywords: Anatolian Mountain Frogs, mtDNA, Phylogenetic, nDNA, Population Genetic.
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1. GENEL BIiLGIiLER

1.1. Giris

Canlilarin  fenotipik  ozelliklerine bakilarak yapilan siniflandirma halen
kullanilmasima ragmen, bu Ozellikler birbirine ¢ok benzeyen organizmalarin
ayrilmasinda ve canlilarin filogenetik akrabaliklarinin  ¢ikarilmasinda basarili
olamamaktadir. Bu tip problemlerin ¢6ziimlerinde genomik iliskilerin kullanilmasi ¢ok
daha fazla fayda saglamaktadir. Genetik yontemler, 6zellikle tiirlerin birbirleriyle olan
iligkilerinin incelenmesi ve tiir tayini gibi konularda morfolojik, ekolojik ve davranissal
ozelliklere ek olarak kullanilarak morfolojik olarak ayirt edilemeyen, birbirine yakin
tirlerin ~ kesfedilmesini saglamistir (Wilcox vd., 1997; Rocha-Olivares vd., 1999;
Johnson ve Cicero, 2004; Lee ve Foighil, 2004). Ayrica endemik ve tehdit altindaki
tirlerin filocografik Oykiilerinin ve populasyonlarin genetik farklilagmalarinin
tanimlanmas: i¢in genetik ¢alismalar 6nem arz etmektedir. Ulkemizde ise amfibi
populasyonlarmin genetik yapilar1 ve cografik uzakliklar arasindaki iliskileri inceleyen
calismalar az sayidadir (Veith vd., 2003; Akin vd., 2010; Gvozdik vd., 2010; Giil vd.,
2012).

Ulkemizde yiiksek rakimda yasayan amfibilerden olan Anadolu dag kurbagalari
(kahverengi kurbagalar olarak da adlandirilmaktadirlar) grubuna ait tiirlerin ilk
ayrimlary; viicut kisimlari, desen renklenmeleri ve deri yapist farkliliklarina gore
yapilmisgtir (Baran ve Atatlir, 1986). Rana cinsine ait Anadolu dag kurbagalar
Tiirkiye’nin daglik alanlarinda, Kafkasya yarimadasi, Kuzey iran ve muhtemelen Kuzey
Irak’ta dagilim gostermektedir (Cevik vd., 2006). Anadolu’da bu grubu temsil eden
tiirler; Rana macrocnemis (Boulenger, 1885), Rana camerani (Boulenger, 1886), Rana
holtzi (Werner, 1898) ve Rana tavasensis’tir (Baran ve Atatiir, 1986). [IUCN’in Kirmizi
listesine gore bu tiirlerden Rana holtzi kritik tehlikede ve Rana tavasensis tehlike
altindaki endemik taksonlardandir (Olgun vd., 2009; Kaska vd., 2009 ITUCN Kirmiz1

listesi).

Anadolu dag kurbagalarinin taksonomik durumu 1900’1 yillarin basindan beri

sorgulanmaktadir (Franzen vd., 2008). Bu grup; morfolojik olarak birbirine benzeyen
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tiirler olan (Frost, 1985) yayilim alan1 Palearktik bdlge olan kahverengi kurbagalarin
Anadolu ayagini olusturmaktadir. Bu tiirlerin taksonomik durumu hakkinda bir¢ok
calisma yapilmistir (Boulenger, 1898; Bodenheimer, 1944; Baran, 1969; Baran ve
Atatiir, 1986; Ishchenko, 1978, 1987; Tarkhnishvili vd., 1999; Tarkhnishvili ve
Gokhelashvili, 1999; Picariello vd., 1999; Tarkhnishvili vd., 2001), ancak bu
caligmalarla tiirlesme ve yayilis alanlarinin sinirlari konusunda kesin bir bilgiye
varilamamigtir. Hatta grubun taksonomik durumunu belirleyen TUCN’in Kirmizi
Listesinde de atif yapilan ¢alismalarda dahi (Veith vd., 2003; Cevik vd., 2006) tiirlerin

isimlendirilmesinde farkliliklar mevcuttur.

16S haplotiplerine dayanarak Anadolu’dan farkli cografik lokasyonlarindan alinan
30 populasyon ile yapilan ¢alismada Veith vd., (2003); R. macrocnemis, R. camerani ve
R. holtzi taksonlarinin ayni haplotipik soy ile temsil edildigini belirtmistir. Bu ¢alismaya
gore, Rana macrocnemis ve Rana tavasensis olmak iizere Anadolu’da iki farkli tiir
tanimlanmistir. Ayni ¢alismada, R. macrocnemis ve R. camerani ile ayni haplotipik
soyda ¢ikan R. holtzi baz1 veri tabanlarinda ayr tiir olarak kategorize edilmektedir, bu
yiizden R. holtzi’nin taksonomik durumu tekrar ele alinmasi gerekmektedir. Planlanan

bu ¢alisma ile mtDNA ve nDNA gen bdlgeleri kullanilarak bu durum incelenecektir.

Veith vd., (2003)’ten farkl olarak, Cevik vd. (2006) R. macrocnemis, R. camerani
ve R. holtzi tiirlerinin tanimlandig: lokalitelerden (Uludag, Erciyes Dagi ve Karagol)
alinan Orneklerin morfolojik ozellikleri ve serum protein elektroforez ayrimlarina
dayanarak, Anadolu’da R. holtzi ve R. macronemis olmak iizere iki farkli tiiriin
yasadigini bildirmislerdir. Bahsi gecen ¢alismada R. camerani (Erciyes Dag1) tiiriiniin
R. macrocnemis’in sinonimi olarak kabul edilmesi gerektigi belirtilmis fakat R.
tavasensis’e dair bilgi verilmemistir. Ayrica, ¢alisilan lokalite sayisi tiirlerin dagilim

alanlar ile ilgili kesin bir yargiya ulagsmak icin yeterli olmamaktadir.

Literatiirde yer alan bu iki ¢alismada (Veith vd., 2003; Cevik vd., 2006)
bahsedilen uyusmazliklar goze alinarak; Anadolu dag kurbagalarina ait bu karmasikliga
Tiirkiye’den 31 farkli lokaliteden alinan toplam 132 bireyin 6 farkli mikrosatellit lokus
polimorfizmi ve bunlara ek olarak; iki mitokondriyal DNA bdlgesi [Sitokrom b (cyt b)

ve Sitokrom oksidaz (COIl)] ve iki niikleer DNA [Rekombinasyon-aktivasyon geni 1
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(RAG1) ve Proopiomelanokortin geni (POMC)] gen bolgeleri ile agiklik getirmek
hedeflenmistir.

Bu tiir grubuna ait mikrosatellit belirtecler ile populasyon genetik yapisini
belirleyici bir caligma literatiirde bulunmamaktadir. Populasyonun yapisini belirlemek
adina daha once yapilan ¢aligmalar markala-tekrar yakala metoduna dayali ¢aligmalardir
(Yildiz, 2010; Capar ve Baskale; 2016). Allozim ve mtDNA c¢alismalar1 populasyon
yapisini tespit etmek icin daha etkili sonuclar saglasada, ayrica bu genetik diisiince
icinde daima bir bosluk vardir (Wright, 1951; Mills ve Allendort, 1996).
Mikrosatellitlerin (nDNA belirtecleri) incelenmesiyle bu bosluklar kapanmaya

baslamistir.

Bu tez calismasi ile Anadolu’da dagilim gdsteren bu gruba ait tiirlerin
populasyonlarnin genetik yapisi ilk kez mikrosatellit DNA belirtegleri ile ortaya
konulacaktir. Mikrosatellit verileri 6zellikle fenotipik farklilik be benzerlik i¢eren tiirleri
ayirmak i¢in kullanilmaktadir (Luquet vd., 2015). Populasyon farklilagsmasi veya
filocografya gibi bircok c¢alismada kullanilan mikrosatellit belirtecler farkl
uzunluklarda DNA’ya ait kisa tekrar dizileri olarak tanimlanmaktadir. Omurgal
genomuna Ozgili ve genellikle yiiksek derecede polimorfizm gostermektedirler
(Beckmann ve Weber, 1992). Diisiik maliyette kolay ¢ogaltim 6zelligi mikrosatellitleri
farkli birgok genetik ¢alismalarinda kullanish oldugunu kanitlamistir. Amfibiler ile ilgili
mikrosatellit galismalarinin sayisi giin gegtikce artmaktadir (Jehle ve Arntzen, 2002).

Sonug olarak; bu calismada Anadolu dag kurbagalarina ait tiir olarak tanimlanmig
birimlerin filogenetik yapilar1 arasindaki iliskinin ilk defa kullanilacak niikleer ve
mitokondriyal DNA belirtecleri tarafindan yeniden yapilandirilmast amaglanmistir.
Ayrica, gruba ait tiirlerin populasyonlarinin genetik yapilar1 ilk defa mikrosatellit

belirtegler ile ortaya ¢ikarilmasi hedeflenmistir.

1.2. Anadolu Dag Kurbagalarinin Dagilim Alanlari

R. macrocnemis, Katkasya’da ve Anadolu’nun bir¢ok bolgesinde bulunmaktadir.

Rusya’nin Stavropolskii bolgesindeki Strizhament Dag’inda izole bir populasyonu
3



bulunmaktadir. Ayrica Irak’da da kayit gosterilmistir (Kevork, 1972), fakat bu
populasyona ait daha fazla detay gerekmektedir ve IUCN haritasina dahil edilmemistir.
Bu tiir deniz seviyesinden 3000 m rakima kadar bulunan alanlarda dagilim gosterebilir

(Kuzmin vd., 2009 IUCN Kirmizi Listesti).
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Sekil 1. IUCN Kirmiz1 Listesi veri tabanina gore R. macrocnemis ve R. camerani tiirli
dagilim alan1

R. camerani, ITUCN’in Kirmiz1 listesine gore R. macronemis tiirliniin tiirdesi
olarak smiflandirilmaktadir. Ayrica bu tiirlin taksonomik statiisiine dair devam eden bir

tartismanin varligindan bahsedilmistir (Kuzmin vd., 2009 IUCN Kirmizi Listesi).

R. holtzi, Tirkiye’nin giineyinde Toros Daglar1 sinirlar1 igerisinde yer alan Bolkar
Dagi’na endemik bir tiirdiir. Bu bolge sinirlart igerisinde Karagol (2500 m), Ciniligol
(2600 m) ve Egrigdl (Karagoél’iin 16 km gilineydogusu, 3000 m)’de kayitlarina
rastlanmaktadir. Bu kiiclik bolge icerisinde gelisigiizel yayilim gostermektedir.
Goriintise gore bu tiir i¢in uygun habitat kosullari, Bolkar Daglar’indaki Cinili G6l gibi
yiiksek rakimli alanlardan olugmaktadir (Olgun vd., 2009 IUCN Kirmiz1 Listest).



Sekil 2. IUCN Kirmizi Listesi veri tabanina gore R. holtzi tiiri dagilim alan

R. tavasensis ise Tiirkiye’ye endemik bir tiir olarak sadece Akdag (Tavas, Denizli)
ve Girdev Golil ile onun yakinindaki Elmali’nin batisinda bulunmaktadir (Franzen vd.,
2008). Akdag lokasyonunda, Kizilcabdlilk kasabasinda dere kenarlarinda da
bulunmustur (Kaska vd., 2009 IUCN Kirmizi Listesi).

Sekil 3. IUCN Kirmiz1 Listesi veri tabanina gore R. tavasensis tiirii dagilim alani
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Bununla birlikte; [IUCN’in Kirmiz1 listesiAnadolu dag kurbagalarina ait 3 tiirii (R.
macrocnemis, R. holtzi ve R. tavasensis) sistematik olarak tiir kategorisinde
degerlendirirken, amfibiler ile ilgili diger bir veri taban1 olan “Amphibiaweb” ise Veith
vd. (2003) ¢alismasini temel alarak sadece R. macrocnemis ve R. tavasensis tiirlerinin
bu grubu temsil ettigini belirtmistir (URL-1). R. camerani tiirlinlin ise; R. macrocnemis
tiriinden farkli olarak ne cografik, ne morfolojik ne de iireme izolasyonuna sahip
oldugunu ve bagka arastirmacilarin bahsettigi kiigiik morfolojik farkliliklar1 (bacak
uzunlugu, viicut sekli vb.) ekolojik ve genetik faktorlerin sebep oldugunu bildirmislerdir

(URL-2). R. holtzi tiiriinden ise sistematik olarak hi¢ bahsedilmemistir.

1.3. Anadolu Dag Kurbagalar ile lgili Yapilan Cahsmalar

Anadolu dag kurbagalar1 hakkindaki taksonomik calismalar; R. macrocnemis’in
Uludag’da tanimlanmasi ile baslamistir (Boulenger, 1885). Diger bir tiir olan R.
camerani; Kafkasya’da Tabizhuri Goli'nde ve Akhalkalaki’de tanimlanmistir
(Boulenger, 1886) ve daha sonra Anadolu’da Erciyes Dag’indan da rapor edilmistir
(Werner, 1902). Bu tiirlerin tanimlanmasi, viicut kisimlari, renk-desen farkliliklar1 ve
deri yapisina gore yapilmistir. Ugiincii bir tiir olan R. holtzi ise Giiney Anadolu’da

Toros’lar da yer alan Maden Golii’'nde tanimlanmistir (Werner, 1898).

Boettger (1892), Kafkasya’nin g¢esitli bolgelerinde R. macrocnemis ve R.
camerani tirlerinin simpatrik yasadigini  bildirmisti.  Werner (1904) ise, Bati
Anadolu’da yaptign1 c¢alismada Gokgekisik (Eskisehir)’ta topladigi ornekleri R.

macrocnemis olarak tanimlamis ve tiire ait morfolojik 6zelliklerden bahsetmistir.

Tanimlamalarin ve tiire ait Onceki herpetofauna caligmalarinin ardindan iig
Anadolu Dag kurbagasinin taksonomik durumu farkli arastirmacilar tarafindan
gelistirilmistir. Boulenger (1898), R. holtzi’nin R. camerani ile sinonim oldugunu rapor
etmistir. Bu sonu¢ Werner (1902) tarafindan da kabul edilmistir. Bu tiire ait ¢cok sayida
ornek incelendikten sonra Werner (1914) R. holtzi’nin ayr1 bir tiir oldugunu bildirmistir.
Lantz ve Cyren (1913) ve Bodenheimer (1944); R. camerani’nin R. macrocnemis ile
ayni oldugunu ileri slirmiiglerdir. Ayrica Bodenheimer (1944) yaptig1 calismada R.holtzi

tiirliniin bu iki tiirden (R. macrocnemis ve R. camerani) farklarimi belirtmistir. R. holtzi
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tiriinii daha biiyilk bas genisligine, ¢ok koyu sirt beneklenmesine ve viicudun
dorsalinde agik renkli vertebral seridin belirtisinin bulunmayist ile R. camerani’den
ayirmistir.  Arastirmaci ayni c¢alismasinda Werner’in  (1898) R. holtzi’e ait tiir
tanimlamasina da yer vermistir. Buna gore; R. holtzi'nin R. macrocnemis ve R.
camerani ile benzer olmasina ragmen genis interorbital aralii, daha biiyiik arka ayak
uzunlugu, kulak zar1 ve goz arast mesafenin daha kisa olmasi ve iki dorsalateral
kivrimin arasindaki mesafenin daha kisa olmasi ile bu iki tiirden ayrilmaktadir. Delwig
(1928)’e gore ise R. macrocnemis ve R. camerani aym tiliriin lokal alt tiirleridir.
Terent’ev ve Chernov (1949) bu iki tiirii birbirinden farkli bulurken, farkli arastirmalar
ise (Basoglu ve Helmich, 1959, 1970; Eiselt, 1965) bu karmasikligin agiga ¢ikmasi igin
daha c¢ok sayida materyalin incelenmesi gerektigini belirtmislerdir. Bird (1936) ise
yaptig1 calismada Tirkiye’ye ait gézlemlerini bildirmis ve R. macrocnemis’in dagilim
alan1 olarak, Olimpus (Antalya), Aksehir’i (Bursa); R. camerani’nin dagilim alani
olarak, Alayund, Maden golii, Aksehir ve Erciyes Dagini, R. holtzi’nin dagilim alani

olarak, Maden Golii ve Toroslar bildirmistir.

Mertens (1952), Uludag (Bursa)’dan aldig1 4 adet R. macrocnemis 6rnegini ve
Erciyes (Kayseri)’den aldigi 3 adet R. camerani O6rnegini inceleyerek taksonomik
degerlendirmeler yapmistir ve Rus herpetologlar Lantz ve Cyren’in (1913) tespitlerinin
hatal1 oldugunu, R. camerani ve R. macrocnemis’in ayr1 birer tiir olduklarini belirtmistir.
Fakat daha kesin bir sonu¢ icin daha fazla materyalin incelenmesi gerektiginden de

bahsetmistir.

Eiselt (1965), Anadolu’nun Kuzey dogusunda yaptig1 calismada, R. macrocnemis
ve R. camerani 6rneklerinin ekolojik ve yasam alani 6zelliklerini arastirmistir. Ordu
ilinin Ulubey il¢esindeki 6rnekleri R. macrocnemis olarak tanimlayan arastirmaci, ayni
ilin Yesilce ilgesinden topladigi Ornekleri R. camerani olarak tanimlamistir. Fakat
aragtirmact bu iki lokaliteden toplanan orneklerin birbirine morfolojik olarak benzer
oldugundan bahsetmistir. Ayrica Yalmizgam (Kars) ve Karagdl (Trabzon)
lokalitelerinden topladigi orneklerin habitat 6zelliklerini inceleyerek bu Ornekleri R.

camerani olarak tanimlamstir.



Baran (1969) ve Ozeti (1970) Anadolu dag kurbagalarina ait bircok 6rnegin
morfolojik karakterlerini ve kemik yapilarini ¢alismis ve Tiirkiye’de {i¢ farkl: tiiriin (R.

macrocnemis, R. camerani ve R. holtzi) varligindan s6z etmislerdir.

Baran ve Atatiir (1986) Sultan Daglari, Uludag, Tiirkmen Dagi, Murat Dagi,
Bozdag, Alagam Dagi, Akdag, Siindiken Dagi, Mus, Bitlis ve Erciyes’ te nominat alttiir
olan R. macrocnemis macrocnemis’in, Akdag (Denizli)’ da ise yeni bir alt tiir olarak R.
macrocnemis tavasensis’in dagilim gosterdigini bildirmislerdir. Bu kayit ile birlikte
“tavasensis” tiiriinlin varligindan literatiirde ilk defa bahsedilmistir. Veith vd. (2003)’nin
calismasindan sonra “favasensis” tlir olarak degerlendirilmeye baglamistir. Bunun

sonucunda Anadolu dag kurbagalarina ait taksonlarin sayis1 4’e yiikselmistir.

Ugurtas (1989), Yilmaz (1989) ve Baran vd., (1992) yaptiklar1 ¢aligmalarda R.
macrocnemis ve R. camerani tirlerinin Kuzeydogu Anadolu Bodlgesi’ndeki
dagilimlarina ait karigikliktan bahsetmisler ve bolgede ayrintili ¢calismalarin yapilmasi

gerekliligi vurgulamislardir.

Ishchenko (1978, 1987) ise R. camerani’nin ne ayri bir tiir oldugunu ne de bir
alttiir oldugunu rapor etmistir. Kafkasya’da sadece R. macrocnemis’in var oldugunu ve
cok sayida monotipik tiire sahip oldugunu belirtmistir. Teynie 1987-1989 yillari
arasinda Tiirkiye’de yaptig1 arazi ¢alismasinda R. camerani ve R. holtzi’ye ait dagilim
alanlarini belirtmistir. Buna gére Murat Daglarindan (1828 m., Bingol), Palandokenden
(2300 m., Erzurum), Erzurum’un 30 km. kuzeyinde, Ardahan’da (2000 m.) ve Kars’ta
(1950 m.) R. camerani tiriniin varligindan s6z etmistir. Maden Golii ve Bolkar
Daglarinda ise R. holtzi tliriiniin varligindan bahsetmistir. Bu ¢alismada arastirmacinin
R. camerani’yi tiir statiisiinde ele aldigim1 gormekteyiz (Teynie, 1991). Schmidtler vd.
(1990) Tiirkiye’nin gilineyindeki Bolkar Daglari’nin subalpin bdlgesinde yaptiklar
calismada R. holtzi tiiriine ait taksonomik durum ve ekolojik 6zellikler tanimlanmus,
kendilerinin ¢aligmasi ile daha asag1 bolgelerde R. macrocnemis tiirliniin de varligindan
s0z etmiglerdir. Kumlutas ve Tok (1998) ise yaptiklar1 herpetefauna ¢alismasina gore;
Giresun’un Bulancak ilgesinde tespit ettikleri ornekleri R. macrocnemis olarak tayin

etmislerdir.



Tarkhnishvili vd. (1999) ile Tarkhnishvili ve Gokhelashvili (1999) macrocnemis
ve camerani’nin R. macrocnemis’e ait iki cografik alt tiir oldugundan bahsetmislerdir.
Bu iki alt tiir arasinda deri yapisi, vertebral seridin durumu ve metatarsal tiiberkiil
blytikligli bakimindan fark oldugunu bildirmislerdir. R. m. camerani’de deri graniillii,
dorsal lekelenmeler ayri, vertebral serit mevcut ve metatarsal tiiberkiiller daha biiyiik, R.
m. macrocnemis’in ise derisinin kaygan, dorsal lekelenmenin belirsiz, vertebral seritinin
olmadig1 ve metatarsal tiiberkiiliiniin kiigiik oldugu rapor edilmistir. Tarkhnishvili vd.
(1999)’ne gore; sekiz ayirt edilebilir morfolojik karakterleriyle Kafkasya’da iki cografik

takson bulunmaktadir; R. m. macrocnemis ve R. m. camerani.

Picariello vd. (1999), Anadolu dag kurbagalarin1 (R. macrocnemis, R. camerani ve
R. holtzi) S1 satellit DNA ve morfolojik farkliliklarina gore incelemis ve R.

macrocnemis, R. camerani ve R. holtzi’nin tek bir tlir oldugunu bildirmislerdir.

Tarkhnishvili vd. (2001), yaptiklar1 calismada R. macrocnemis ve R. camerani’e
ait mtDNA, allozim ve morfolojik verileri karsilastirmis ve bati Kafkasya’nin
giineyinde sinirli alanda ytliksek derecede benzer tiirler oldugunu belirtmislerdir. Kalan
dagilim alanlarinda ise bu formlarin hibridizasyonlarindan, bir ya da daha fazla
karakteristiginde dereceli varyasyonlar gozlemlenmistir. Bu calismada; ilk defa R.
macrocnemis ve R. camerani arasinda hibridize formlardan bahsedilmis ve bu iki tiire
ait Kaftkasya’da kesin sinirlar ¢izilmistir. Fakat bahsedilen iki tiir i¢in {ilkemizde kesin

bir siir hatt1 ¢izilememistir.

Arikan vd. (2001), Orta Toroslarda Camliyayla, Bolkar ve Aladag Daglar’indan
elde ettikleri dag kurbagas1 drnekleri arasinda belirgin morfolojik ve serolojik farkliligin
olmadigimi gostermisler ve sadece bazi desenlenme ve renklenme farkliliklarinin
mevcut oldugunu belirtmislerdir. Kutrup (2001) ise Dogu Karadeniz Bdlgesi’nde
Artvin’e bagli Murgul ilgesinde yaptig1 herpetofauna calismasinda bdlgede R.

macrocnemis tiirliniin varligindan bahsetmistir.

Ozdemir ve Baran (2002), Kiitahya ve Usak illeri arasinda uzanan Murat
Dagi’nda yaptiklar1 herpetolojik calismada topladiklar1 dag kurbagasi 6rneklerini daha

onceki ¢aligmalardan elde ettikleri Anadolu dag kurbagalarina ait viicut 6l¢tim degerleri
9



ile karsilagtirmig ve bu bireylerin R. macrocnemis tiirline ait olduklarin1 rapor
etmislerdir. Ayrica dagin kuzey ve giiney tarafindan topladiklar bireylerin renklenme ve
cene veya bogaz graniillerinin bulunmasi bakimindan farkli olduklarini tespit
etmiglerdir. Fakat mevcut farkliligin bu iki populasyonu farkli tiirler olarak
degerlendirmeye yetmeyecegini belirtmigler ve ayrica bireylerin Murat Dagi’na en
yakin bolge olan Akdag’da yasayan R. favasensis tiirlinden de belirgin derecede farkl

olduklarini bildirmislerdir.

Olgun vd. (2003) tarafindan yapilan ¢alismada Orta Toroslar’da yasayan Anadolu
dag kurbagalari populasyonlar1 arasinda morfolojik ve serolojik yonden bir farklilik
bulunamamastir. Fakat, Karagdl ve Cinigdl populasyonlar1 vertebral seridin bulunmayisi
ve farkli sirt desen ozellikleri ile diger populasyonlardan ayrilarak R. holtzi olarak
degerlendirilmistir. Ancak ayni ¢alismada, bu farkliligin tiir seviyesinden ziyade alttiir

seviyesinde oldugu vurgulanmistir.

Veith vd. (2003), karsilastirmali morfolojinin R. macrocnemis, R. camerani ve R.
holtzi tirlerinin evrimsel baglantilarin1 incelemede uygun bir ara¢ olmadigim
belirtmislerdir. Mitokondriyal DNA’nin 16S bolgesine ait farkliliklart inceleyen bu
arastirma, bu tiir grubuna dair ilk detayli genetik calismadir. Ayrica R. tavasensis
tiiriinlin gecerliligi bu calismadan sonra kesinlik kazanmistir. Veith vd. (2003)’nin bu
calismasinda gore, Anadolu’da farkli 2 tiir yasamaktadir: R. macrocnemis ve R.
tavasensis. Ayrica bu ¢calismada Anadolu’daki buzul donemlerin tiirlerin ayrilmasindaki
etkin rollerinden bahsedilmistir. Bunun sonucu olarak giiney bati si§inaginda kalan R.
tavasensis tiriiniin farkli izolasyon mekanizmalar1 sonucunda nasil farklilastigina dair
bilgiler sunulmugstur. Fakat arastirmacilar, bu yeni tiirlin cografik olarak en yakin farkl
tiire ait populasyonlarla arasindaki genetik farkliliklardan bahsetmemislerdir. Ayrica, bu

gruba ait populasyonlarin genetik yapisi hakkinda da bilgi saglamamislardir.

Kumlutas vd. (2004), batt Anadolu’da bulunan Bozdag’in herpetefaunasini
arastirmig ve bu bolgede bulunan Anadolu dag kurbagasilarin1 R. macrocnemis olarak

tanimlamiglardir.

Cevik vd. (2006); Uludag, Erciyes Dag1 ve Karagdl’de yasayan dag kurbagalarini
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morfolojik karakterler ve serum protein elektroforez 6zelliklerine gore incelemis ve R.
holtzi’nin ayr1 bir tiir olarak tanimlanmasi gerektigini belirtmiglerdir. Bu calismada
Anadolu’da R. holtzi ve R. macrocnemis tiirlerinin varligindan s6z edilmektedir. Ayrica
Cevik vd. (2006) tarafindan Kafkasya’daki 6rneklerin taksonomik olarak tekrar gozden
gecirilmesi gerektigi vurgulanmistir. Bahsedilen ¢alisma, R. tavasensis’e ait taksonomik
durum bilgisi igermemektedir. Bu c¢alismanin bir baska eksigi de; Anadolu’da
bahsedilen tiirlere ait sadece tip lokalitelerinden Ornekleme yapilmasidir. Fakat,
IUCN’in Kirmiz1 listesi R. holtzi’yi bu g¢aligmanin sonucglara gore tiir seviyesinde

nitelendirmektedir.

Afsar (2006), Erciyes Dagi’ndan bilinen R. camerani’nin R. macrocnemis’in
sinonimi olarak degerlendirilmesi gerektigini belirtmistir. Sultan Daglar’indan
orneklemesi yapilan tiirlerin; morfolojik karakterlerine, renk ve desen farkliliklarina,
habitat ozelliklerine bakilmis ve taksonomik durumlarina acgiklik getirilmeye
calisilmistir. R. macrocnemis tiirii, 1100-2610 metre arasindaki dogal habitatlar ve Alpin
sahalarinda  gozlemlenmistir. Sultan Daglar’indan topladiklar1  Anadolu dag
kurbagalarina ait ornekleri, vertebral seridin varligi bakimindan R. camerani ile
benzerlik gosterse de viicut oranlari indeksleri bakimindan Baran ve Atatiir (1986)

tarafindan da belirtildigi gibi R. macrocnemis’e benzedigini bildirmistir (Afsar, 2006).

Baran vd. (2007), yeni lokalitelerden topladiklar1 R. macrocnemis ve R. holtzi’ye
ait ornekleri morfolojik karakterleri, deri oOzellikleri, renk ve desen farkliliklar
bakimindan degerlendirmislerdir. Simdiye kadar sadece Bolkar Dagi’nda bulunan
Karagdl ve Cinigdl’den bilinen R. holtzi tirlinlin, bu dagin yaklastk 3000 m
yiiksekliginde Egrigél mevkiinde de yasamakta oldugu ilk kez bu ¢alismada
saptanmistir. Boylece tiirlin Bolkar Dagi’nda daha genis bir bolgeye yayilmis oldugu
meydana ¢ikarilmistir. Ayrica Bolkar Dagi’nin Konya-Eregli tarafina yakin kisminda
yaklagik 2500 m yiikseklikte Sevigova mevkiinden R. macrocnemis tiiriiniin varhig ilk
kez tespit edilmistir. Ayrica arastirmacilar, Ortiilii Koyii’nden (Maden-Elazig)
topladiklar1 6rnekleri R. macrocnemis olarak degerlendirmis ve mevcut lokalitenin bu

tiirlin yayilis alaninin en giiney sinir1 olarak bildirmislerdir.

Sahin (2008) tarafindan Izmir ili, Odemis ilgesi Bozdag mevkiindeki ve Denizli ili
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Tavas ilgesi Akdag’dan toplanan Anadolu dag kurbagalar1 Ornekleri arasinda
karsilagtirilmali morfolojik ve renk-desen analizleri yapilmig ve sonug olarak iki
populasyona ait hayvanlarin farkli olduklar1 ve bu farklihigin alt tiir seviyesinde

olabilecegi kanisina varilmstir.

Baran vd. (2007) R. holtzi tiirii i¢in, yeni lokaliteyi Camliyayla sinirlar1 i¢erisinde
3000 m vyiikseklikte Egrigdl kenarlarindaki pinarlar olarak rapor etseler de, Yildiz
(2010) Agustos 2008’de Mersin’e diizenlenen arazi ¢alismasinda Egrigdl’iin tamamen
kurudugunu, gol kenarinda herhangi bir pinar olmadigin1 gérmiis ve R. holtzi tiiriine
rastlamamustir. 2009 yilinda yaptig1 arazi ¢aligmasinda ise en yakini Egrigél’e 1 km
uzaklikta olan ve Egrigdl ile baglantis1 olmayan sekiz pimarin dordiinde R. holtzi’ye
rastlamistir. Ayn1 zamanda Egrigél ve pmarlarin 3000 m yiikseklikte ve Camliyayla
siirlari iginde olmadigi, 2777 m yiikseklikte ve Mersin-Merkez sinirlar1 i¢cinde kaldig:
anlasilmistir. Bu ¢alisma ile birlikte, bu tiiriin yalnizca g6l kenarlarinda degil, bu golleri
besleyen pinarlarda da dagilim gosterdigi belirtilmistir. Fakat bu calisma da, literatiiriin
biiyiik ¢ogunlugundaki diger ¢alismalar gibi tiirleri morfolojik karakterler bakimindan
ayiran bir ¢aligmadir. Bagkale vd. (2012) ise Bolkar Daglar’inda (Camliyayla/Mersin)
R. holtzi’ye ait yeni lokaliteler tespit etmistir.

Kaya (2012), Tiirkiye'deki R. macrocnemis tiirline ait bes populasyonun, R.
camerani tiriine ait iic populasyonun ve R. holtzi tiiriine ait bir populasyonunun
bireylerini iskelet kasi protein bantlarinin sayisina gore (SDS-PAGE yontemi
kullanilarak) karsilastirmis ve R. macrocnemis ve R. camerani arasinda herhangi bir
biyokimyasal farklilik olmadigini, R. holtzimin ise diger dag kurbagalarindan tek bir

protein bant ile farkli oldugunu elde etmistir.

Afsar vd. (2014), I¢ Anadolu Emir Daglar’indan (Afyonkarahisar) topladiklar1 24
Anadolu dag kurbagasina ait o6rnekleri morfolojik, serolojik ve renk-desen ozellikleri
bakimindan incelemisler ve bu ornekleri R. macrocnemis tiirii olarak bildirmislerdir.
Afsar vd. (2015) ise Bergelan yaylasindan (Karadag, Hakkari) topladiklart Anadolu dag
kurbagalarina ait ornekleri serolojik ve morfolojik yonden R. macrocnemis ve R.
holtzi’nin tip lokalitelerinden alinan Orneklerle karsilastirmis ve Bercelan yaylasi

orneklerinin R. macrocnemis tiirline benzedigini belirtmislerdir.
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Capar ve Baskale (2016); Tavas (Denizli)’ta R. tavasensis populasyonuna ait
demografik parametreleri ¢alismis ve 4 yil boyunca populasyon biiyiikliigiinii; 398, 348,
275, ve 117 birey olarak tespit etmislerdir. Yillik hayatta kalma orani ise ortalama 0,19
olarak bulunmustur. Buna gore c¢alismanin yapildigi yillar igerisinde R. tavasensis
populasyonuna ait demografik bir diisiisden bahsedilmis ve bunun sebeplerini insani

faktorlerle ve habitat yikimlar ile agiklamislardir.

Picariello vd. (2016) Anadolu dag kurbagalarina (R. macrocnemis, R. camerani, R.
holtzi ve R. tavasensis) ait ornekleri S1 satellit DNA bakimindan incelemis ve aralarinda
bir fark bulamamistir ve bu dort taksonun tek bir tiir olarak degerlendirilmesi
gerektigini belirtmislerdir. Mevcut calisma 6rnekleri sadece niikleer DNA bakimindan

incelendigi i¢in gilivenilirligi sorgulanmaktadir.

Literatiire bakildig1 zaman; tiiriin dagilimini veren veri tabanlarinin referans aldigi
filogenetik caligma (Veith vd., 2003) ile en giincel olan molekiiler genetik tabanlh
calismanin (Picariello vd., 2016) birbiri ile ¢elistigini gérmekteyiz (Sekil 4, 5). Veith vd.
(2003) mtDNA gen bolgeleri ile R. favasensis tirini diger Anadolu dag
kurbagalarindan ayirmistir. Bu sonucun bagska mtDNA gen bolgeleri ile desteklenmesi
gerekmektedir. Ayrica en gilincel ¢alisma olan Picariello vd. (2016) ise sadece nDNA
gen bolgeleri kullanarak Anadolu dag kurbagalarimin tek bir tiir altinda toplanmasi
gerektigini bildirmistir. mtDNA’ya gore daha yavas evrimlesme hizina sahip olan nDNA
gen bolgelerinin bu tiir grubunun ayiriminda yeterli olup olmadigi baska nDNA gen
bolgeleri kullanilarak da kontrol edilmesi gerekmektedir. Mevcut iki g¢alismanin
sonuglarina gore, hala hazirda Anadolu dag kurbagalar tiirlerine ait filogenetik
karmasikligin ¢6ziimlenmedigi ve bu karmasanin net bir sonu¢ kazanmasi gerektigi

agikardir.
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Sekil 4. Picariello vd. (2016) S1 satellit DNA farkliliklarina gore Ornekleme
alanlarindaki Anadolu dag kurbagalari tiirlerinin taksonomik durumu @ R.
macrocnemis)  (1:Bursa  2:Eskisehir 3:Bolu 4:Amasya 5:Kayseri
6:Karagol;Eregli 7:Erzurum 8:Kars 9:Bitlis 10:Van 11:Denizli 12: Afyon)

Sekil 5. Veith vd. (2003) 16S rRNA gen bolgesi sonucuna gore drnekleme alanlarindaki

Anadolu dag kurbagalari tiirlerinin taksonomik durumu (@ R. macrocnemis,

B R. tavasensis) (1:Denizli 2:Bursa 3:Konya 4:Aksaray 5:Nigde 6:Mersin 7:

Adana 8:Osmaniye 9:Kahramanmaras 10:Kayseri 11:Van 12:Artvin 13:Rize
14:Giresun 15:Giimiishane 16:Giresun 17:Kastamonu 18:Sinop)

Anadolu dag kurbagalari morfolojik ve molekiiler karakterler bakimindan
incelense de, literatiirde herhangi bir mikrosatellit belirtecler kullanilarak yapilan
populasyon genetigi ¢alismasina rastlanmamigstir. Fakat bu gruba ait tiirlere genetik
olarak en yakin tiir olan Rana dalmatina’ya ait mikrosatellit tabanli caligsmalar
mevcuttur. Lesbarreres vd. (2006); yiiksek trafikli yollardan ve otoyollarin kenarindan

topladiklart R. dalmatina Orneklerinde genetik ¢esitlilik  ve farklilasmay1
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karsilagtirmiglardir. Buna gore; otoyollarin genetik cesitliligi azalttigi ve yiiksek

derecede populasyon farklilagmasina gotiirdiigili ortaya ¢ikmustir.

Hauswaldt vd. (2008) ise R. dalmatina’ya ait 8 yeni polimorfik mikrosatellit
lokusu izole etmislerdir. Bu calismada her bir lokustaki alel sayis1 ve goézlenen
heterozigotluk ortaya koyulmustur. Literatiire kazandirilan bu belirteclerin, tehlike
altindaki tlirlere ait populasyonlarin genetik analizinde kullanilabilirligini ortaya
koymuslardir. Sarasola-Puente vd. (2012), 22 farkli iireme ortamindan toplanan R.
dalmatina Orneklerine ait 12 farkli mikrosatellit lokusunda genetik farklilig
incelemiglerdir. Bu c¢alismada mikrosatellit lokuslarinda yapilan analizlere gore; R.
dalmatina populasyonlar1 arasinda yliksek seviyede genetik cesitlilik tespit edilmistir.
Canestrelli vd. (2014) ise yaptiklar1 ¢alismada 38 populasyondan toplanan 170
ornegin 6 farkli mikrosatellit lokusunu analiz ederek populasyonlarin genetik yapisi

hakkinda bilgi vermislerdir.

1.4. Amfibiler ve Kokeni

Omurgali hayvanlar 63.000’in iizerinde tiir sayisina sahip olan ve 1 g agirliktan
100.000 g agirliga kadar iiyesi olan olaganiistii bir ¢esitlilige sahiptir; ve bu cesitlilik
500 milyon yildan daha uzun siiren bir evrimin sonucudur (Pough vd., 2013). Omurgali
hayvanlar arasinda bir gecis formu olan amfibiler, gerek anatomi gerekse fizyolojik
acidan baliklarla siirlingenler arasinda bir oOzellik gostermektedir. Amfibiler
omurgalilarin su disinda yasayan ilk grubunu olusturmaktadir. Cogunlukla karasal
yasama uyum saglamig bu canli grubunda solunum akciger, solungacg, deri veya agiz
boslugu ile yapilmaktadir. Bazi1 fosil formlar disinda bas iskeleti tiimiyle
kemiklesmistir. Derileri yumusak ve mukus bezleri bakimindan zengindir. Biitiin amfibi
tiirlerinde suda veya yumurta i¢inde olmak iizere bir larva evresi mevcuttur. Yumurtalar
jelatin kiliflar ile Ortiiliidiir. Larvalar genellikle sucul, ergin bireyler ise suda veya
karada, nemli alanlarda yasarlar. Amfibiler sistematik olarak 3 takimdan olugmaktadir
(Kuyruksuz kurbagalar, Semenderler, Ayaksiz iki yasamlilar). Bu 3 takim arasinda
kuyruksuz kurbagalar (Anura) diger takimlara gore familya ve tiir sayis1 bakimindan

oldukea kalabalik olmaktadir (Kuru, 2012).
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[Ik tam amfibiler, Gronland adasinin en ge¢ Devoniyen doneminden kalma
Ichthyostegiddir. Bunlar kuyruk yiizgeci, dermal kafatasi kemigi, ve ¢izgisel yanal
kanallari, dislerinin yap1 ve dagilimi gibi hemen hemen her yonden Rhipidistianlarla
ayni Ozelliklere sahipti. Ana farklilik onlarin iri géglis ve legen kemiklerinin olmasi ve
tamamen gelismis tetrapod Ozelliklerinin bulunmasidir. Ekleme yakin liye kemigi
dogrudan Rhipidistianlara benzer sekildedir. Fakat bunlarin belirgin parmaklar: vardir.
Ichthyostegidler sucul hayvanlardi ve sonradan ortaya ¢ikan, bes ya da daha az
parmaklart olan dort liyeli omurgalilara hi¢ benzemeyen bir sekilde, parmak sayilari
biiyiik ve degiskendi (Clack, 2002a). Daha karasal olan formlar, Ichthyostegidler ve
sonraki bes parmakli, iiyeleri karada yiirimeye daha iyi uyum saglamis amfibilerle
baglant1 olusturdular. Bunlar, yakin zamanda, yaklasik 13 milyon yil 6nce depolanmis
kayalarm i¢inde tanimlanmistir (Clack, 2002b). Ichthyostegidler, genellikle, ¢ok dnemli
yiiksek taksonlara (Amfibiyen ve Tetrapoda) iyi Ornek olustururlar. Rhipidistanlarla
Ichthyostegidler arasindaki geg¢is formlart mozayik evrimlesmeye ve bireysel

ozelliklerin dereceli degisimine isaret ederler (Futuyma, 2008).

1.5. Anadolu Biyocografyasi

Tiirlerin yayilim siireci igerisinde, iklimsel ve jeolojik olaylar ¢ok 6nemli rol
oynamaktadir. Tirlerin yayilim gosterdigi cografik alanlarin 6zelliklerinin (cografik
bariyer, yayilis koridoru vb.) agiga c¢ikarilmasi tiirlesme Oykiilerinin anlasilmasinda
fayda saglamaktadir. Gegmisten giiniimiize bir ¢ok tiirlin anavatani olan, jeolojik
donemlerdeki degisimlerden etkilenen bir ¢ok canliya barmnak gorevi goren

Anadolu’nun cografyasi ise ¢ok fazla biyolojik 6neme sahiptir.

Akdeniz jeosenklinal bolgede konuslanan Anadolu, uzun eksenine paralel bir
takim kusaklar icermektedir. Bu kusaklar dogu-bat1 dogrultusu sergiler ve bu kusaklar
Pontid, Anatolid, Torid, Iranid ve Kenar kivrimlar1 olmak iizere bes ana tektonik ve
stratigrafik kusak altinda toplanmaktadir (Baykal, 1974) (Sekil 6). Anadolu yarimadast;
Karadeniz, Ege ve Akdeniz ile ¢evrili, icinde Tiirkiye topraklarmin da bulundugu kiigiik
Asya ve yanindaki dogu alanlarini igerir. Anadolu ayrica, birgcok mevcut ve gegmise ait,
dag zincirleri (Anadolu diyagonali (Davis, 1971), Toroslar ve Karadeniz daglari), I¢

Anadolu platosu, Marmara denizi ve I¢ Anadolu gdl sistemi gibi gen akisi bariyerlerini
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de icermektedir. Anadolu’daki dag zincirlerinin doniigiimiiniin izi Alplerin degisiminden
sonra Avrupa’nin kuzeye dogru hareketlendigi Tersiyer donemine kadar
stiriilebilmektedir. Anadolu yarimadasi’nin kuzey ve giineyi giinlimiizden 65 milyon yil
once Tetis Denizi'nin altinda bulunmaktaydi. Afrika plakasinin kuzey yarimkiirede
yarattigr kitasal carpisma sonucu Anadolu bir kara parcast olarak yiikselmeye
baslamistir (Demirsoy, 2008). Bununla birlikte, Anadolu’ya ait onceki olusumlar
Paleozoik zamanlara rastlamaktadir. Onemli tas komiirii yataklari bu zamanda
olusmustur. Bu donemde olusan masif arazilere; Yildiz daglari, Mentese yoresi,
Kirsehir, Bitlis ve Kastamonu bolgelerinde rastlanmaktadir. Mezozoik zamanda ise yer

kabugu hareketleri bakimindan 6nemli bir gelismeye rastlanmamustir.
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vd., 2012)
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Ulkemizin daglarinin birgogu Tersiyer déneminde olusmustur (Sekil 7). Orta-Geg
Miyosen’de Bitlis kenet kusagi boyunca Arabistan-Avrasya carpigmasi baslamistir.
Birbirine dogru yaklasan Avrasya ve Arabistan sikistirmasiyla, dogu Anadolu bu
yaklagsmay1 ilk donemlerde kisalip kalinlasarak karsilayabilmistir. Ancak bolge hizla
yiikseldikten sonra daha fazla kalinlasma giiclestikce, yana dogru itilip aradan
uzaklagma daha kolay hale gelmistir. Bunun sonucunda, Tiirkiye’nin énemli bir kismi
Ozellikle doguda, Torid-Anatolid platformunun kenarlar1 boyunca batiya dogru yanal
hareket etmis, ve dogu Akdeniz tabaninin iizerine dogru ilerlemistir. Alp-Himalaya
sistemine bagl olarak Kuzey Anadolu ve Toroslarin olusumu bu zamana rastlamaktadir
(Sekil 7B). Miyosen donemi boyunca ¢ok aktif bir yap1 sergileyen Anadolu’nun Geg
Holosen’de Istanbul Bogazi’nin olusumu ve Pleistosen buzul dénemi boyunca Anadolu
ile dogu Ege adalarinin tekrarli baglantilar1 disinda, Pliyosen sonrasinda kara ve deniz
yapilandirmasi ve topografyasi agisindan 6nemli bir degisiklik gerceklesmemistir (Sekil
7C) (van Andel ve Shackleton, 1982; Steininger ve Rogl, 1984; Merig¢ vd., 2000; Goriir
ve Tiysiiz, 2001; Meulenkamp ve Sissingh, 2003).

Gliniimiliz topografik yapilanmasini 4. jeolojik zaman olarak bilinen Kuvaterner
doneminde biiylik ol¢iide tamamlamistir (Sekil 7D). Kuvaterner’de meydana gelen
dikey hareketler ile, Batt Anadolu ¢okmeye Dogu Anadolu ise ylikselmeye baslamistir.
Ege bolgesi deniz diizeyinden birkag yiiz metre agsagida Dogu Anadolu ise 1500 m.
yiiksege c¢ikmistir. Anadolu’nun en son olusan kara pargast Egeid ise yine Kuvaterner

doneme rastlamaktadir. Ayrica, Kuvaterner’de Toroslarin yiikselmesi devam etmektedir.
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Sekil 7. A. Oligosen’deki Tiirkiye’nin paleocografik haritas1 B. Miyosen’deki
Tiirkiye’nin  paleocografik  haritasi C. Pliyosen’deki  Tiirkiye nin
paleocografik haritas1 D. Tiirkiye’nin simdiki zamandaki tektonik haritasi
(Giirer ve Giirer, 1999)

Kuvaterner’de dongiisel olarak buzul ¢aglarinin yasandigi doneme Pleistosen ad1
verilir. Kuvaterner, klasik olarak dnce buzul ve buzul ararasi evrelere ayrilir. Buzul
evreler; buzul ortiilerinin ve buzullarin biiyiik capta genisledigi zamanlardaki soguk
fazlar olarak (Giinz, Mindel, Riss ve Wiirm), buzul ararasi evreler ise dort buzullagsma
donemini birbirinden aywran sicak ve kurak donemlerdir. Buzul devirlerinin
populasyonlar iizerindeki olast etkilerinden biri yayilislarinda degisimlere neden
olmalaridir (Hewitt, 1996, Taberlet vd., 1998, Hampe ve Petit, 2005). Akdeniz Bolgesi
Pleistosen boyunca iklimsel dalgalanmalara da maruz kalmistir. Taberlet vd. (1998)
tarafindan yapilan 10 taksonun (memeli, amfibi, bocek ve bitki) molekiiler analizine
dayanan calisma, her bir tlirlin buzul ve buzul aras1 donem dongiilerine farkli tepki
verdigini gostermistir. Yeniden kolonize olmus alanlarin buzul siginaklarina gére daha
diisiik genetik cesitlilikle sahip oldugu diisiiniilse de (Widmer ve Lexer, 2001) bunun

tam tersi fikirler de literatiirde mevcuttur (Comps vd., 2001).

Anadolu s6z konusu oldugunda buzul devirlerinin etkisi ile iki temel yayilig
degisim tipi beklenmektedir. Yatay yayilis degisimleri Anadolu ile kuzey veya
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giineyindeki alanlar arasinda beklenir. Modeller baz alindiginda iklimin sogumasina
paralel olarak giineye dogru yayilisin genislemesi ve kuzeyden bir daralmasi
beklenirken 1sinma dénemi igin tersi bir olgu beklenir (Ciplak, 2004; Hampe ve Petit,
2005). Dikey degisimler ise kuzey giiney arasi degil, diisiik ve yiiksek rakimlarda yer
alan habitatlar arasinda beklenir. Iklimsel déngiilere bagl olarak yasanmasi beklenen bu
degisimler nedeniyle populasyonlarin pargcalanmasi, daralmasi veya geniglemesi,
genetik cesitlilik kazanmalar1 veya yok olmalari s6z konusudur. Ozellikle, bu dénemde

Anadolu Kafkaslardan ve Balkanlardan gelen bir ¢ok tiire siginak olmustur (Sekil 8).
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Sekil 8. Tiirlerin Anadoluya giris yollar1 (Demirsoy, 2008)

Buzul donemlerinde deniz seviyesi bugiinkiine oranla 100 metre kadar diistii. Bu
diisiis sayesinde kitalarin goriinmeyen kisimlar1 ortaya ¢ikti, bu sayede kitalarin uglari
bugiinkii sinirlarin1 asarak, pek ¢ok ada pargasini yakinindaki kara kiitlelerine bagladi.
Buzul donemlerinde kiiresel iklim genellikle daha kuruydu. Boylelikle nemli ormanlar
sadece ufak alanlarla kisith kalirken, ¢ayir alanlar1 biiyiidii ve gelisti. Buzul donemleri
arast iklim yumusadi ve genellikle bol yagishh oldu. Biitiin bu olaylar canlilarin
dagilimmi genis Olglide etkiledi. Pek cok tiir buzul donemlerinde uygun kosullarin
bulundugu siginaklarda yalitilmis olarak kaldi. Boyle yalitilmis populasyonlar genotipik
ve fenotipik olarak ¢esitlenmeye ve tiirlesmeye sebep oldu. Vadilere giren tiirler, soguk
tundralar sebebi ile tamamen farklilasamayacak kadar kisa fakat benzer olamayacak
kadar da uzun bir siire yahitilmislardir. Aradaki iliman iklim dénemlerinde tekrardan
genis vadileri isgal etmisler ve yeni bir gen merkezi olusturmuslardir. Cogunlukla

aralarinda hibridizasyonun olmasi onlarin daha {ist taksonomik kategorilerde
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tanimlanabilecek kadar farklilagmasini engellemistir (Demirsoy, 2008).

1.6. Kullanilan Molekiiler Belirteclar

1.6.1. Mitokondriyal DNA ve Yapisi

Okoryatlarin ¢ogunda mitokondriyal DNA (mtDNA) cift ipliklidir, yar1 sakli
replike olur ve dkoryatik DNAnin tipik 6zelliginin aksine proteinler ile iliskili degildir.
Birgok canli subesinde mtDNA’nin tiim sekansinin varligi; bu genom ig¢in uygun
primerleri gelistirmeyi tesvik etmektedir (Kocher vd., 1989). Bu primerler tiirlerin
mitokondriyal genomlarina ulasmaya izin vermekte ve dizin analizini, yakin tiirler ve

populasyonlar arasindaki homolog genlerin karsilastirilmasini kolaylastirmaktadir.

mtDNA’da protein kodlayan genler arasinda korunmusluk seviyeleri genis aralik
gostermektedir. Bazi arasrirmacilar, amino asit evriminin daha az korunmus gen
bolgelerinde daha hizli oldugunu ve filogenetik analizlerde bu ¢esit bir verinin daha
bilgi verici olabildigini belirtmistir. Diger bir yaklasim ise, primerler i¢in genlerin
korunmus boliimlerini hedef almaktadir ve bu primerleri daha fazla farkli boliimleri
desteklemek igin kullanmaktadirlar. Ornedin; cyt b gen bdlgesinin korunmusluk
seviyesi genig bir araliktatir ve mitokondriyal genomda bu genin fonksiyonu ile

baglantili farkli domainlere sahiptir (Irwin vd., 1991; Martin ve Palumbi, 1993).
Hayvan mitokondriyal DNA’sinin baz sirast genellikle hizli ve belli durumlarda

yiksek derecede korunmustur. Mitokondriyal genlerin sirast subeler arasinda

degismektedir (Amfibilerde mtDNA dizilim sirasi, Sekil 9).
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Sekil 9. Mitokondriyal DNA dizilimi (17.804 bg) (Sumida vd., 2001)
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1.6.2. Ranidae Familyasinda Sik¢a Kullanilan mtDNA Gen Bolgeleri

Bir cok karakteristik ozelliklerinden dolayi, mtDNA belirtegler amfibilerde
siklikla kullanilmaktadir. Yiiksek evrim hizlari, mtDNA belirtecleri amfibi tiirlerinin

filogenetik ve populasyon genetigi yapisinin ortaya ¢ikarilmasinda degerli kilmaktadir.

Amfibiler arasinda en kalabalik ailelerden biri olan Ranidae ailesi 22 cins ve 387
tiir ile temsil edilmektedir. Ranidae ailesi yakin zamanda taksonomik revizyona girmis
ve tlirlerle alakali daha kesin tanimlamalar ortaya ¢ikmaya baglamistir. Ranidae ailesi
simiflandirmasina ait yakin zaman ¢aligmalari, birgok cins ic¢indeki monofiliyi
sorgulayarak meydan okumaktadir (Marmayou vd., 2000; Bossuyt ve Milinkovitch,
2000; Emerson vd., 2000). Bu aileye ait literatiirde bircok farkli mtDNA gen bolgesi
kullanilarak yapilan filogenetik caligmalar mevcuttur. Bu gen bolgelerinden karsimiza
en ¢ok 12S ve 16S gen bolgeleri ile ilgili ¢aligmalar ¢ikmaktadir (Plotner, 1998; van der
Meijden vd., 2005; Matsui vd., 2006). Bununla birlikte 16S geni 12S genine gore daha
yavas evrimlesme hizina sahiptir. Yine de bazi filogenetik ¢alismalarda yeterli sonug

verebilmektedir. Yiiksek diizeyde korunmus ve tiirler arasi farkliliklarin agiga
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cikarilmasinda kesin sonuglar veren Sitokrom Oksidaz alt iinite I (COI) gen bolgesine
dair Ranidae ailesi ile yapilan ¢alismalar son birka¢ yili kapsamaktadir (Huang vd.,
2014; Zhou vd., 2015). Yapilan ¢alismalarin ¢iktilari ile birlikte giin gegtikge bu gen

bolgesinin kullanimi da artmaktadir.

Ayrica literatiirde Ranidae ailesine ait tiirler iizerinde, cyt b (Austin vd., 2003),
D-loop (Zhong vd., 2008) ve ND1, ND2 (Macey vd., 2001) ve ND3 (Plétner vd., 2001)

gen bolgelerine dayali filogenetik ¢aligmalarda karsimiza ¢ikmaktadir.

1.6.2.1. Sitokrom Oksidaz alt iinite I (COI) Geni

Hayvan mitokondriyal genomunda en korunmus ve protein kodlayan gen
sitokrom oksidaz alt iinite I (COI) genidir ve bu o6zelliginden dolay1 filogenetik
iligkilerin ¢oziimlenmesinde en giivenilir mitokondriyal gen bolgelerinden biridir. Bu
gen bolgesi, elektron transfer zincirinin bir kismi olan sitokrom oksidaz kompleksinin
alt birimidir. Subeler arasinda olduk¢a korunmus bir amino asit dizisi olmasi, sekanslari
birbirlerine dizilemeyi kolaylastirmakta ve kullanigli evrensel primerleri dizayn etmeyi
olas1 kilmaktadir. Yiiksek derecede korunmus oldugu igin; tiirler icerisinde amino asit
yer degisimi nadir olmaktadir. Fakat amino asit baz dizisindeki diisiik kisitlamalar ile
sessiz degisimler diger mtDNA genlerinde oldugu kadar yaygindir (Palumbi ve Kessing,
1991). Filogenetik calismalarda derin evrimsel dallanmalarin ortaya ¢ikarilmasinda bu
gen bolgesi amino asit baz dizisi kullanigh olmaktadir (Palumbi ve Benzie, 1991) (Sekil

10).

8061
B

Sitokrom Oksidaz I

4.__.
8602
Sekil 10. Kurbagalarda mitokondriyal Sitokrom oksidaz alt tinite I geni primerleri baz
dizisi pozisyonlar1 (Hillis vd., 1998)

1.6.2.2. Sitokrom b (cyt b) Geni

Sitokrom b (cyt b) gen bolgesi filogenetik caligmalar i¢in en kullanish gen bdlgesi
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olarak degerlendirilmektedir, protein iiriin yapist ve fonksiyonu en iyi bilinen
mitokondriyal gen bolgesidir (Esposti vd., 1993). cyt b geni, hem yavas hem de hizli
evrimlesen kodon pozisyonlarina sahip olmakla birlikte en korunmus ve en degisken
bolgelere de sahiptir. Bununla birlikte, derin filogenetik iliskilerin ¢éziimlenmesinde
(Meyer ve Wilson, 1990; Irwin vd., 1991; Normark vd., 1991; Cantatore vd., 1994;
Lydeard ve Roe, 1997; Kumazawa ve Nishida, 2000) ve yakin zaman ayrilmalarin
belirlenmesinde kullanilmaktadir (Rocha-Olivares vd., 1999; Lovejoy ve de Aratjo,
2000). Mitokondriyal genomum tiimiiyle fonksiyonel olan tek protein iiriintidiir. Diger
biitiin sifrelenmis proteinler gibi biiyiik enzim komplekslerinin alt birimi degildir. Genin
bir¢ok boliimii taksonlar arasinda korunmus olup, protein fonksiyonunda énemli oldugu

diistintilmektedir (Sekil 11).

14724 16321 17065
—> —> —»>
Glu Sitokrom b Thr
<« <« -«
16677 17065 15930

Sekil 11. Kurbagalarda mitokondriyal cyt b geni primerleri baz dizisi pozisyonlari
(Hillis vd., 1998)

1.6.3. Niikleer DNA ve Yapisi

Niikleer DNA (nDNA), okaryotik organizmalarin c¢ekirdeginde bulunan ve
kompleks bir organik bilesik olan niikleik asittir. Niikleer DNA, mitokondriyal DNA'da
oldugu gibi tek ebeveynden (anne) gelen bilgileri icermez. Niikleer DNA her iki

ebeveynden (bir baba ve bir anne olmak {izere) gelen bilgi mirasina baglhdir.

Molekiiler sistematik ¢aligmalarinda, son zamanlarda yiiksek derecede korunmus
tekrarli niikleer genlere 6nem verilmektedir. Niikleer genomun filogenetik karmasikliga
sundugu ¢oziimler ile, bu genler iist seviye filogenetik iliskilerden sonu¢ ¢ikarmada
kullanish  olmaktadirlar  (Friendlander vd., 1992). Niikleer genlerin genis
kullanilabilirliklerine en iyi 6rnek rDNA tekrar iinitesidir. Bu gen, populasyonlar i¢inde
ve arasinda degisim gosteren baz dizisine sahiptir ve taksonlar1 ayirmada kullanisl,
genis farklilik gosteren, yliksek derecede korunmus baz dizilerin kodlamaktadir

(Mindell ve Honeycutt, 1990; Hillis ve Dixon, 1991).
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1.6.4. Ranidae Familyasinda Sik¢a Kullanilan nDNA Gen Bélgeleri

Amfibi tiirleri tizerinde akrabalik iliskilerinin ortaya ¢ikarilmasi amagh filogenetik
calismalarin artmasi ile birlikte molekiiler belirtecler 6nem kazanmistir. Her ne kadar
bir ¢ok molekiiler genetik calismasinda genellikle mtDNA verilerinden faydalanilsa da
derin akrabalik iligkilerin belirlenmesinde bazen mtDNA gen bolgeleri yetersiz
kalabilmektedir. Bu ylizden son zamanlarda molekiiler ¢alismalarda 6zellikle filogenetik

siiflandirmada nDNA gen bolgesi farkliliklarindan yararlanilmaktadir.

Daha once de belirtigimiz gibi Ranidae ailesi amfibi tiirleri arasinda en kalabalik
ailedir. Ranidae ailesinde nDNA odakli ¢ok fazla ¢calisma bulunmaktadir (Roelants vd.,
2004; Bossuyt vd., 2006; Frost vd., 2006). Niikleer genler arasindan; Tirozinaz,
Rodopsin, RAG1, RAG2 ve POMC gen bolgeleri Ranidae ailesinde filogenetik ve
filocografya calismalarinda en ¢ok tercih edilen gen boélgeleridir (Meijden vd., 2005;
Che vd., 2007; van der Vences vd., 2013).

1.6.4.1. Rekombinasyon Aktivasyon Geni (RAG1)

Tek kopya niikleer rekombinasyon aktivasyon geni (RAGI) biitiin ¢eneli
omurgalilarda bulunmaktadir ve rekombinaz ile alakali bilesiklerden T-reseptoriiniin
V(D)J rekombinasyonunun ve immunoglobulin genlerini kodlamaktadir (Schatz vd.,
1989; Oettinger vd., 1990). RAGI geni birgok omurgalinin, derin filogenetik
iliskilerinin ortaya ¢ikarilmasi i¢in kullanilmistir (Baker vd., 2000; Barker vd., 2004;
van der Meijden vd., 2004). Bununla birlikte, bu gen bircok omurgali grubunda
intronlar tarafindan kesilmemis, intronlar kodlayan baz dizisinin ortasinda veya 5’

ucunda yer almaktadir (Sekil 12).

WWL RING
179-205 285-328

- - D600 D708 E962

384 1008 1040

Teﬁxel biilgéler
Sekil 12. Niikleer RAG1 genin yapis1 (Temel ¢ekirdek bolge koyu gri ile belirtilmis
(384-1008) ve proteinin N-terminal sonlanmasi ilk 6nce RING motifi ile
tanimlanmisg bunu WW-like alan1 takip etmistir) (Maitra ve Sadofsky, 2009)
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1.6.4.2. Proopiomelanokortin (POMC) Geni

Proopiomenolokortin opioid/orphonin gen ailesi iiyesi olan polipeptit hormon
onciisiidiir. Bu gen sadece omurgalilarda bulunur ve bir dizi gen duplikasyon olayi
sonucu olarak varsayimlanir. Proopiomenolokortin, bir¢ok hormonu iiretirken
posttranslasyonel modifikasyonlar gecirir ve hormon olan korunmus boélgeler igerir.
Ayrica degisken ara bolgeleri de mevcuttur. Hem korunmus hem de degisken bolgelere
sahip olmas1 POMC’u kullanislt bir filogenetik ara¢ yapmaktadir (Becker, 2011) (Sekil
13).

C6906del Y

C3804A C6996del
ABB51T G7013T C7133del
ATG TGA
Intron A Intron B | N
ACTH
y-MSH a-MSH CLIP B-MSH B-Endorphin

Sekil 13. Niikleer POMC geninin yapis1 ve simdiye kadar tanimlanmig biitiin homozigot
ve heterozigot bilesikleri (Farooqi vd., 2006)

1.6.5. Mikrosatellitler

Son yillarda DNA iizerinde yapilan bazi aragtirmalar ile DNA’daki bazlarin ve baz
diziliglerinin birbiri ardi sira tekrar ettigi belirlenmistir. Bunlardan; 100-6500 baz cifti
(bg) tekrarlardan olusturanlar klasik satellit DNA, 10-20 bg tekrarli olanlar
minisatellitler ve 2-6 bg tekrarli olanlar mikrosatellitler olarak adlandirilirlar.
Tekrarlayan diziler genellikle kodlanmayan (noncoding) bolgelerde bulunurlar. Bu
diziler arasinda en sik goriilen tekrarlayan DNA dizileri “mikrosatellitler” olmaktadir.
Mikrosatellitler; kromozomal sentromeri g¢evreledikleri igin “satellit (uydu)” ismini
almiglardir. Mikrosatellitler, basit dizi tekrarlar1 (Simple Sequence Repeats, SSR) ya da
kisa ard arda tekrarlar (Short Tandem Repeats, STR) olarak da adlandirilmaktadir
(Korkmaz Agaoglu ve Ertugrul, 2010).

Mikrosatellitler ilk olarak 1980°1i yillarda kesfedilmistir. Polimorfik bir lokusta

tekrarlarin sayist 5’ten 100°e kadar degisebilmektedir. Mikrosatellit polimeraz zincir
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reaksiyonu (PZR) firiinleri her bir lokusa gore degisen ve genel olarak 75 ile 300 baz
c¢ifti uzunlugu arasindadir. Basit, ard arda tekrarlanan di-, tri- niikleotit dizilerinin
genomda polimorfik olduklar1 ortaya konulmustur. Bu dizilerin tekrarlanma sikliklari
yani frekanslar1 yiiksek oranda polimorfizm gosterirler ve bu diziler genom boyunca

rastgele dagilmislardir (Korkmaz Agaoglu ve Ertugrul, 2010).

Mikrosatellit fragmentlerinin biiyiikliikleri, her bir mikrosatellit baz dizisi kendine
0zgii insersiyon ve delesyonlara sahip oldugu i¢in veya birbiri ardina tekrarl dizilerdeki
kopya sayilarindaki degisimler yiiziinden degisiklik gostermektedir. Mikrosatellit
lokuslarindaki mutasyon orani ve alel sayisi oldukca yiiksek olabilmektedir (Jeffreys
vd., 1988). Mikrosatellit lokuslari; rastgele dagilim gosterirler ve replikasyon
kaymalarina baghidirlar (Weber ve May, 1989; Schlétter ve Tautz, 1992).

Bir canli; biri anneden digeri babadan gelen kromozomlar bakimindan her
ikisinde de benzer sayidaki mikrosatellit bolgelerine sahip ise yani; bu bdlgeler
bakimindan homozigot ise (A ve B) (Sekil 14) PZR sonucunda ¢ogalan bu mikrosatellit
bolgesi jel tizerinde tek bir bant olarak goriiliir. Eger hem anneden hem de babadan
gelen kromozomlart igeriyorsa bu kromozomlarin uzunluklar: farkli olacagi i¢in; PZR
ile elde edilen mikrosatellit bolgesine ait DNA bantlarinin elektroforezi sonucunda iki

farkli uzunlukta bant olustururlar (heterozigot) (Sekil 14).
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Sekil 14. Bir populasyondaki homozigot ve heterozigot bireylere ait mikrosatellit
lokuslarinin PZR goriintiisii (Korkmaz Agaoglu ve Ertugrul, 2010)
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Populasyon calismalarinda, iireme sistemi ve populasyon yapisi analizlerinde
mikrosatellit belirtecler giiclii bir ara¢ olarak degerlendirilmeye baslanmistir.

Mikrosatellit belirteglerin pozitif 6zellikleri;

1.Allozim lokusunda polimorfik olmayan tiirlerde bile yliksek degiskenlige sahip
olmalari,

2. Kesin alel biiyiikliigii ile kodominant genotipi hesaplayabilme yetenekleri,

3. Soyu tiikenmis tiirlerde bile soyu devam eden tiirlerdeki gibi verimli

calisabilme olmaktadir.

Populasyonlar arast1 mikrosatellit varyasyonlarin analizi ¢aligmalar1 yakin
zamanda baslamis calismalardir. Bu calismalar da, catisma etkisi ve secilime dair
endiselere ragmen sonuglar umut vericidir. Mikrosatellitler, niikleer ve kloroplast
genomu boyunca yerlesim gosterirler. Bazi tiirlerde mitokondriyal genomda da
bulunmuglardir. Mikrosatellit lokuslari, yakin iligkili tiirler arasinda oldukca korunmus
bolgelerdir. Bu 6zelliklerinden dolayr mikrosatellit primerleri bazen birden fazla tiir

hakkinda bilgi elde etmek i¢in kullanilabilmektedir (Lippe vd., 2004; Provan vd., 2004).

Mikrosatellitler, diger baz dizisi tiplerinden daha hizli mutasyona ugramaktadir.
Mikrosatellitlerdeki bu yiiksek mutasyon orani; DNA replikasyonu sirasinda kayan
zincirin yanlis eslesmesine atfedilmektedir. Tek basamak mutasyon modelinde (SMM;
Stepwise mutation model) verilen bu olay tek tekrar biriminin kazanimi veya
kaybedilmesi ile sonu¢ verebilmektedir (Kimura ve Ohta, 1978). Genetik bilginin
analizinde mutasyon modelleri olduk¢a 6nemlidir. Mikrosatellitlerin mutasyon orani,
tekrar motiflerinin sayis1 ve biliylikligli ve mikrosatellitlerin yapisinin karmasikligi
(6rnegin; bir veya birden fazla tekrar igermesi gibi) tarafindan etkilenmektedir (Estoup

ve Cornuet, 1999).

Mikrosatellitler, degisken yapilar1 sayesinde yavas evrimlesen gen bdlgelerine
benzememektedir. Bu 0Ozellikleri, onlar1 bireylerin ve populasyonlarin genetik
ayiriminda kullanilabilmesini saglamaktadir. Yiiksek degiskenlik ve kodominant dogasi
ve yiikselen kullanilabilirlikleri ile mikrosatellitler populasyon genetiginin en popiiler

molekiiler belirtecleri olmaktadir (Freeland, 2005).
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1.7. Filogenetik Analizler

1.7.1. Evrimsel Analiz icin Model Secimi

Filogenetik yeniden yapilandirma, istatistiksel ¢ikarimin problemidir. Istatistiksel
cikarimlar, olasiliklar olmadig1 zaman g¢izilemez. Bu ylizden, DNA veya protein baz
dizisi kullanarak taksonlar arasinda genetik iligskiyi tahmin etmek icin, niikleotit
degisimi ya da amino asit yer degistirmesinin hesaplanabilmesi i¢in model kullanimi
zorunlu hale gelmektedir. Evrimsel analiz igin se¢ilen model, niikleotit ve amino asit
degisimleri ile ilgili varsayim i¢ermektedir. Bu modeller, filogenetik aga¢ boyunca bir
niikleik asit veya aminoasidin digerine degisimi ile alakali farkli olasiliklar1 tanimlar ve
el altindaki verileri agiklamak i¢in farkli filogenetik hipotezler arasindan se¢im

yapilmasina izin verir (Lemey vd., 2010).

Filogenetik metodlar evrimsel islemler ile alakali tahmin sayisina dayanmaktadir.
Asikar bir model yapmanin avantaji, modeldeki parametrelerin tahmin edilebilmesidir.
Bilindigi {lizere evrimin bir modelini veya bir bagkasini kullanmak filogenetik
analizlerin sonucunu degistirebilmektedir (Sullivan ve Joyce, 2005). Varsayilan model
yanlis 1ise; dal uzunlugu, transisyon/transversiyon orant veya farklilik eksik
degerlendirilebilir. Bolgeler aras1 gii¢ oran1 degisimi ise fazla degerlendirilebilir. Genel
olarak, filogenetik metodlar varsayilan evrim modeli yanlis oldugu zaman daha az

dogru veya tutarsiz olabilir.

Modeller sadece filogenetik analizlerdeki sonug¢larindan dolayr 6nemli degillerdir,
alakali olduklar1 molekiiler seviyedeki evrimsel islemlerdeki karakterizasyondan dolay1
da onemlidirler. Tahminleri basite indirgemesine ragmen, dogru model veriyi uygun
hale getirir, eldeki problem ile alakali dogru tahmin yapan gii¢lii bir ara¢ haline gelir

(Lemey vd., 2010).

1.7.2. Bootstraping (Sec¢-Bagla) Analizi

Se¢-bagla teknigi, 6rnekleme dagiliminda bilinmeyen veya analitik olarak elde

edilmesi zor durumlarin altinda yatan istatistiksel hatalarin hesaplanmasinda siklikla
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kullanilan 6rnekleme teknigidir (Efron ve Gong, 1983). Bu teknigi ilk uygulayan
Felsenstein (1985), tek baz dizisi verilerinden ¢ikarilan filogeninin giiven araligini
hesaplamak i¢in kullanmstir. ilk 6nce baz dizisi verileri se¢-bagla analizine tabi tutuldu.
Bunun anlamui orijinal dizi ile yer degistiren siitunlardan rastgele secilen dizilerden yeni
bir dizi saglanmistir. Dizindeki her bir siitun orijinal ile ayni uzunluktaki yeni bir takim
baz dizisi (se¢-bagla tekrari) yapilandirilana kadar birden fazla segilebilir ya da hig
secilmeyebilir. Bununla birlikte, yeniden oOrneklendirme isleminde verilen sec-bagla
tekrarinin tamaminda baz1 karakterler dahil edilmemis olabilir ve digerleri 1, 2 veya
daha fazla kere dahil edilebilir. Ikinci olarak; veri kiimesinin her bir tekrar iiretiminde
yapilandirilan agag ile biitiin seg-bagla tekrarlar1 arasinda kalan her bir kladin orani

hesaplanir. Bu oran; alt kiimenin monofilisini destekleyen istatiksel glivenden alinir.

Filogenetik agaglarda; sec-bagla degerini gosteren iki yaklasim kullanilir.
Birincisi; majority rule consensus agacindaki sonucu 6zetleyen se¢ bagla metodudur.
Ikinci yaklasim ise; agac iizerindeki orijinal baz dizisinden elde edilen se¢ bagla
degeridir. Bu durumda; biitlin se¢ bagla agaclar1 orijinal baz dizisine dayali agac ile
karsilastirilir ve se¢-bagla agaclarinda bulunan kiimelerin zaman sayis1 kaydedilir.

Sonug olarak; se¢-bagla analizi grubun goreceli kararliligini filogenetik agaglarla
test eden basit ve etkin bir tekniktir. Seg¢-bagla tekniginin en biiyiik avantaji; agac
kurgulayan biitiin metotlara temel olarak uygulanabilmesi, bununla birlikte se¢-bagla
metodunda uygulanan Ornek sayist bilgisayar i¢in gereken zamani artiracagi
hatirlanmas1 gerekmektedir. Bu teknigi kullanirken, genellikle 200 ila 2000 arasinda
yeniden Ornekleme tavsiye edilir (Hedges, 1992; Zharkikh ve Li, 1992). Bununla
birlikte; normal kosullar altinda dallarda %70 veya %75’den fazla desteklenen
gruplarda 6nemli gliven verilmektedir, tam tersi %70’den az desteklenen dallarin
temkinli degerlendirilmesi gerekmektedir (Zharkikh ve Li, 1992; Van de Peer vd.,
2000).

1.7.3. Filogenetik Agaclarin Olusturulmasi

Organizma gruplari arasindaki iliskilerin en uygun sekilde temsil eden filogenetik
agaclar ¢esitli yollarla olusturulabilir. Filogenetik agaclar iizerindeki dallar evrimsel

degisimi, zamani veya her ikisini de temsil edecek sekilde Slgeklenmis olabilir (orta
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panel) veya ne evrimsel zamani ne de miktar ile ilgili direkt karsiligi bulunmayabilir
(alt panel). Filogenetik agaclar koklii veya koksiiz olabilir. Kokl agaglarda, “kok”
(root) olarak adlandirilan belirli bir nod mevcuttur. Bu kok agactaki en yasli noktadir ve
analizdeki biitiin taksonlarin ortak atasim1i temsil etmektedir. Koksiiz agaclarda,
taksonlar arasindaki dallanma iligkisi birbirine baglanma yolu ile belirtilmistir fakat
ortak atanin pozisyonu belirtilmemistir. Ornegin; 5 tiir igeren koksiiz agac iizerinde,
agacin koklenebilecegi 5 dal bulunur. Her bir dalin koklesmesi evrimsel iligki lizerinde
farkli ¢ikarimlara sahiptir. Filogenetik agaclarin olusturulmasinda yaygin kullanimli 3

temel metod asagida bahsedilmektedir (Verma, 2015).

1.7.3.1. Maksimum Tutumluluk (Parsimoni)

Tutumluluk tanimi filogeninin hesaplanmasinda parametrik olmayan istatistiksel
metodlari isaret etmektedir. Bu metodlar altinda istenilen filogenetik agac¢ en az sayida
evrimsel degisimi gerektirmektedir. Maksimum tutumluluk analizinde kullanilan
bilgiler taksonlarin dagilim alanlarindaki “karakter” ¢esitleridir. “Karakter” hangi
taksonun gozlendigi temeline dayanan bir 6zelliktir. Bu 6zellik fiziksel, morfolojik,
genetik, molekiiler, fizyolojik veya davramigsal vb. olabilir. Karakterdeki varyasyon
kalitsal olmalidir. Her bir karakter sadece iki veya daha fazla duruma sahiptir ve
gozlenen varyasyonun smiflandirildigr farkli karakter durumlarina ayrilabilir. Bu
durumda, ayn filogenetik karakterin matriksi genellikle tiir dizilerinden veya tek tiiriin
iireme izolasyonu olan populasyonlarindan olan takson dizisi i¢in bir veya daha fazla
filogenetik aga¢ ¢ikarimi yapma durumunu degerlendirir. Bununla birlikte, kodlanan
karakterler filogenetik agaclardan sonug¢ ¢ikarmak icin kesin bir metod degildir.
Birbirine benzeyen taksonlar goze carpmaktadir. Bazen karakterler belirgin karakterlere
referans ile miimkiin varyasyonlar1 temsil etmektedir. Karakter kodlamasi1 benzerlik

tizerinden yapilmaktadir.

Taksonlara 0zgii karakterler sirali veya sirasiz olabilir. Coklu durumdaki
karakterler i¢cin siralanmis karakterler, bir durumdan digerine degisen esit evrimsel
olaylara sahip olabilmektedir. Sirali karakterler bir evrimsel olaydan digerine degisirken
karakterlerin bir ara duruma sahip olmalarina gerek olmamaktadir. Sirali karakterler

evrim boyunca meydana gelen durumdaki sekans kismina sahiptir. Ara durum ge¢mesi
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gerekmektedir. Bununla birlikte isaretli karakterler siklikla karigik bir durum haline

gelmektedir.

Bazen degerler belirli karakterleri diistiniilerek atanmis olabilir veya bireyler arasi
gercek evrimsel iligkinin yansimasi olabilir ve diger karakterler ile karsilastirmaya
oncelik verebilir. Dahasi, baz1 filogenetik calismalarda biitliin karakterleri esit olarak
degerlendirmektedir. Karakter =~ durumundaki  degisiklik  bireysel  olarak
degerlendirilmektedir. Ornegin; niikleotit baz sekansi, A-T, T-A, G-C, C-G (Verma,
2015).

1.7.3.2. Maksimum Benzerlik

Maksimum benzerlik metodunu kullanarak olusturulan filogenetik agaglarda
topolojiyi tespit i¢in veri setindeki DNA sekansinda gozlenen en yiiksek olasiligi veren
dal uzunlugu esas alinmaktadir. Her bir adimdan sonra, her bir agacin benzerligi

incelenir. En yiiksek benzerligi veren incelenen agag bir sonraki adimda segilir.

Maksimum benzerlik metodu; niikleotit substitiisyon hesaplanmas1 i¢in uygun
evrimsel modelin secilimini gerektirir. Benzerlik hipotezi; hipotezde verilen verinin
olasiligii tanimlar. Bu model altinda yliksek sayida parametrenin degerlendirilmesi ile,
belirli durumlardaki olasilik farkliliklari, baz1 degiskenlerin olasiliklar1 ve karakterler

arasindaki farkliliklarin hesaplanmasi saglanmaktadir (Verma, 2015).

1.7.3.3. Bayesiyan Cikarsama Yaklasim

Filogenetik agac olusturmada en yeni metod Bayesiyan metodu olmaktadir.
Benzerlik fonksiyonunu kullanan bu metod, 6nciil olasilik testi sonuglarina dayali revize
edilmis hesaplamalar yapmaktadir. Bu yilizden, bayesiyan analizi aslinda maksimum
benzerlik metodunun farkli bir bi¢cimidir. Bayesiyan metodunda, maksimum benzerlik
metodunda oldugu gibi, gozlenen data seti igerisinde maksimum benzerlige sahip tek
agaci aramak yerine; en 1yl agag veri seti iiretilir ve evrimsel modele 6zgii verilen agac
veri setinde benzerliklerin tiim olasilik dagilimlari olusturulmaktadir. Bu yaklasimda da,

maksimum benzerlik metodunda oldugu gibi en uygun veri seti bir¢ok aga¢ goriintiisii
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arastirllarak  ve benzerlikler {izerinden en yiiksek benzerligi takip ederek
olusturulmaktadir. Ayrica bu metod agaglarint Markov-Zincir Monte Carlo (MCMC)
yaklasiminin kontrolii altinda olusturmaktadir (Avise, 2004).

1.7.4. Genetik Mesafe

Prensip olarak uzaklik metodlari, agaglarini ikili genetik mesafeleri matriksine
uydurmaya c¢alisir (Felsenstein, 1988). Her iki baz dizisinde, mesafe, farkli iki baz

dizisindeki pozisyonun bir kismina bagli olan tek deger, p mesafesi olarak adalandirilir.

P mesafesi, gercek genetik mesafenin yetersiz degerlendirilmesidir. Cilinkii bazi
niikleotit pozisyonlar1 ¢coklu yer degisimleri olaylarina maruz kalmis olabilir. Aslinda,
mutasyonlar genlerde devamli olarak onarildig1 i¢in, gecen evrimsel zaman i¢inde ayni
pozisyonda meydana gelen c¢oklu degisimlerin sansi artmaktadir. Bununla birlikte
degisim sayisina ulagsan uzakliga dayali genetik mesafe metodlarida spesifik evrimsel
modelin uygulanmasi ile meydana gelen evrimsel degisimlerin dogas1 hakkinda belirli
tahminler yapar. Baz dizisi setinde biitiin ikili mesafeler hesaplandigi zaman agag
topolojisi belirli metodlarla ¢ikarilabilmektedir. Genetik mesafenin dogru tahmini ¢ok
onemlidir ve bir¢cok olayda aga¢ topolojisini agiga ¢ikaran metod se¢iminden daha

onemlidir (Verma, 2015).

1.8. Populasyon Genetigi Analizleri

1.8.1. Hardy-Weinberg Dengesi

Rastgele ciftlesme sonucu alel sikliklar1 bir kusaktan digerine degismez, ancak
alel yiizdeleri farkli genotipler arasinda degismektedir. Bu durum “Hardy-Weinberg
dengesi” olarak bilinmektedir. Buna gore; iki alel ile baslangi¢c genotip sikliklar1 ne
olursa olsun, rastgele ¢iftlesmenin goriildiigii bir kusak sonunda genotip sikliklar; p*:

2pq: q° seklinde olacaktir (p:A1 aleli genotip sikligi, q:A2 aleli genotip sikligr).

Bundan bagka onlar1 degistiren etmenler s6z konusu olmadig: siirece bu genotip

sikliklar1 ve alel sikliklart gelecek kusaklarda degismeden sabit kalacaktir. Bu denge
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neredeyse tlim eseyli iireme gosteren canlilarda evrimin genetik kuraminin temelini
olusturmaktadir. Hardy-Weinberg dengesinden c¢ikarabildigimiz rastgele olmayan
ciftlesme, sans olayi, gen akisi, mutasyon ve dogal secilim gibi varyasimlar, alel ve
genotip sikliklarini degistirebilen ve bir toplumda evrime neden olan en 6nemli evrimsel

etkenlerdir (Futuyma, 2008).

Hardy-Weinberg dengesindeki bir populasyonda, oOrneklenen bireylerdeki
heterozigotluk frekansi beklenen heterozigotluk (Hg) olarak adlandirilir. Fakat genetik
varyasyonun temel kaniti, incelenen populasyondaki bireylerin tiim karakterize
lokuslarindaki heterozigotluk degerlerinin ortalamasi alinarak hesaplanir ve buna
gbzlenen heterozigotluk (Hg) denir. Beklenen ve gdzlenen heterozigotluk degerleri
arasindaki degisimler Hardy-Weinberg dengesinden sapmalara kanit olusturmaktadir

(Freeland, 2005).

1.8.2. Mesafe izolasyonu

Birgok tiirde populasyonlar arasi gen akis1 miktar1 aralarindaki cografik mesafe ile
tersi orantilidir. Ciinkii bireyler genellikle yakin alanlara dagilmaktadirlar. Bu olay,
mesafe izolasyonu (IBD: Isolation by Distance; Wright, 1943) olarak bilinir ve
genellikle populasyon ¢ifti arasindaki uygun log doniisiimlii cografik mesafe karsilig
olan gen akisini hesaplamak i¢in log doniisiimlii regresyon degerlendirmesidir. Bu
iliskinin anlamliligi, “Mantel testi” kullanilarak degerlendirilir ve bu test genetik ve
cografik mesafe arasindaki korelasyon ig¢in kullanilmaktadir. Mantel testi, bu
karsilagtirmay1 yapmak i¢in uygundur; ¢iinkii populasyon ikili grup karsilagtirmalarini
bagimsiz olarak farzetmez. Mesafe izolasyonu (IBD) regresyonunun meyili ve kesisim

noktasi, iligkinin giicilinii test etmek icin kullanilir (Freeland, 2005).

1.8.3. Etkili Populasyon Biiyiikliigii (Ne)

Populasyonun en temel Ol¢liimii populasyonun biiyiikligiidiir. Populasyon
blytikligl (N.), biitiin diger populasyon genetigi sathalarinda etkili olmaktadir. Biiytlik
populasyonlar, kiiclik populasyonlardan daha ¢ok hayatta kalma becerisine sahiptir. Bu

yizden IUCN’in Kirmizi Listesi anahtar degisken olarak populasyon biiyiikliigiini
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kullanmaktadir ve 50 eriskin bireyden daha az sayidaki populasyonlar1 kritik tehlike
altindaki populasyonlar olarak tanimlamaktadir. Populasyon genetigi bakis acisindan

ise, etkili populasyon biiytikliigii (Ne) daha alakali bir 6l¢tim birimidir.

Etkili populasyon biiyiikliigi takip edilen genetik siirliklenmede kaybedilen
genetik farkliligin oranimi yansitmaktadir. Ideal bir populasyonda Ne=N. olmaktadir,
fakat gercekte bu nadir bir durumdur. N, genellikle Ne den daha kiigiik olmaktadir.
Bunun sebepleri, esit olmayan cinsiyet orani, iireme basarisindaki varyasyon ve

populasyon biiytlikliigii dalgalanmalaridir (Sekil 15) (Freeland, 2005).

Mutasyon Sekstiel tireme

N/

—> (artar) Genetik farklilik <«€&—— Gen akis1
(azalir) Genetik farklilik <-&—— Hizl alel kayb1

/ T Genetik -e—Ne /

Soyigi lireme Genetik siiriiklenme  gjjriiklenme  (azalir)

T T (artar)

Kiigiik populasyon —m Ne

biiytikligii (azallr\

Ureme basarisinda
degisiklik
Sekil 15. Bazi ana faktorler tarafindan etkilenen populasyon iginde genetik farklilik
seviyelerinin gézden gecirilmesi (Freeland, 2005)

Seleksiyon
dengesi

Darbogaz

1.8.4. Gen AKis1

Bir tiiriin populasyonlar1 birbiriyle az ya da ¢ok belli derecelerde gen aligverisi
yapar. Bu islem “gen akis1” olarak adlandirilir. Genler, gé¢ eden bireyler tarafindan veya
gametler tarafindan populasyonlar arasinda tasinabilir. Yeni populasyona gelip burada

lireme basaris1 gosteremeyenler gen akisina katki saglamaz.

Eger diger faktorler gen akisina karsi calismiyorsa, gen akis1 bir tiirlin
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populasyonlarint homojenlestirir. Yani, genetik siiriikkleme ya da dogal se¢ilim yeterince
etkili sekilde karsi koymuyorsa, gen akisi ilgili populasyonlarin hepsini ayni alel
sikliklarina getirir. Gogmenlerin ayni biiyiikliikteki ayr1 toplumlara esit dagilma olasilig
bulunuyorsa, populasyonlar arasindaki alel sikliklar1 sonunda ortalama diizeye erisir. Bu
olayin meydana gelis orani, “gen akis diizeyi (m)” ile iligkilidir, yani bu, her kusakta
populasyona diger populasyonlardan gogclerle tasinmis c¢iftlesen bireylerdeki gen

kopyalariin populasyondaki gen kopyalarinin toplamina oranidir (Futuyma, 2008).

Populasyona dair diger biitiin parametreler esit oldugu zaman izole populasyonlar
daha diisiik etkili populasyon biiyiikliigline, daha yiliksek genetik siiriiklenme oranina
sahiptir ve go¢ alan populasyonlar ile karsilastirildiginda daha diisiik genetik cesitlilige
sahip olacaktir. En diisiik seviyedeki go¢ bile, populasyona yeni genotip getireceginden
etkili populasyon biiylikliigii artacaktir. Bununla birlikte, lokal populasyonlarin genetik
farklilig1 artacaktir. Gen akist Ozellikle tehlike altindaki populasyonlarda Onem
arzetmektedir. Gen akismin belirlenmesinde, iklim ve populasyonlarin dagilma

kapasitesi de ¢cok dnemlidir (Freeland, 2005).

1.8.5. Darbogaz

Populasyonlarin ¢esitli dis faktorler (soy i¢i lireme depresyonu, genetik varyasyon
azalmasi vd.) ile maruz birakildiklar1 niifus biiyilikligli kisitlamalarina “darbogaz” adi
verilmektedir ~ (Futuyma, 2008). Populasyonlarin  gecirdikleri  darbogazlar,
populasyonlarin etkin biiyiikliiklerini azaltir ve bunun sonucu olarak genetik ¢esitliligi
azaltir. Bununla birlikte, darbogaz genetik c¢esitlilik ile alakali her Ol¢iiyli azaltmaz.
Darbogazdan sonra populasyona has ender alellerin kaybolmasindan dolayr alel
cesitliligi artis gosterir. Bu genellikle beklenen heterozigotlukta diisiis ile alakalidir.
Ciinkii alel sayisinda azalma Hardy-Weinberg dengesi altinda beklenen heterozigotlugu
azaltir. Bununla birlikte, gézlenen heterozigotluk degeri azalmayabilir ve hatta Hardy-
Weinberg dengesi altindaki gozlenen heterozigotluk degerinde gecici bir artis sz
konusu olabilir. Baz1 durumlarda gozlenen heterozigotluk basaris1 gegmis darbogazlarla

alakal1 1yi1 bir belirte¢ olmaktadir (Freeland, 2005).
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1.8.6. F Istatistigi

Populasyonlar arasi1 genetik farklilasmanin belirlenmesinde en yaygin kullanilan
method Wright (1951) tarafindan gelistirilen F istatistigine dayanmaktadir. F istatistigi,
populasyonlarin i¢inde ve arasindaki genetik farklilasmanin tanimlanmasinda soy i¢i
iireme kat sayisin1 kullanmaktadir. Bu kat say1 3 farkli seviyede hesaplanmaktadir. Ilk F
istatistigi Fis; bireyler i¢cindeki soy i¢i lireme derecesinin populasyonun geri kalani ile
iligkisini hesaplar. Fis degeri; ayn1 bireydeki iki alelin atasal benzerlik olasiligini

hesaplar. Fis formiilii;

Fis= (Hs-Hi) / Hs

Bu formiilde Hp incelenen populasyondaki gozlenen heterozigotlugu Hs ise

Hardy-Weinberg dengesindeki populasyonda beklenen heterozigotlugu ifade etmektedir.

Ikinci F istatistigi, Fsr (ayrica fiksasyon indeksi olarak bilinmektedir) ise;
populasyonlar arasi genetik farklilasmanin hesaplanmasimni saglar. Bu deger;
populasyonun tiim diger populasyonlar ile alakali soy i¢i ilireme derecesidir. Fsr
populasyon i¢indeki ataya benzeyen tiikkenmis rastgele iki aleli temsil etmektedir.

formiilii;

Fsr= (HT-Hs) / Hr

Bu formiilde Hs degeri Fis formiiliindeki ile ayni anlami tasirken; Hr ise tim

populasyonlardaki beklenen heterozigotlugu ifade etmektedir.

Ucgiincii ve sonuncu F istatistigi ise; Frr’dir. Bu deger, diger ikisinden ¢ok daha az
kullanilmaktadir. Bu deger, bireyin tiim populasyonlar ile alakali heterozigotlugunu
hesaplayarak bireydeki tiim soy i¢i ireme katsayisini bulmaktadir. Formiilii;

Frr = (Hr-Hi) / Hr

Yukarda bahsettigimiz {li¢ farkli F istatistigi degerleri arasindaki iliskiyi gosteren
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formiil asagida verilmistir (Freeland, 2005);

Fir= FistFst-(Fis)(Fst)
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

Bu caligmada Anadolu dag kurbagalari grubuna ait 4 tiir (Rana macrocnemis,
Rana camerani, Rana holtzi ve Rana tavasensis) kullanilmistir. Bu grup en kalabalik
kuyruksuz kurbaga ailelerinden biri olan Ranidae ailesine aittir. Mevcut caligmada
kullanilan Anadolu dag kurbaga grubuna ait tiirlerin sistematik bilgileri asagida

verilmistir:

Alem: Animalia

Sube: Chordata

Altsube: Vertebrata

Sinif: Amphibia

Takim: Anura

Aile: Ranidae

Cins: Rana

Tiir: Rana macrocnemis (Sekil 16)
Tiir: Rana camerani (Sekil 17)
Tiir: Rana holtzi (Sekil 18)

Tiir: Rana tavasensis (Sekil 19)
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Sekil 17. Van Bahgesaray lokalitesinden 6rneklenen R. camerani tiiriine ait birey
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Sekil 18. Mersin Yanpinar lokalitesindénéfnéklenen R. holtzi tiiriine ait Bireyler

& o
$

Sekil 19. Denizli Cakiroluk lokalitesinden 6rneklenen R. tavasensis tiirline ait birey

Literatiire dayali veriler dikkate alinarak toplam 28 farkli lokaliteden Recep
Tayyip Erdogan Universitesi, Bilimsel Arastirma Projeleri 2013.102.03.10 No’lu proje
kapsaminda drnekleme yapilmistir. Ug lokalite igin ise; Adnan Menderes Universitesi,
Zooloji miizesi materyallerinden 6rnekler kullanilmistir (Tablo 1, Sekil 20). Lokalitelere
gore tlir tanimlamasi i¢in gegmis literatiir bilgisi temel alindi. Her lokaliteden en fazla 6

adet birey arazide dogal ortamlarinda elle veya atrapla sakince yakalanip deri yoluyla
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enjekte edilen 250 mg/LL. MS-222 (Ethyl 3-aminobenzoate methanesulfonate) ile
bayiltildiktan sonra steril cerrahi makasla parmak uc¢larindan kiigiik bir kisim alinmustir.
Hayvanlar kendine geldikten sonra dogal ortamlarina geri birakilmistir (Arazi
caligmalari i¢in, T.C. Orman ve Su isleri Bakanlig1 Doga Koruma ve Milli Parklar Genel
Miidiirliigii, T.C. Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanlig1 Balik¢ilik ve Su Uriinleri Genel
Miidiirliigii ve RTEU, Hayvan Deneyleri Etik Kurulundan gerekli izinler alinmustir (Etik
kurul onay numarasi: 2014/36)).
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Tablo 1. Anadolu dag kurbagalar1 6rneklerine ait lokalite bilgileri

Ornekleme bolgesi Tarih Rakim (m) Koordinatlar
Sevicova (Konya) 02.08.2014 2351 37.30/34.31
Catak (Mersin) 03.08.2014 1586 36.94/34.24
Ekecik (Aksaray) 04.08.2014 1593 38.65/34.07
Erciyes (Kayseri) 05.08.2014 2428 38.53/35.55
Egrigél (Mersin) 02.08.2014 2713 37.32/34.42
Yanpinar (Mersin) 02.08.2014 2839 37.31/34.43
Ovit (Rize) 05.05.2013 2695 40.62/40.78
Kiimbet yaylas1 (Giresun) 31.08.2014 1573 40.55/38.45
Sarikamis (Kars) 16.06.2014 1916 40.40/42.72
Agziacik (Erzurum) 17.06.2014 2248 40.28/40.99
Bahgesaray (Van) 13.07.2014 2008 38.11/43.13
Hizan (Bitlis) 07.06.2015 1560 38.25/42.43
Cakirgol (Glimiishane) 17.05.2014 2152 40.63/38.68
Murgul (Artvin) 15.06.2014 544 41.15/41.33
Karagdl (Artvin) 20.08.2014 1550 41.22/41.58
Yalniz¢am (Ardahan) 19.06.2014 1822 41.06/42.51
Ilgaz (Kastamonu) 26.07.2014 2230 41.02/33.76
Samat yaylas1 (Bolu) 07.09.2014 1384 40.60/31.24
Uludag (Bursa) 06.08.2013 2543 40.07/28.89
Atlidere (Mugla) 16.09.2014 1402 36.86/29.70
Siindiken dag1 (Eskisehir) 26.06.2014 1056 39.94/30.97
Banaz (Usak) 28.06.2014 1189 38.85/29.68
Murat dag1 (Kiitahya) 27.06.2014 1138 39.10/29.47
Inderesi (Adana) 06.08.2014 1529 37.91/35.61
Maden (Elaz1g) 09.08.2014 1508 38.53/39.65
Sersem (Kahramanmarasg) 07.08.2014 1850 37.56/36.57
Uzung6l (Trabzon) 05.09.2014 1896 40.56/40.41
Balikligol (Trabzon-Bayburt)  05.09.2014 2543 40.53/40.39
Tavas (Denizli) - - ADU Miize Materyali
Ulukisla (Nigde) - - ADU Miize Materyali
Odemis (Izmir) - - ADU Miize Materyali
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Sekil 20. Orneklemelerin yapildigi lokaliteler ( Bl R. macrocnemis,® R. camerani,
* R. holtzi, A R. tavasensis).

2.2. Metod

2.2.1. Genomik DNA Izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu parmak uglarindan alinan Orneklerden, Wizard
Genomic DNA saflagtirma kiti (Promega, Madison, USA) yardimi ile {reticinin
saglamis oldugu protokol izlenerek gerceklestirilmistir. Elde edilen DNA’nin
konsantrasyonu ve safligi etidyum bromiir ile boyanmis % 0,8’lik agaroz jelde
yiiriitiilerek ve Nanodrop spektrofotometrede (Thermo Scientific) goriintiilenerek

kontrol edilmistir. Elde edilen DNA, PZR yapilincaya kadar -20 C° de saklanmustir.

2.2.2. mtDNA ve nDNA Genlerinin PZR Yardim ile Cogaltilmasi

Bu calismada; Anadolu dag kurbagalarina ait tiirler arasindaki filogenetik iliskiyi
saptamak ve populasyonlarin genetik yapilarini ortaya ¢ikarabilmek i¢in; mitokondriyal
(cyt b ve COI) ve niikleer (POMC ve RAGI) gen bolgeleri kullanilmistir. Mitokondriyal
(cyt b ve COI) ve niikleer (POMC ve RAGI1) gen boélgelerinin ¢ogaltilmasinda doku
orneklerinden elde edilmis total DNA kullanilmistir. 50 pl’lik PZR sartinda; DNA (3
ul), 5 ul PZR Tamponu (10 mM), ileri ve geri yonlii primerler (0,5-1 pl), Tag DNA
Polimeraz enzimi (50 iinite/ml) (0,2 pl), dNTPmix (5 pl) (400 uM dATP, 400 uM
dGTP, 400 uM dCTP, 400 uM dTTP), 3 mM MgCl ve ddH>O bulunacak sekilde
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reaksiyon hazirlanmigti. COI geni hari¢ primer dizileri literatiir dogrultusunda
belirlenmistir (Tablo 2). COI geni primeri c¢esitli Rana tiirlerinin gen dizileri temel
almmarak dizayn edilmistir (tiirlerin Gen Bankasi erisim numaralart: NC 028521,
NC 023528, KF898355). PZR reaksiyonu sonrast 5 pl PZR iiriinii + 1 ul 6X yiikleme
boyast etidyum bromiir yogunlugu 0,01 mg (Img/100 pl) olacak sekilde
hazirlanan %1°lik agaroz jel lizerinde 1XTAE tampon sisteminde 1 saat ytriitilmustiir.
Etidyum bromiir ile boyanan DNA pargalar1 UV illiiminatorle goriintiilenerek jel

goriintiileri jel dokiimantasyon sistemi kullanilarak kayit edilmistir.

Tablo 2. mtDNA ve nDNA primerlerinin baz dizileri ve PZR kosullar1

Gen Baz Dizilimi Referans PZR Baz
kosullan uzunluklari

cytb F:TTAGTAATAGCCACAGCTTTTGTAGGC Vences vd., 95C* 3dk 481 bg
R:AGGGAACGAAGTTTGGAGGTGTGG 2013 95C° 30 sn
55C° 45 sn
72C°1 dk
72C° 7 dk
X40

COlI F:CATAAAGAYATTGGAACCC Bu calisma 95C* 3dk 743 bg
R:GTRAAYATRTGRTGGGCTC 95C° 30 sn
52C° 45 sn
72C° 1 dk
72C° 7 dk
X40

POMC F:ATATGTCATGASCCAYTTYCGCTGGAA Veietes vd., 95C° 3dk 401 bg
R:GGCRTTYTTGAAWAGAGTCATTAGWGG 2007 95C° 30 sn
52C° 45 sn
72C° 1 dk
72C° 7 dk
X40

RAG1 F: ATAACTGGTCGTCAGATCTTTCAGCC Vences vd., 95C° 3dk 717 be
R: CTTGGACTGACGAGCATTCAT 2013 95C° 30 sn
56C° 45 sn
72C° 1 dk
72C° 7 dk
X40

2.2.3. DNA Dizin Analizi

Agaroz jelde yiirtitiilerek kontrol edilen mtDNA ve nDNA 6rneklerine ait PZR
tirtinleri, Ozel/ticari laboratuarda (Macrogen Inc., Giliney Kore) ABI 3730XL gibi

otomatik dizin analiz sistemleri kullanilarak analizi yaptirildi.

Macrogen firmasi tarafindan “.abi” dosya formatinda gonderilen baz dizileri ilk
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once coklu hizalama programi (Bioedit) (Hall, 1999) yardimi ile hizalanmistir (Sekil
21). Hizalanan dizilerin uzunluk farkliliklar1 giderildikten sonra her bir 6rnegin dizi
uzunlugu cyt b gen bolgesi i¢in 481 bg, COI gen bolgesi i¢in 743 bg, RAG1 gen bolgesi
icin 717 bg, POMC gen bolgesi icin 401 bg olarak hazirlanmistir.

$ Biokdit Sequence Alignment Editor —_— - - =

File Edit Sequence Alignment View Accessory Applicstion RNA World Wide Web Options  Window Help

¥ e\znmuncmmu Kup/l.hs

(==} [—__|tmeew = l—_l' B 38 total sequences

Mode: - Sdeﬂbnﬂ Sequence Mask: None
e s -

Numbering Mask: Nore
£IDIT oo 'I-E@l ¥II!iI!f"~"A & @ i”é?;:"_]m,«w
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HL GAGCAGARCTGAGTCAACCTGGGACTCTCTTGGGAGACGACCARATTTATAATGTCATCGTCACTGCCCACGCATTIGTGATGATT T T TTTCATAGTTATGCCTATCCTARTCGGAGGCTTCGGA
52 GAGCAGAACTGAGTCAACCTGGGACTCTCTTGGGAGACGACCARATTTATAATGTCATCGTCACTGCCCACGCATTIGTGATGATTTTTTTCATAGT TATGCCTATCCTAATCGGAGGCTTCGGA
13 GAGCAGAACTGAGTCAACCTGGGACTCTCTTGGGAGACGACCAAATTTATAATGTCATCGTCACTGCCCACGCATTIGTGATGATT T TTTTCATAGTTATGCCTATCCTARTCGGAGGCTTCGGA
H4 GAGCAGAACTGAGTCAACCTGGGACTCTCTTGGGAGACGACCARATTTATAATGTCATCGTCACTGCCCACGCATTTGTGATGATTTTTTTCATAGT TATGCCTATCCTAATCGGAGGCTTCGGA
HS GuGCMGAMCTG&GTCARCCTGGGACHCTC"TGGGAGACGACCALLTTHZTMATG“CAMCGTCACTGCCCACGCMrT"GTGMTGMTTHMYT“CRMAGT"ATchr‘mh ATCGGAGGCTTCGGA
HE GAGCAGAACTGAGTCAACCTGGGACTCTCTTGGGGGACGACCAAATTTATAATGTCATCGTCACTGCCCACGCATTTGTGATGATTTTTTTCATAGTTATGCCTAT! CGGAGGCTTCGGA

H7 GAGCAGAACTGAGTCAACCTGGGACTCTCTTGGGAGACGACCAAATTTATAATGTCATCGTCACTGCCCACGCATTTGTGATGATTTTTTTCA iGTT&TGC&TL"C TA. GGAGGCTTCGGA
HE GAGCAGAACTGAGTCAACCTGGGACTCTCTTGGGAGACGACCARATTTATAATGTCATCGTCACTGCCCACGCATTIGTGATGATTTTTTTCATAGTTATGCCTATCCTA GGAGGCTTCGGA
HS GRGCRGiLCTGAGTCA;CCTGGGACTCTCTTGGGAGACGACCAAATTT&TAATGTCATCGTCaCTGCCCALGCATT?GTGATGuPT”"TT“C;“A’TT&TGC;T;TCC"A TCGGAGGCTTCGGA
H10 GAGCAGAACTGAGTCAACCTGGGACTCTCTTGGGAGACGACCAAATTTATAATGTCATCGTCACTGCCCACGCATTTGTGATGATTTTTTTCAT. CGGAGGCTTCGGA
H11 GAGCAGAACTGAGTCAACCTGGGACTCTCTTGGGAGACGACCAAATTTATAATGTCATCGTCACTGCCCACGCATTTGTGATGATTTTTTTCA CGGAGGCTTCGGA
H12 GAGCAGAACTGAGTCAACCTGGGACTCTCTTGGGAGACGACCARATTTATAATGTCATCGTCACTGCCCACGCATTTGTGATGATTTTCTTCA TAATCGGAGGCTTCGGA
H13 GAGCAGAACTGAGTCAACCTGGGACTCTCTTGGGAGACGACCARATTTATAATGTCATCGTCACTGCCCACGCATTTGTGATGATTTTTTTCA TAATCGGAGGCTTCGGA
H14 GAGCAGAACTGAGTCAACCTGGGACTCTCTTGGGAGACGACCARATTTATAATGTCATCGTCACTGCCCACGCATTTGTGATGATTTTTTTCA CGGAGGCTTCGGA

H15 GAGCAGAACTGAGTCAACCTGGGACTCTCTTGGGAGACGACCAAATTTATAATGTCATCGTCACTGCCCACGCATTTGTGATGATTTTTTTCATAG TCGGAGGCTTCGGA

H16 GAGCAGAACTGAGTCAACCTGGGACTCTCTTGGGAGACGACCARATTTATAATGTCATCGTCACTGCCCACGCATTTIGTGATGATTTTTTTCATAGTTATGCCTATCCTAATCGGAGGCTTCGGA
H17 GAGCAGAACTGAGTCAACCCGGGACTCTCTTGGGAGACGACCAAATTTATAATGTCATCGTCACTGCCCACGCATTIGTGATGATTTITTTCATAGTTATGCCTATCCTAATCGGAGGCTTCGGA
H18 GAGCAGAACTGAGTCAACCTGGGACTCTCTTGGGAGACGACCAAATTTATAATGTCATCGTCACTGCCCACGCATTIGTGATGATTTTTTTCATAGTTATGCCTATCCTAATCGGAGGCTTCGGA
H19 GA CanACTGAGTCA;CC”GGGAC”CTC“TGGGAGACGACC»LATTTATLaTG"CA”CGTCACTGCCCACGCATT?GTGATGAPTTTT““C&“A¢T"ATGCCT CC"A GGAGGCTTCGGA
H20 GAGCAGAACTGAGTCAACCTGGGACTCTCTTGGGAGACGACCARATTTATAATGTCATCGTCACTGCCCACGCATTTGTGATGATTTTTTTCATAGTT. A GGAGGCTTCGGA
H21 GAGCAGAARCTGAGTCAACCTGGGACTCTCTTGGGAGACGACCARATTTATAATGTCATCGTCACTGCCCACGCATTTGTGATGATTTTTTTCA TCGGAGGCTTCGGA
22 GAGCAGAACTGAGTCAACCTGGGACTCTCTTGGGAGACGACCARATTTATAATGTCATCGTCACTGCCCACGCATTTGTGATGATTTTTTTCA CGGAGGCTTCGGA
523 GAGCAGAACTGAGTCAACCTGGGACTCTCTTGGGAGACGACCAAATTTATAATGTCATCGTCACTGCCCACGCATTIGTGATGATTTTTTTCATAGT GGAGGCTTCGGA
H24 GAGCAGAACTGAGTCAACCTGGGACTCTCTTGGGAGACGACCARATTTATAATGTCATCGTCACTGCCCACGCATTTGTGATGATTTTTTTCATAGTTA TCGGAGGCTTCGGA
H25 GAGCAGAACTGAGTCAACCTGGGACTCTCTTGGGAGACGACCAAATTTATAATGTCATCGTCACTGCCCACGCATTTGTGATGATTTTTTTCATAGTTATGCCTATC TCGGAGGCTTCGGA
H26 GAGCAGAGCTGAGTCAACCTGGGACTCTCTTGGGAGACGACCAAATTTATAATGTCATCGTCACTGCCCACGCATTTIGTGATGATTTTTTTCATAGTTATGCCTATCCTAATCGGAGGCTTCGGA
H27 GAGCAGAGCTGAGTCAACCTGGGACTCTCTTGGGAGACGACCAAATTTATAATGTCATCGTCACTGCCCACGCATTIGTGATGATTTITTTCATAGTTATGCCTATCCTAATCGGAGGCTTCGGA
H28 GAGCAGAGCTGAGTCAACCTGGGACTCTCTTGGGAGACGACCARATTTATAATGTCATCGTCACTGCCCACGCATTIGTGATGATTTTTTTCATAGTTATGCCTATCCTAATCGGAGGCTTCGGA
H29 GAGC»Gn»CTGAGTC&;CC"GGGAC”CTC“TGGGRGAC nCCAAATT”ATA»TG”CA‘CGTCACTGCCCRCGCATT?GTGATGAPTTTYT“C;“A’T"RTGCCTLTCCTA TPCGGAGGCTTCGGA
H30

H31 GMGCAG:\;QCTGMGTC:«;‘CC"GGGAC”CTC"TGGG»GACGACCQ:«ATTT;T'ATG"CNTCGTCACTGCCCACGCMTT:‘GTGATMATTTz'l"“'"cu

H32 GAGCAGAACTGAGTCAACCTGGGACTCTCTTGGGAGACGACCARATTTATAATGTCATCGTCACTGCCCACGCATTTGTGATGATTTTCTTCA

133 GAGCAGAACTGAGTCAACCTGGGACTCTCTTGGGAGACGACCARATTTATAATGTCATCGTCACTGCCCACGCATTTGTGATGATTTTTTTCA

H34 GAGCAGAACTGAGTCAACCTGGGACTCTCTTGGGAGACGACCAAATTTATAATGTCATCGTCACTGCCCACGCATTTGTGATGATTTTTTTCA n”CGGAGGC“TCGGA
H35 GAGCAGAACTGAGTCAACCTGGGACTCTCTTGGGAGACGACCAAATTTATAATGTCATCGTCACTGCCCACGCATTTIGTGATGATTTITTTCATAGTTATGCCTATCCTAATCGGAGGCTTCGGA
H36 GAGCAGAACTAAGTCAACCTGGGACTCTCCTGGGAGACGACCAAATTTACAACGTCATCGTCACTGCCCACGCATTCGTGATGATTTTTTTTATAGTTATGCCTATCCTAATCGGGGGCTTCGGG
H37 GAGCAGAACTAAGTCAACCTGGGACTCTCCTGGGAGACGACCAAATTTACAACGTCATCGTCACTGCCCACGCATTCGTGATGATTTITTTTATAGTTATGCCTATCCTAATCGGGGGCTTCGGG
H38 GAGCAGAACTAAGTCAACCTGGGACTCTCCTGGGAGACGACCARATTTACAACGTCATCGTCACTGCCCACGCATTCGTGATGATTTTTTTTATAGTTATGCCTATCCTAATCGGGGGCTTCGGG

Sekil 21. Bioedit programi ile hizalanmig sekans dizileri

2.2.4. mtDNA ve nDNA Verilerinin Analizi

Mitokondriyal ve niikleer gen bolgeleri icin analizlerde kullanilan birey sayisi
Tablo 3’de verilmistir. Elde edilen mitokondriyal ve niikleer genomlarin % A-T analizi,
korunmus bdlgelerin analizi, degisken bolgelerin analizi, parsimonik bilgi iceren
bolgelerin (P1) analizi MEGA 6 (Tamura vd., 2013) programi yardimi ile
gerceklestirilmistir. Baz dizilerinin gerekli formatlara doniistiiriilmesi i¢in Clustal X
(Thompson, 1994) ve Clustal W (Thompson vd., 1997) programlar1 kullanilmistir.
DNASP v5 (Librado ve Rozas, 2009) programi kullanilarak haplotipler belirlenmis ve
populasyonlari temsil eden haplotipler arasi iliski ve mutasyon miktar1 eldesi Network

programi (Bandelt vd., 1999) (Fluxus Engineering) kullanilarak olusturuldu.
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Tablo 3. mtDNA (cyt b ve COI) ve nDNA (POMC ve RAG1) gen bolgeleri
analizlerinde kullanilan birey sayisi1 (n=birey sayisi)

Lokaliteler cytb(n) COI (n) POMC (n) RAG (n)
Sartkamis (Kars) 4 3 4 2
Odemis (Izmir) 4 3 5 2
Uzungol (Trabzon) 5 3 2 3
Balikligol (Bayburt Trabzon

sinir1) 4 3 3 2
Cakirgol (Giimiishane) 3 2 4 2
Agziagik gegidi (Erzurum) 4 3 2 2
Murgul (Artvin) 6 3 4 3
Yalniz¢am (Ardahan) 5 3 2 2
Yanpinar (Mersin) 5 4 4 2
Sevigova (Konya) 5 4 2 2
Egrigol (Mersin) 5 3 5 2
Samas yaylas1 (Bolu) 5 3 5 3
Tepekoy (Mersin) 5 3 1 2

Sersem Yaylasi
(Kahramanmaras)
Bahgesaray (Van)
Kiimbet (Giresun)
Siindiken (Eskisehir)
Ekecik (Aksaray)
Erciyes (Kayseri)
Murat Dagi (Kiitahya)
Maden (Elazig)
Inderesi (Adana)
Hizan (Bitlis)

Uludag (Bursa)

Ovit (Rize)

llgaz (Kastamonu)
Karagol (Artvin)
Ulukisla (Nigde)
Banaz (Usak)

Tavas (Denizli)
Atlidere (Antalya)
Toplam 127

O W s WO, BAOCTOWO O~ O O1W O 01 W
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Filogenetik iliskileri inceleyen agaglarin olusturulmasinda ve genetik yapinin
ortaya cikarilmasinda daha cok varyasyon goOstermesi ve bilgi icermesinden dolayi

sadece mtDNA gen bolgelerinden elde edilen verilerinden faydalanilmistir. Filogenetik
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agaglar, Maksimum tutumluluk (MP), Bayesiyan ¢ikarimi (BI) ve Maksimum benzerlik
(MB) metodlarina gore olusturuldu. En uygun modeli saglayarak gercgeklestirilen
Bayesiyan analizinde filogenetik agacglar MrBayes 3.1.2. (Ronquist ve Huelsenbeck,
2003) programi kullanilarak olusturuldu. MrBayes 3.1.2. (Ronquist ve Huelsenbeck,
2003) programi yardimi ile Markov-Zincir Monte Carlo (MCMC) analizi 10000000
kusak yiiriitiildii (sample freq=100, Iset nst=2 rates=gamma, burnin=25000). Maksimum
benzerlik agac¢lar1 uygun niikleotit baz degisim modeli ile PhyML 3.0 (Guindon, 2010)
programi yardimi ile olusturuldu. Maksimum tutumluluk analizinde bulussal arama
PAUP 4.0 (Swofford, 2003) programi vasitasi ile gerceklestirildi. Analiz 1000 tekrarl
olarak yiiriitiildii. En uygun baz degisim modeli ise, Akaike bilgi kriteri kullanilarak
JModelTest version 0.1 (Posada, 2008) programi ile elde edildi. Aga¢ dosyalarini
goriintiilemek icin ise FigTree v 1.4.2 (Rambaut, 2014) programi kullanildi. Ayrica,
etkin populasyon biiyiikligi analizi yiritilirken (ESS) Tracer v1.5 (Rambout ve
Drummond, 2007) programi ile kontrol edildi. Filogenetik agaclar olusturulurken dis
grup olarak R. dalmatina (KJ789718 ve KJ789705 cyt b, IN871602 ve KP697920 COI)
ve R. temporaria (KC800109 ve KC799522 cyt b, KC977250 ve KJ128669 COI) tiirleri
kullandi. Tirlere ait sekans dizileri NCBI (Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi) veri

tabanindan elde edildi.

Haplotipler arasi ikili genetik mesafe (Fst) degeri MEGA 6 programi (Tamura vd.,
2013) kullanilarak hesaplandi. Gruplar arasit ve grup i¢i genetik farkliligi hesaplamak
icin molekiiler varyans analizi (AMOVA) Arlequin v3.5.1.2 (Excoffier ve Lischer,
2011) programi kullanilarak 5000 tekrarli gergeklestirildi. Her bir populasyona ait birey
say1s1 bu analizi yiiriitmek i¢in diisiik oldugundan, populasyonlarimizi haplotip agindaki
dagilimlarina ve cografik iliskilerine gore 7 anlamli gruba ayirdik. Bu gruplar asagidaki

gibidir:

Grup 1: Bolu (Samat), Bursa (Uludag) ve Kastamonu (Ilgaz),

Grup 2: Izmir (Odemis), Usak (Banaz), Eskisehir (Siindiken), Kiitahya (Murat
Daglar),

Grup 3: Trabzon (Uzungol), Rize (Ovit), Artvin (Karagol ve Murgul), Giresun
(Kiimbet), Ardahan (Yalniz¢am), Bayburt ve Trabzon sinir1 (Balikligol),

Glimiishane (Cakirgdl)
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Grup 4: Mugla (Athidere), Denizli (Tavas),

Grup 5: Mersin (Yanpinar), Konya (Sevigova), Mersin (Egrigol), Nigde
(Ulukssla), Mersin (Catak),

Grup 6: Van (Bahgesaray), Elazig (Maden), Erzurum (Agziacik), Kars
(Sarikamais), Bitlis (Hizan)

Grup 7: Adana (Inderesi), Aksaray (Ekecik), Kayseri (Erciyes), Kahramanmaras

(Sersem).

2.2.5. Mikrosatellit Fragmentlerin Eldesi

Miktar1 ve kalitesi kontrol edilmis olan genomik DNA’larin mikrosatellit
bolgelerinin ¢ogaltimi1 daha Once arastirmacilar tarafindan gelistirilmis lokus spesifik
primerler (Tablo 4) kullanilarak multipleks PZR yontemiyle yapildi. Mikrosatellit
primerlerinin ileri yonliileri, {irlin boyu ve tutunma sicakligina baglh olarak belirlenen
floresan boya ile isaretli olarak kullanildi. Bir reaksiyonda 3 mikrosatellit lokusu
cogaltildi. Primerlerin tekrar sayilari, baz dizileri, hangi boyayla isaretlenecegi,
baglanma sicakligi, alel sayis1 Tablo 4 ve 5°de verilmistir. PZR reaksiyonu; 3,0 pL
Master Mix, 0,4 pL (10 pm) floresans isaretli ileri ve geri yonlii primerler ve 1 pL DNA
(10-20 ng/uL) icerecek sekilde hazirlandi. PZR i¢in kullanilacak olan protokol; 95 C°'de
2 dakika on inkiibasyon, 35 dongii olacak sekilde 94 C°'de 30 saniye, 48-60 C”de
(primerlerin erime sicakliklarina gore) 40 saniye, 72 C°'de 40 saniye ve son olarak 72
C°'de 10 dakika inkiibe edilerek reaksiyon tamamlandi. PZR iiriinleri % 2,5’luk agaroz

jelde kontrol edildi (Sekil 22).
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Tablo 4. Calismada kullanilan mikrosatellit primerler ve 6zellikleri

Lokus Alel Boyu Floresans Boya  Tekrar motifi

BFGO095 (P1) 236-284 FAM (GT)u4

BFG134 (P2) 248-275 VIC (TG)s

BFG143 (P3) 223-302 FAM (AC)19

Radal G-11 (P4) 351-367 NED (GATA)11

Radal C8 (P5) 351-367 - (GATA)1,

Radal E-8 (P6) 366-414 VIC (TATC)sG(TATC)s

Radal F-5 (P7) 157-173 NED (TAGA)o(TAGG),TAGA(TAGG)(TAGA)s
Radal-H1 (P8) 172-192 - (CTAT)16

Radal B5 (P9) 380-404 - (TATC)n1

Radal F3 (P10) 213-257 - (TATC)6(TGTC)3GTTC(TATC)16
Radal G12 (P11) 235-263 - (TAGA)10TAAA(TAGA);s

Tablo 5. Mikrosatellit primerlerinin baz dizilimi

Lokus Niikleotit sirasi Tm (C°) Referans

BFGO095 F: GTATATGTGCAGAAGGCGGTC 55 Matsuba ve Merila, 2009
R: ATCATTCCAAAACGGGTTCA

BFG134 F: GTCCCATCTAGTGCTATCAAAGGT 55 Matsuba ve Merila, 2009
R: ACTACAACAAGCCGAAACACG

BFG143 F: CCATCTCTACATAATCCCAGGC 55 Matsuba ve Merila, 2009
R: ACTAGAAGCCCTCCCTGTTTGT

Radal G-11  F: GAAATAAACTTCCTGGTGGTTGG 56 Hauswaldt vd., 2008
R: TCCAGTGTCCTAATCCTCTCCTC

Radal E-8 F: AGCTAGATGGGTTTCAAAATGC 54 Hauswaldt vd., 2008
R:TGAGAGATCAGACAAACTAAACTA
AAGATAGG

Radal F-5 F:GTAAAGCTCTCATGAAACCTAAAAG 52 Hauswaldt vd., 2008
R:TGCATATGCTGACTGTATTTATTTG

Radal B5 F: CAGTAGTTCTGTCACACGGGAAC 56 Hauswaldt vd., 2008
R: ACCCTTGAGCATAATGGAATAGC

Radal C8 F: GAAATAAACTTCCTGGTGGTTGG 56 Hauswaldt vd., 2008
R: TCCAGTGTCCTAATCCTCTCCTC

Radal F3 F: TTATATTCGGGTCGGCTTATACTC 54 Hauswaldt vd., 2008
R: AAAATGTATCCGCACCAAAATAC

Radal G12 F: TTTGGAATTCTATGTCCAACAGG 55 Hauswaldt vd., 2008
R: CAGAGACATTTTTGCTGGTTTG

Radal-H1 F:CCGGAACAAAATATTTCAGTGTG 55 Hauswaldt vd., 2008

R:GGTGGGCACTAGAAAGAAATAAAG
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Sekil 22. PZR ile ¢cogaltilmis mikrosatellit lokuslarinin agaroz jeldeki goriiniimii

2.2.6. Mikrosatellit Verilerinin Analizi

Bu calismada 31 farkli populasyona ait toplam 132 O6rnegin 6 mikrosatellit
lokusuna ait genotipleri degerlendirilmistir. Mikrosatellit analizlerinde sonuglarin
istatistiksel olarak giivenilirligini artirmak i¢in, mtDNA gen bdlgelerinin AMOVA

analizi i¢in olusturulan gruplar kullanildi.

Mikrosatellit alellerinin okunmasi Macrogen Inc. (Korea) sirketinde yaptirildi.
Her bir lokusa ait veri ABI 3730 otomatik cihazlari ile analiz edildi. Herbir birey ve
lokus icin alel biiytikliikleri ve frekanslart Genemarker (Soft Genetics LLC) programi
yardimi ile belirlendi (Sekil 23 ve 24). Elde edilen veri setit CONVERT (Glaubitz, 2004)
programi vasitastyla kullanilacak olan analiz programlarminin girdi dosyast formatina

doniistiirildii.

Bireylerde kalip DNA cesitli nedenlerle hasar goriirse veya primerlerin baglanma
bolgesinde mutasyon olusursa nul alel (sessiz alel) meydana gelmektedir. Nul alelin
varliginin belirlenmesinde hata yapilmasi populasyon i¢i genetik farklilagmanin yanlis
hesaplanmasina sebep olabilir (Paetkau ve Strabeck, 1995). Mikrosatellit lokuslarinda

nul alel varligit Micro-Checker (van Oosterhout vd., 2004) ve FreeNA (Chapuis ve
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Estoup, 2007) programi ile test edildi.

Hardy Weinberg dengesi, gozlenen ve beklenen heterozigotluk orani Arlequin
v3.5.1.2 (Excoffier ve Lischer, 2011) programiyla hesaplanmistir. Gruplar arasindaki
Fst, Rst degerleri ve HW global testi Genepop (Rousset, 2008), ENA dogrulamasi
(Dempster vd., 1977) yapilmis Fst degerlerinin hesaplanmasinda ise FreeNA (Chapuis
ve Estoup, 2007) programi kullanildi. Soyi¢i iireme katsayis1 (Fis) degeri ise FSTAT
(Goudet, 2001) programiyla hesaplandi. Etkili populasyon biiyiikliiglintin (Ne) tespiti
amaciyla LDNe (Waples ve Do, 2008) programi1 kullanildi.

Populasyonlara has alellerin (private) varligi veya yoklugu populasyonlar arasi
gb¢ orani hakkinda bilgi vermektedir. Alel sayisi, populasyonlara has alellerin varligi ve
frekanslari, populasyonlar arasindaki genetik uzaklik ve N, degerleri GenAlEx (Peakall
ve Smouse, 2012) programi kullanilarak hesaplandi. Her bir kusakta alt populasyonlara

giren birey sayis1 (Nm) elde edildi.

Mikrosatellit lokuslarinda heterozigotluk basarisi ve alel frekans1 dagilim analizi,
populasyonlarda darbogaz etkisinin belirlenmesi amaciyla Bottleneck (Piry vd., 1999)
programi kullanildi. Hardy-Weinberg (HW) dengesinden sapmalar her bir lokus-
populasyon kombinasyonu i¢in 1000 tekrarli 10000 adiml1 Markov zinciri kullanilarak
tespit edildi. Gozlenen alel sayisindan ve beklenen heterozigotluklarin dagilimindan
yola c¢ikilarak her bir lokus ve her bir populasyon i¢in dagilimlar1 Basamak Tarzi
Mutasyon modeli (Kimura ve Ohta, 1978) ve Iki Safthali Mutasyon Modeli (Di Rienzo
vd., 1994; Slatkin, 1995) ile tespit edildi.

Populasyonlarin genetik yapist ilk olarak Cockerham (1973) tarafindan
tanimlanan ve daha sonra Weir ve Cockerham (1984) tarafindan gelistirilen varyans
analizi ile arastirilmistir. Bu baglamda, molekiiler varyans analizi (AMOVA) analizi

Arlequin v3.5.1.2 (Excoffier ve Lischer, 2011) programi kullanilarak yapilmistir.

Temel koordinatlar analizi (PCoA) populasyonlari kimliklerine bir kenara
birakarak, bireyler arasi kiimelenmeyi gosteren ve niteliksel olarak arastiran bir

metoddur. Anadolu dag kurbagalar1 arasindaki mikrosatellit genetik varyasyonu
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Ozetlemek icin temel koordinatlar analizi GenAlex programi (Peakall ve Smouse, 2012)
kullanilarak yapildi. Ayrica ayni1 programla, gruplar aras1 genetik ve cografik mesafenin
iligkisini inceleyen mekansal otokorelasyon testi ve Mantel testi de (Mantel, 1967)

uygulandi.

Mikrosatellit verilere gore populasyonlarin yapist Bayesiyan gruplandirma

algoritmasini uygulayan Structure (Pritchard vd., 2000) programi ile degerlendirilmistir.

Populasyonlar arasindaki uzakliga dayali iliskileri gosteren, Neighboor Joining

agact 1000000 bootstrap yapilarak online olarak erisim saglanabilen POPTREW
(Takezaki vd., 2014) programiyla elde edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Filogenetik Analizler

3.1.1. cyt b Gen Boélgesi Dizin Analizi

Toplam 31 Anadolu dag kurbagasi populasyona ait 6rneklerin mitokondriyal DNA
cyt b gen bolgesinin 481 bg’lik kismi analiz edilmistir. Analize dahil edilen toplam 127
ornekte, 39 haplotip ve 59 adet tutumlulukk bilgi verici, 73 degisken bolge ve 408 adet
korunmus boélge oldugu saptandi. Analiz edilen Grneklere ait cyt b haplotip dagilimi
Tablo 6’da verilmistir. Sitokrom b gen bdlgesi icin haplotip ¢esitliligi, Hd: 0,933;
niikleotit cesitliligi ise, Pi: 0,01757 olarak tespit edildi. Bu gen bdlgesi icin niikleotit
kompozisyon oranlar1 T (U); 28,3, C; 35,4, A; 24,1, G; 12,2 olarak tespit edildi.
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Tablo 6. cyt b gen bolgesi haplotip dagilimi

Lokaliteler Haplotip
Sarikamis (Kars) H1, H4
Odemis (Izmir) H2, H3
Uzungol (Trabzon) HS5, H6, H7
Balikligol (Bayburt Trabzon sinir1)  HS

Cakirgol (Giimiishane) HS5, H8
Agziagik gecidi (Erzurum) H9

Murgul (Artvin) HS, H12, H13
Yalnizcam (Ardahan) H5, H14, H15, H16, H17
Yanpinar (Mersin) HI18

Sevigova (Konya) H18, H19
Egrigol (Mersin) H18

Samas yaylasi (Bolu) H20

Tepekdy (Mersin) H21, H22
Sersem Yaylas1 (Kahramanmaras) H23, H24, H25
Bahcesaray (Van) H26, H27
Kiimbet (Giresun) H28, H29
Siindiken (Eskisehir) H20

Ekecik (Aksaray) H10, H30
Erciyes (Kayseri) H10, H31
Murat Dagi (Kiitahya) H2, H32, H33
Maden (Elazi1g) H10, H34
Inderesi (Adana) H10

Hizan (Bitlis) H26

Uludag (Bursa) H2, H20

Ovit (Rize) H35

llgaz (Kastamonu) H20

Karago6l (Artvin) H1, H36
Ulukisla (Nigde) H10, H11
Banaz (Usak) H2

Tavas (Denizli) H37, H38
Atlidere (Antalya) H37, H39

Network analizi sonuglarina gore; R. tavasensis tiiriinii temsil eden H37, H38 ve
H39 haplotipleri ile diger Rana tiirlerini temsil eden haplotipler arasinda en az 32 baz
degisimi gozlendi (Sekil 25). Network aginda, Van ve Bitlis drneklerine ait haplotipler
(H26) ile Ulukigla (H11) orneklerine ait haplotipin birbirine ¢ok yakin gruplandi.
Bununla birlikte, bat1 Anadolu (Murat Dagi, Banaz, Uludag, Odemis) bdlgesine ait
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orneklerin haplotipleri (H2, H3, H32 ve H33) de bir grup olusturdu. Dogu Karadeniz ve
Kafkasya cografyasinda bazi bolgelerin (Uzungdl, Balikligol, Murgul, Yalniz¢am,
Sarikamig, Cakirgdl) haplotiplerinin kendi aralarinda gruplar olusturdugu gozlenirken,
baz1 bolgelerin ise (Ovit, Karagdl, Kiimbet) diger cografik bolgelerde yaygin haplotipler
ile yakin iligki kurdugu gozlendi.

Rana tavasensis

®

[zmir, Usak, Kiitahya

&)
®

Dogu

Karadeniz
@ @

Sekil 25. cyt b gen bolgesi haplotip ag

Filogenetik agaglarin olusturulmasi i¢in gerekli olan baz degisim modeli
JModelTest program ile tespit edildi. Model secilim analizi baglaminda Akaike Bilgi
Kriteleri kapsaminda en uygun baz degisim modeli cyt b gen bolgesi icin HKY+G (-InL
=1196,9602) olarak tespit edildi. Bu modele gore baz frekanslari, adenin (A) = 0,2384,
sitozin (C) = 0,3458, guanin (G) = 0,1286, timin (T) = 0,2873 olarak hesaplandi.

Filogenetik agaclar Maksimum Tutumluluk, Bayesiyan ¢ikarimi ve Maksimum
Benzerlik metodlarina dayanilarak insa edildi. Sitokrom b gen bolgesi verilerine dayali
MP/BI/MB agacina gore R. macrocnemis, R. camerani ve R. holtzi tiirlerine ait 6rnekler

tek bir ana dalda yer alirken; R. tavasensis tiiriine ait 6rnekler ayr1 bir dalda yer aldi. Bu
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sonu¢ yiikksek se¢-bagla ve posterior olasilik degerleri ile de desteklenmektedir.
Tutumluluk analizinde elde edilen agag, R. favasensis tiirlinli temsil eden Haplotip 37,
38 ve 39’un % 90’ iizerindeki se¢-bagla degeri ile ayrildigim1 ortaya koymaktadir.
Ayrica Dogu Karadeniz grubuna ait bazi lokaliteleri temsil eden 6rnekler ayr1 bir alt
dalda gruplandi. Fakat bu dallanma diisiik se¢-bagla ve posterior olasilik degerleri ile
desteklendi (50/0,87/55). Haplotip ag1 sonuglarina paralel olarak Bahgesaray (Van) ve
Hizan (Bitlis) orneklerini temsil eden H26 haplotipi ve Ulukisla 6rneklerini temsil eden
HI1 haplotipi ayr1 bir alt dalda beraber gruplandi (-/0,85/54). Dogu Karadeniz grubu
Kiimbet (Giresun) lokalitisine ait drneklerin haplotipleri (H28 ve H29) ayr1 bir dalda
grupland1 (73/0,91/75). Elde edilen agaca gore, R. macrocnemis, R. camerani ve R.
holtzi bakimindan Anadolu dag kurbagalar1 yakin bir iliski goriintiisii ortaya

koymuslardir (Sekil 26).
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Sekil 26. Anadolu dag kurbagalar1 grubuna ait tiirlerin cyt b genine dayal filogenetik
agac1 (MP/BI/MB)
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Sitokrom b gen bolgesi analizlerinden elde edilen genetik varyasyonun dagilimini
belirlemek amaci ile populasyon sayisi az olan bireylerde cografik uzakliklarina
bakilarak yapilan gruplandirmalar {izerinden AMOVA analizi yapildi. Sonug¢ olarak,
gruplar arasinda gruplar1 olusturan populasyonlar arasinda ve populasyon i¢inde olmak
tizere 3 farkli diizeyde varyasyon elde edildi. Buna gore; gruplar arasi varyasyon
yiizdesi % 36,19, grup ici populasyonlar arasi varyasyon ylizdesi % 37,33 ve
populasyon i¢i varyasyon yiizdesi % 26,48 olarak tespit edildi. AMOVA analizi R.
tavasensis hari¢ diger Anadolu dag kurbagalar1 iizerinden gerceklestirildigi i¢cin (Tablo
7) diger Anadolu dag kurbagalarini temsil eden tiirlere ait gruplar arasinda bir farklilik

bulunamad:.

Tablo 7. cyt b gen bolgesine gore gruplar arast AMOVA varyasyon degerleri

Varyasyon Varyasyon yiizdesi Fiksasyon indeksi
Gruplar 1,01719 36,19 0,36193
arasinda Fer
Grup i¢i
populasyouliy 1,04913 37,33 0,58504
Fsc
arasinda
Populasyonlar 0,74414 26,48 0,73523
icinde Fsr

Ikili karsilastirma degerleri analizi, AMOVA testi i¢in olusturulan gruplara ek
olarak R. tavasensis tiirlinii temsil eden populasyonlarda eklenerek MEGA 6 programi
kullanilarak hesaplandi. Buna gore, tiirleri temsil eden gruplar arasinda elde edilen
genetik uzakligin derecesinin ifadesi olan Fsr degeri Tablo 8’de verildi. Hesaplamalar
sonucunda, R. tavasensis tiirlinii temsil eden Grup 4’e ait Fsr degeri % 7,8-8,6 arasinda
degismektedir. Diger tiirleri temsil eden gruplar arasinda ise, bu deger en fazla % 1,4
olarak tespit edildi. Genetik mesafe dikkate alindiginda da R. favasensis tiirliniin diger
Anadolu dag kurbagalarindan ayrildig: cyt b gen bolgesinde agikga ortada olmaktadir
(Tablo 8).
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Tablo 8. cyt b gen bolgesine gore gruplar arasi ikili genetik mesafe (Fst) degerleri

Grupl Grup2 Grup3 Grup4 GrupS5 Grup6  Grup7
Grup 1
Grup 2 0,001
Grup 3 0,010 0,011
Grup 4 0,083 0,081 0,086
Grup 5 0,004 0,005 0,014 0,083
Grup 6 0,004 0,005 0,012 0,079 0,007
Grup 7 0,003 0,004 0,011 0,078 0,006 0,003
R. dalmatina 0,139 0,135 0,141 0,143 0,139 0,138 0,137

3.1.2. COI Gen Bolgesi Dizin Analizi

Toplam 31 Anadolu dag kurbagalari populasyona ait 6rneklerin mtDNA COI

bolgesi i¢in 743 bg analiz edildi. Analize dahil edilen toplam 93 6rnekte, 38 haplotip ve

83 parsimonik bilgi verici bdlge oldugu saptandi. 743 b¢ uzunlugundaki bolgenin

analizi sonucunda 649 korunmus bolge ve 94 degisken bdlge tespit edildi. Analiz edilen

orneklere ait COI haplotip dagilimi1 Tablo 9°da verildi. COI gen bdlgesi i¢in haplotip

cesitliligi, Hd: 0.964; niikleotit cesitliligi ise, Pi: 0,01784 olarak tespit edildi. Bu gen
bolgesi i¢in niikleotit kompozisyon oranlar1 T (U); 28,6, C; 29,5, A; 23,1, G; 18,8 olarak

tespit edildi.
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Tablo 9. COI gen bolgesi haplotip dagilimi

Lokaliteler Haplotip
Sarikamis (Kars) HS, H11
Odemis (Izmir) H33
Uzungol (Trabzon) H4, H8
Balikligél (Bayburt Trabzon sinir1) H4, H7
Cakirgol (Giimiishane) H4, H21
Agziacik gecidi (Erzurum) H17,H18, H19
Murgul (Artvin) H4, H6
Yalniz¢gam (Ardahan) H4, H5
Yanpinar (Mersin) H34
Sevigova (Konya) H34, H35
Egrig6l (Mersin) H34
Samas yaylasi (Bolu) HI13
Tepekdy (Mersin) H25
Sersem Yaylas1 (Kahramanmaras) H26, H27, H28
Bahgesaray (Van) H12
Kiimbet (Giresun) H22
Stindiken (Eskisehir) H20
Ekecik (Aksaray) H2, H3
Erciyes (Kayseri) H23, H24
Murat Dag: (Kiitahya) HI15,
Maden (Elaz1g) H16
Inderesi (Adana) Hl

Hizan (Bitlis) H12
Uludag (Bursa) H14, H15
Ovit (Rize) H29, H30
llgaz (Kastamonu) H20
Karagol (Artvin) H9, H10
Ulukisla (Nigde) H31, H32
Banaz (Usak) HI15
Tavas (Denizli) H37, H38
Atlhdere (Antalya) H36

Network analizi sonuglarina gore; cyt b gen bolgesine benzer olarak COI gen
bolgesinde de R. tavasensis tliriinii temsil eden H36, H37 ve H38 haplotiplerinin diger
Anadolu dag kurbagalarina ait haplotiplerden farkli olarak gruplandig: gézlendi. Toplam
743 bg lizerinde yapilan analiz sonucunda R. tavasensis tiirlerini temsil eden haplotipler

ve diger tiirleri temsil eden haplotipler arasinda en az 52 baz degisimi gozlendi. COI
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gen bolgesine ait haplotip ag1 genel hatlar1 ile cyt b gen bolgesine ait haplotip agr ile
uyumludur. Network analizi, Bahgesaray ve Hizan 6rneklerine ait haplotipler (H12) ile
Ulukisla (H32) 6rneklerine ait haplotipin birbirine ¢cok yakin gruplandigini gostermistir.
Bununla birlikte, Bati Anadolu (Murat Dag1, Banaz, Uludag, Odemis) bdlgesine ait
orneklerin haplotipleri (H13, H14, ve H33) COI network aginda bir grup olusturdu.
Dogu Karadeniz ve Kafkasya cografyasinda bazi bolgelerin, bu gen bdlgesine ait

haplotip aginda da gruplasma gosterdigi tespit edildi (Sekil 27).

Trabzon, Bayburt,
Giimighane, Artvin,
Ardahan

11

&)

Rana tavasensi

Sekil 27. COI gen bolgesi haplotip ag1

Filogenetik agaglarin yapimi i¢in uygun niikleotit baz degisim modelinin tespiti
icin jModelTest kullanildi. Bu baglamda Akaike Bilgi Kriteleri (AIC) kapsaminda en
uygun baz degisim modeli COI gen bolgesi i¢cin GTR+I+G (-InL = 2433.8269) olarak
tespit edildi. Bu modele gore baz frekanslari, adenin (A) = 0,2285, sitozin (C) = 0,3019,
guanin (G) = 0,1870, timin (T) = 0,2826 olarak hesaplandi.
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Maksimum Benzerlik, Maksimum Tutumluluk ve Bayesiyan ¢ikarimi metodlarina
dayanilarak inga edilen COI gen bolgesi filogenetik agaclart cyt b gen bdlgesi
filogenetik agaglar1 ile benzerdir. Buna gore R. tavasensis tirii diger Anadolu dag
kurbagalar1 tiirlerinden yiiksek sec-bagla ve posterior olasilik degerleri ile ayrildi
(100/1.0/100). Ayrica yine cyt b gen bolgesi sonuglarina benzer olarak Bahgesaray ve
Hizan Orneklerini temsil eden H12 haplotipi ve Ulukisla 6rneklerini temsil eden H32
haplotipi ayr1 bir alt dalda beraber gruplandi (56/0,95/60). Genel olarak bakildiginda, R.
macrocnemis, R. camerani ve R. holtzi tiirlerinin birbirlerine yakin gruplar olusturdugu

goriildi (Sekil 28).
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Sekil 28. Anadolu dag kurbagalar1 grubuna ait tiirlerin COI genine dayal1 filogenetik
agact (MP/BI/MB)

Mitokondriyal cyt b gen bolgesi analizlerinde oldugu gibi COI gen bdlgesi i¢in

yapilan AMOVA analizi sonucunda da, gruplar arasinda, gruplari olusturan
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populasyonlar arasinda ve populasyon i¢inde olmak iizere 3 farkli diizeyde varyasyon
elde edildi (Tablo 10). Buna gore; gruplar arasi varyasyon yiizdesi % 35,08, grup i¢i
populasyonlar arasi varyasyon yiizdesi % 42,09 ve populasyon i¢i varyasyon yiizdesi %
22,83 olarak tespit edildi. Bu gen bdlgesi i¢in yapilan AMOVA analizinde de R.
tavasensis tiri dahil edilmediginden (Tablo 12) R. tavasensis tiirii hari¢ diger Anadolu

dag kurbagalarin1 temsil eden tiirlere ait gruplar arasinda bir farklilik bulunamada.

Tablo 10. COI gen bolgesine gore gruplar arast AMOVA varyasyon degerleri
Varyasyon Varyasyon yilizdesi  Fiksasyon indeksi

Gruplar arasinda 1,38235 35,08 0,?|>:5C(184

Grup i¢i populasyonlar 165834 42,09 0,64836
arasinda Fc

Populasyonlar iginde 0,89943 22.83 0,7F7;73

Ikili karsilastirma degerleri analizi, AMOVA testi icin olusturulan gruplara ek
olarak R. tavasensis tiirlinii temsil eden populasyonlarda eklenerek MEGA 6 programi
kullanilarak hesaplandi. Buna gore, tiirleri temsil eden gruplar arasinda elde edilen
genetik uzaklik derecesi Fst degeri Tablo 11°de verildi. Hesaplamalar sonucunda, R.
tavasensis tlriini temsil eden Grup 4’°e ait Fst degeri %7,7-8,3 arasinda degismektedir.
Diger tiirleri temsil eden gruplar arasinda ise, bu deger en fazla %1,6 olarak tespit edildi
(Tablo 11). Genetik mesafe dikkate alindiginda da R. tavasensis tiiriiniin diger Anadolu
dag kurbagalarindan genetik olarak ayrildigi; cyt b gen bdlgesinde oldugu gibi COI gen
bolgesinde de acik¢a gozlendi.
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Tablo 11. COI gen bolgesine gore gruplar arasi ikili genetik mesafe (Fst) degerleri

Grupl Grup2 Grup3 Grup4d Grup5 Grup6 Grup7
Grup 1
Grup 2 0,002
Grup 3 0,016 0,015
Grup 4 0,083 0,083 0,083
Grup 5 0,006 0,006 0,016 0,077
Grup 6 0,007 0,007 0,014 0,083 0,007
Grup 7 0,007 0,007 0016 0,081 0,007 0,008
R. dalmatina 0,157 0,158 0,453 0,247 0,155 0,154 0,154

3.1.3. Niikleer DNA Gen Bolgelerinin Dizin Analizi

3.1.3.1. RAG1 Gen Bélgesi Dizin Analizi

Toplam 31 Anadolu dag kurbagalar1 populasyonlarina ait 6rneklerin nDNA RAG1
gen bolgesi icin analize dahil edilen toplam 64 6rnekte, 10 haplotip ve 8 parsimonik
bilgi verici, 8 degisken bolge ve 709 adet korunmus bolge oldugu saptandi. Haplotip
dagilimi Tablo 12’de verildi. RAGI1 gen bdlgesi i¢in haplotip ¢esitliligi; Hd: 0,761
niikleotit cesitliligi ise; Pi: 0,00302 olarak tespit edildi. Bu gen bdlgesi i¢in niikleotit

kompozisyon oranlar1 T (U); 32,5, C; 21,4, A; 24,6, G; 21,5 olarak tespit edildi.
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Tablo 12. RAGI gen bolgesi haplotip dagilimi

Lokaliteler Haplotip
Sarikamis (Kars) H1
Odemis (Izmir) H2
Uzungol (Trabzon) H9
Baliklig6l (Bayburt Trabzon sinir1) HI
Cakirgol (Giimiishane) H7, H10
Agziagik gecidi (Erzurum) H7
Murgul (Artvin) H1
Yalnizgam (Ardahan) HI
Yanpinar (Mersin) H1
Sevigova (Konya) H4
Egrig6l (Mersin) HI
Samas yaylasi (Bolu) H2, H3
Tepekdy (Mersin) H7
Sersem Yaylas1 (Kahramanmaras) HS8
Bahgesaray (Van) H1
Kiimbet (Giresun) Hl
Stindiken (Eskisehir) H2
Ekecik (Aksaray) H1
Erciyes (Kayseri) H1, H7
Murat Dag (Kiitahya) H2
Maden (Elaz1g) H1, H4
Inderesi (Adana) H1
Hizan (Bitlis) Hl
Uludag (Bursa) H2
Ovit (Rize) HS8
llgaz (Kastamonu) H1
Karagol (Artvin) H1
Ulukisla (Nigde) H2, H8
Banaz (Usak) H2
Tavas (Denizli) H2
Atlhdere (Antalya) H2

Network analizi sonuglarina gore; Anadolu dag kurbagalarina ait incelenen tiirler
arasinda herhangi bir fark bulunamadi. Tiirlerin genel olarak iki ana haplotipde (H1 ve
H2) toplandigi gozlendi. H1 haplotipinde; Inderesi, Ekecik, Yalnizgam, Murgul,
Karagol, Uzungol, Hizan, Sevicova, Ulukisla, Yanpmar ve Egrigol, Erciyes, Kiimbet,

Maden, Ilgaz, Sarikamis, Agziagik ve Bahgesaray ornekleri mevcuttur. H2 haplotipinde
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ise; Samat, Uludag, Siindiken Dagi, Murat Dagi, Odemis, Banaz, Athdere ve Tavas
orneklerinin yanisira bir Ulukisla 6rnegi tespit edildi. Dolayisiyla bu gen bolgesi igin;

haplotipler arasinda ne tiir, ne de cografi bakimindan bir gruplandirma s6z konusu

degildir (Sekil 29).

Sekil 29. RAGI gen bolgesi haplotip ag

Maksimum benzerlik (MB) metoduna dayanilarak insa edilen RAG1 gen bdlgesi
filogenetik agact mtDNA gen bolgeleri filogenetik aga¢ topolojilerinden farkli olarak

anlamli hi¢bir genetik ayirim barindirmamaktadir (Sekil 30).
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Sekil 30. Anadolu dag kurbagalar1 grubuna ait tiirlerin RAG1 genine dayal: filogenetik
agact (MB)

RAGI gen bolgesi icin ikili mesafe hesaplamast mitokondriyal gen bolgesi
AMOVA analizleri i¢in olusturulan gruplar iizerinden yiiriitiildii. Buna gore, tiirleri
temsil eden gruplar arasinda elde edilen genetik uzaklik derecesi Fst degeri Tablo 13°de

verildi. Hesaplamalar sonucunda, higbir tiirler arasinda (R. favasensis dahil) anlamli bir
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genetik uzaklik tespit edilemedi. Bu gen bolgesi bakimindan tiirler arast genetik mesafe
degeri % 0,5 ile % 0,0 arasinda degismektedir. Network analizi sonuglarina benzer
olarak ikili mesafe analizi sonucunda da bu gen bélgesinin Anadolu dag kurbagalan tiir

grubunu ayirmada yeterli olmadigi kanatine varildi.

Tablo 13. RAGI1 gen bolgesine gore gruplar arasi ikili genetik mesafe (Fst) degerleri

Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grup5 Grupb6

Grup 1

Grup2 0,001

Grup3 0,004 0,005

Grup4 0,001 0,000 0,005

Grup5 0,004 0,006 0,003 0,004

Grup6 0,004 0,004 0,002 0,004 0,002

Grup7 0,004 0,006 0,002 0,005 0,002 0,002

3.1.3.2. POMC Gen Bolgesi Dizin Analizi

Toplam 31 populasyona ait érneklerin nDNA POMC gen bolgesi (401 bg) analiz
edildi (Tablo 14). Analize dahil edilen toplam 98 6rnekte, 4 haplotip ve 1 parsimonik
bilgi verici bolge oldugu saptandi. 401 b¢ uzunlugundaki bdlgenin analizi sonucunda
397 korunmus bolge tespit edildi. Analiz edilen 6rneklere ait POMC haplotip dagilimi
Tablo 14’de verildi. POMC gen boélgesi i¢in haplotip ¢esitliligi, Hd: 0,205; niikleotit
cesitliligi ise, Pi: 0,00057 olarak tespit edildi. Bu gen bolgesi i¢in niikleotit
kompozisyon oranlar1 T (U); 19,2, C; 22,4, A; 32,2, G; 26,2 olarak tespit edildi.
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Tablo 14. POMC gen bolgesi haplotip dagilimi

Lokaliteler Haplotip
Sarikamis (Kars) H1,
Odemis (1zmir) H1,H2
Uzungol (Trabzon) H1l
Balikligol (Bayburt H1l
Trabzon sinir1)

Cakirgol (Giimiishane) H1l
Agziacik gecidi (Erzurum) H1
Murgul (Artvin) H1l
Yalnizgam (Ardahan) H1
Yanpinar (Mersin) H1
Sevigova (Konya) H1l
Egrigol (Mersin) H1
Samas yaylasi (Bolu) H1,H3
Tepekdy (Mersin) H1
Sersem Yaylasi H1
(Kahramanmaras)

Bahgesaray (Van) H1
Kiimbet (Giresun) H1
Stindiken (Eskisehir) H1
Ekecik (Aksaray) H1
Erciyes (Kayseri) H1
Murat Dag: (Kiitahya) H1
Maden (Elaz1g) H1l
Inderesi (Adana) H1
Hizan (Bitlis) H1
Uludag (Bursa) H1
Ovit (Rize) H1
llgaz (Kastamonu) H1
Karagol (Artvin) H4
Ulukisla (Nigde) H1
Banaz (Usak) H1l
Tavas (Denizli) H2
Athidere (Antalya) H1, H2

Network analizi sonuglarina gore; Anadolu dag kurbagalarina ait tiirler arasinda

herhangibir fark bulunamadi. Tiirlerin genel olarak tek bir ana haplotipde (H1)

toplandig1 gozlendi. Kalan diger haplotiplerin ¢ogunlukla birer populasyon ile temsil

edildigi gozlendi. Sadece H2 haplotipinde Atlidere, Denizli, Odemis ve Murat Dag

ornekleri beraber gruplandi. Fakat bu lokalitelere ait orneklerin genel haplotip olan
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H1’inde i¢inde oldugunu goriildii. H3’de Samat H4’de ise Karagol ornekleri 1’er birey
ile mevcuttur. Bu sonuglara gore, populasyonlarin genetik olarak anlamli bir gruplanma

sergilemedigi ve c¢alisilan bu gen bdlgesine gore bu tiir grubunun ayirt edilemedigi

sonucuna varildi (Sekil 31).

@
Sekil 31. POMC gen bolgesi haplotip ag1

Maksimum benzerlik (MB) metoduna dayanilarak insa edilen POMC gen bdlgesi

filogenetik agac1 anlamli bir genetik ayirim saglamadi (Sekil 32).

43 Hl

54 H2

H4

H3

Rana arvalis
Sekil 32. Anadolu dag kurbagalar1 grubuna ait tiirlerin POMC genine dayali filogenetik
agact (MB)

POMC gen bolgesi i¢in ikili mesafe hesaplamasi mitokondriyal gen bdlgesi
AMOVA analizleri i¢in olusturulan gruplar iizerinden yiiriitiildii. Buna gore, tiirleri
temsil eden gruplar arasinda elde edilen genetik uzaklik derecesi Fsr degerleri Tablo
15°de verildi. Hesaplamalar sonucunda, tiirler arasinda (R. tavasensis’de dahil olmak
lizere) anlamh bir genetik uzaklik tespit edilemedi. Bu gen bdlgesi bakimindan tiirler

aras1 genetik mesafe degeri % 0,0 ile % 0,3 arasinda degismektedir. Network analizi
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sonuglarina benzer olarak ikili mesafe analizi sonucu gostermektedir ki, bu gen bolgesi
sonuglarina goére Anadolu dag kurbagalar tiir grubunda genetik olarak bir farkililasma

tespit edilmedi.

Tablo 15. POMC gen bolgesine gore gruplar arasi ikili genetik mesafe (Fs) degerleri

Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grup5 Grupb6

Grup 1

Grup2 0,001

Grup3 0,001 0,001

Grup4 0,003 0,002 0,002

Grup5 0,000 0,001 0,000 0,002

Grup6 0,000 0,001 0,000 0,002 0,000

Grup7 0,000 0,001 0,000 0,002 0,000 0,000

3.2. Mikrosatellit DN A Verilerinin Analizi

Toplam 138 6rnek i¢in 11 adet mikrosatellit lokusu ¢alisildi. P9-P11 lokuslarmin
PZR ile ¢ogaltilmasi ardindan yeterli miktarda ve degerlendirilebilir tiriin elde
edilemediginden c¢alisma 8 lokus ile siirdiiriildii. P8 lokusundan elde edilen PZR
sonucunda fragment boylar1 belirlenemedigi icin, P5 lokusunda ise tiim orneklerden
ayn1 fragment boyu elde edildigi i¢in bu iki lokus da calismadan ¢ikarildi. Bunun

sonucunda veri analizleri geriye kalan 6 mikrosatellit lokus ile gerceklestirildi.

Nul alel frekansi iki ayr1 programla hesaplandi. Mikrochecker ile yapilan nul alel
frekans1 hesaplanmasi sonucunda nul alel oldugu tahmin edilen populasyon ve
lokuslardaki Van Oosterhout metotuna gore (Van Oosterhout vd., 2006) alel frekanslari
Tablo 16’da parantez icinde verildi. Ayrica FreeNA programi kullanilarak EM
algoritmasia gore (Dempster vd., 1977) nul alel frekansi belirlendi (Tablo 16°da NA
satirinda). Iki programla da hesaplanan degerler birbirine yakin sonuglar verdi.
Populasyonlara gore alel sayilarmin 1-16 arasinda degistigi belirlendi. Lokuslara gore
alelik zenginlik ortalamalar1 en diisik P2 lokusunda (2,523); en yiiksek ise P7
lokusunda (8,882) hesaplandi. Cok sayida lokus ve populasyonun Hardy-Weinberg
dengesinden sapmalar gosterdigi belirlendi. Heterozigot fazlaligina dayanarak

hesaplanan HW Global Test sonucunda P1 lokusu hari¢ tim lokuslarin ve

populasyonlarin Hardy-Weinberg dengesinden sapmalar gosterdigi belirlendi (Tablo
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16). Her bir gruba ait ortalama gozlenen heterozigotluk degerleri en diisiik (0,447) Grup
2’de gozlenirken en yiiksek (0,711) Grup 3’de gozlendi. Genetik gesitliligin gdstergesi
olan heterozigotluk degeri ve alel sayisinin Grup 3’de yliksek olmasi lokaliteler arasi

cografik mesafenin yliksek olmasindan kaynaklaniyor olabilir (Tablo 16).
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Tablo 16. Gruplara gore mikrosatellit lokuslarinin birey sayis1 (N), alellik zenginlik

(AZ), alel sayist (AS), gozlenen (Hg) ve beklenen (Hg) heterozigotluk, soyigi
ireme (Fis), Hardy-Weinberg dengesine dayali alel sikligi anlamlilig1 (p) ve

nul alel (NA) degerleri
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6 Grup 7 Toplam

N 11 17 31 9 24 21 18 131

AZ 3,935 2,471 3,441 3,889 2,978 2,879 1,918 3,405

AS 4,000 3,000 4,000 4,000 3,000 3 2 5

He 0,727 0,588 0,71 0,667 0,583 0,476 0,222 0,568
P1 Hs 0,740 0,54 0,563 0,712 0,584 0,431 0,203 0,539

Fs 0,018 -0,092 -0,266 0,068 0,002 -0,108 -0,097

p

(H

w) 0,785 1 0,048 0,603 0,145 1 1

NA 0 0 0 0,025 0,022 0 0

N 11 17 31 9 24 26 18 136

AZ 1,727 1471 2,982 1 1,997 2 2 2,523

AS 2 2 3 1 2 2 2 3

He 0,091 0,059 0,452 0 0,333 0,269 0,389 0,228
P2 Hs 0,091 0,059 0,646 0 0,383 0,473 0,513 0,309

Fis O 0 0,304 0 0,132 0,435 0,247

p

(H

w) 1 1 0,019 0 0,596 0,037 0,371

NA 0 0 0,116 0,001 0,036 0,137 0,073

N 10 16 31 8 25 26 17 133

AZ 5,761 6,695 7,722 6 6,204 7,063 7,198 8.291

AS 6 9 11 6 9 11 9 12

He 0,8 0,438 0,742 0,875 0,6 0,615 0,647 0.674
P4 Hs 0,832 0,841 0,878 0,808 0,778 0,851 0,879 0.838

Fis 0,04 0,488 0,158 -0,089 0,232 0,281 0,27

p

(H

w) 0,991 0 0,343 0,951 0,001 0,01 0,042

NA 0 0,204 0,057 0 0,060 0,114 0,112

(0,230)  (0,072) (0,123)  (0,133)  (0,119)

N 11 16 29 9 25 26 19 135

AZ 2,933 2,774 5,261 3 4,787 2,833 4,867 5,365

AS 3 3 7 3 6 4 6 8

He 0,364 0,125 0,679 0,778 0,32 0,385 0,368 0,431
P3 Hs 0,45 0,333 0,755 0,66 0,663 0,56 0,661 0,583

Fis 0,2 0,632 0,103 -0,191 0,522 0,318 0,45

p

(H

w) 0,084 0,029 0,154 0,182 0 0,011 0

0,185 0,195 0,175
NA 0,096 (0,224) 0,052 0 (0,252) 0,125 (0,204)
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Tablo 16 (devam). Gruplara gére mikrosatellit lokuslarinin birey sayis1 (N), alellik
zenginlik (AZ), alel sayist (AS), gozlenen (Hg) ve beklenen (Hg)
heterozigotluk, soyi¢i iireme (Fis), Hardy-Weinberg dengesine dayali alel
siklig1 anlamlilig1 (p) ve nul alel (NA) degerleri

N 10 14 28 9 22 22 19 124
Az 4768 8536 7968 5889 4,837 7394 6282 8001
AS 5 10 11 6 7 10 8 14
He 08 078 0,75 0667 0591 0636 0474 0672
o6 He 0763 0913 0884 0863 0715 087 0815 0,832
Fis -0051 0144 0154 0238 0176 0273 0,426
p
(H
w) 0182 0061 0003 0493 0103 0 0
0130 0,166
NA 0 0046 0055 0079 0028 (e (5o
N 11 16 30 9 25 25 19 135
AZ 7,92 5314 9786 5987 8233 9147 6139 8882
AS 9 6 15 6 11 14 8 16
Hs 0818 0688 0933 1 0,76 0,72 0632 0,793
o7 He 0866 0794 0929 0863 0902 0891 0822 0867
Fis 0058 0138  -0004 -0171 0,16 0,196 0,237
p
(H
w) 0272 0144 0075 0449 0007 0,155 0,044
0070 0095 0,093
NA 0 0044 0006 O 0069 (0,082  (0,103)
AS 4833 55 8,5 4333 6333 7333 5833
v He 06 0447 0711 0664 0531 0517 0455
He 0624 0,58 0776 0651 0671 0679 0,649
Fis 0,04 0235 0085  -0022 0211 0243 0,304

6 mikrosatellit lokusunun populasyonlar arasinda alellerinin dagilim grafigi Sekil
33’de verildi. Populasyona 6zgii (private) aleller sadece Grup 3 kiimesinde gézlendi.
Digerlerinde ise populasyona 6zgii aleller tespit edilmedi. Alel frekanslar1 Sekil 34° de
gosterildi.
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Sekil 33. Populasyonlar arasi alelik dagilim grafigi
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Sekil 34. Populasyonlara ve lokuslara gore alel frekanslar

Populasyonlara ait Rst degerleri incelendiginde Grup 3-Grup 7, Grup 1-Grup 2,
Grup 3-Grup 6, Grupl-Grup 6 arasinda anlamli bir farklilasma goézlendi (p<0,05).
Ancak Fst degerlerine gore diizeltilmis p degerleri (Bonferroni Correction) ile

populasyonlar arasinda anlamli bir fark goriilmedi (p>0,05) (Tablo 17). Nul alel
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dogrulamasi1 yapilmis ikili karsilastirma sonuglari da bunu destekledi (Tablo 18).
Bununla birlikte, genellikle Grup 6 populasyonlarinin diger populasyonlardan

farklilastig1 g6zlendi.

Tablo 17. Fsr (alt diyagonal) ve Rsr (list diyagonal) degerleri

Grupl Grup2 Grup3 Grup4d Grup5 Grup6 Grup?

Grupl 0,0309 0,1354 0,0632 0,2021 0,2039 0,1361
Grup2 0,0430 0,1749 0,1451 0,2265 0,2353 0,1386
Grup3 0,1070 0,1250 0,1630 0,1283 0,0227 0,0288
Grup4 0,0630 0,0820 0,1050 0,2072 0,2418 0,1908
Grup5 0,1450 0,570 0,0900 0,1230 0,2020 0,1299
Grup6 0,1570 10,1490 0,0170 0,1390 0,1320 0,0353

Grup7  0,1420 0,1270 0,0320 0,1380 0,0910 0,0290

Tablo 18. Bonferroni dogrulamasi yapilmamis Fsr (alt diyagonal), ENA dogrulamasi
yapilmis Fsr (iist diyagonal) degerleri

Grupl Grup2 Grup3 Grupd Grup5 Grup6  Grup?

Grupl 0,044 0,207 0,057 0,132 0,160 0,149
Grup2 0,043 0,117 0,072 0,133 0,147 0,129
Grup3 0,107 0,124 0,106 0,077 0,013 0,027
Grup4 0,063 0,082 0,105 0,116 0,144 0,142
Grup5 0,145 0,157 0,090 0,123 0,114 0,078
Grup6 0,157 0,149 0,017 0,139 0,132 0,027

Grup? 0,142 0,127 0,032 0,138 0,091 0,029

Ayn1 zamanda gen akist (Nm) degerleri de Fst degerlerine benzer sonuglar
gosterdi (Tablo 19). Genetik uzakliga bagli olarak hesaplanan gen akis1 degeri en diisiik
Grup 4-Grup 6 arasinda (Nm= 4,136), en yiiksek ise Grup 3-Grup 6 arasinda (Nm=
11,865) gozlendi. Gen akisinin en diisiik oldugu (Fst: 0,1570; Rst:0,2039; Nm: 4,906 )

Grup 1 ve Grup 6 ile arasinda diger gruplara oranla nispeten farklilik mevcuttur.
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Tablo 19. Anadolu dag kurbagalar1 populasyonlari arasindaki gen akisini gosteren Nm

degerleri
1 2 3 4 5 6
6,839
2,503 2,271

4,334 3,719 2,370

2,257 2,125 3,999 2,420

1,693 1,798 11,865 1,731 2,708

1,944 2,070 1477 1,795 3,643 7,885

~No ok~ wWwN -

Genetik farklilagsmanin nerden kaynaklandigin1 gostermek icin yapilan AMOVA
analizi sonucunda genetik farklilasmanin yiiksek oranda (71,51) bireyi¢i varyasyondan
kaynaklandig1 belirlendi (Tablo 20). mtDNA verilerine paralel olarak mikrosatellit
AMOVA analizi sonucunda da gruplar arasi farklilik tespit edilmedi.

Tablo 20. Mikrosatellit lokuslarina gore gruplar ve populasyonlar arasinda varyans
analizi degerleri (AMOVA)

Varyasyon Varyasyon Yiizdesi  Fiksasyon Indeksi

Gruplar arasinda 0,12483 8,56 0,08556
Grup igi
populasyonlar 0,21557 14,77 0,16156
arasinda
Populasyon ici 0,07522 5,16 0,06724
bireyler arasinda
Bireyler i¢inde 1,04348 71,51 0,28485

LDNe programiyla baglant1 esitsizligine dayanarak hesaplanan etkili populasyon
biiyiikliigii degerleri (Ne) gruplar arasinda 6,1-187,2 olarak degismektedir. Bu sonuglara
gore; bazi populasyonlarimiz igin etkili populasyon biiyiikliigiine erisemedigiz tespit
edildi (p<0,05) (Tablo 21).
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Tablo 21. Anadolu dag kurbaga gruplarimin etkili populasyon biiyiikliiklerinin (Ne)
karsilastirilmast

Gruplar Ne

Grupl 625
Grup2 6,1
Grup3 84,3
Grup4 64
Grup5 16
Grup6 187,2
Grup7 7,5

Gruplara ait lokuslarda darbogaz varligt TPM ve SMM modelleri kullanilarak test
edildi. TPM modeli; diger modellere gore daha gergekgi sonuglar verdi. TPM modelin

Gk

kullanilmastyla ortaya ¢ikan sonuglar 1s18inda; isaretli gruplar harig, belirtilen higbir
grubun herhangi bir lokusunda 6nemli derecede bir heterozigot basarisina rastlanmadi

(p>0,05, Tablo 22, 23)

Tablo 22. Anadolu dag kurbagalar1 darbogaz varlig1 anlam siklig1 degerleri (p<0,05)

Lokus Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grup5 Grup6 Grup7

P1 0,1186 0,2378 0,3684 0,3088 0,3664 0,3888  0,0190"
P2 0,4164 03842 0,0706 0,0380° 10,0842 0,1516 0,1112
P4 0,3334 0,2820 0,5014 0,4270 0,4434 0,2616 0,3312
P3 0,0312"° 04114 0,1286 0,2948 0,3162 0,1144 0,1870
P6 0,1058 0,4486 0,3884 0,4334 0,0768 0,2134 0,4396
P7 0,2058 0,3706 0,3620 0,3542 0,2432 0,1312 0,2708

Tablo 23. Anadolu dag kurbaga gruplarina ait heterozigotluk basaris1 (He) ve
basarisizlik (Hd) degerleri

TPM
Populasyon He/Hd
Grup 1 4/2
Grup 2 6/0
Grup 3 4/2
Grup 4 5/1
Grup 5 3/3
Grup 6 3/3

Structure programinda yapilan Bayesiyan kiimeleme analizi ile genetik olarak
birbirinden farkl1 grup belirlenmedi. Ornekler arasinda ¢ok diisiik seviyede olan genetik
uzaklik, Structure programinin sonucuyla uyumludur. Populasyonlarin cografik ve

genetik yapilanmalarini ortaya koymak igin olusturdugumuz 7 grubumuza ait 6 adet
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mikrosatellit lokusu ile Structure analizi sonucunda olas1 3 grup ortaya ¢ikt1 (1.Grup,
Yesil, 2.Grup Mavi, 3. Grup Kirmizi) (Sekil 35). Populasyon yapisini ortaya koymak
icin olusturulan bu grafikte, populasyonlara ait bireylerin belirlenen 3 grup i¢inde nasil
bir dagilim gosterdigi Sekil 35’de gosterildi. Dikey eksen benzerlik durumunu
(bireylerin genotiplerinin hangi gruba girdigi), yatay eksendeki her bir ¢izgi bir bireyi
temsil etmektedir. Siyah dikey ¢izgiler populasyonlarin smirlarini géstermektedir. Grup
5 (Tepekdy, Egrigol, Yanpmar ve Sevicova) nispeten diger oOrneklerden farkli
goziikiiyor olsa da tiim populasyonlar arasinda gen akiginin var oldugu goézlendi. Toros
orneklerine (Grup 5) ait genetik yapinin farklilasma sebebi bolgenin cografik konumu
ve izolasyon bariyerleri mevcudiyetinden &tiirii meydana geldigi tahmin edilmektedir. 7.

gruba ait 6rnekler arasinda ise gen akisi oran1 yiiksek goziikti (Sekil 35).
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Sekil 35. Anadolu dag kurbagalar1 gruplarinin populasyon genetik yapilarini1 gésteren
Structure bar grafigi
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Mekansal otokorelasyon analizi, farkli cografik mesafe smiflar1 kullanilarak
gerceklestirildi. 50 km lik uzaklik sinifi ile analiz gerceklestirilmis olup en uzak iki
populasyon 1550 km civarinda hesaplanmistir. Kus ugusu olarak cografik mesafe ve
genetik mesafe dikkate alinarak yapilan mekansal oto korelasyon hesaplamasi
sonucunda; genetik mesafe ile cografik mesafe arasinda bir baglanti olmadigi ortaya
ciktt (Sekil 36). Dolayisiyla 1550 km igerisinde Orneklenen bireylerin genotipleri

arasinda otokorelasyon belirlenmemistir.

Mekansal Yapi1 Analizi

1,000
0,500 -
~ 0,000 -
r
0,500 -
--------- u
-1,000
--------- L
L S S Y Y Y Y« S O S Y QY QR L
P RS E RS S
S I R G R R S L

Uzakhik Sindi (Son nokta)

Sekil 36. Cografik mesafe mekansal yapi1 analizi

Temel koordinatlar analizi (PCoA) sonucuna goére 5. grup Ornekleri (Mersin;
Egrigol, Mersin; Yanpimar ve Konya; Sevigcova) farkli bir yerde konumlanirken, diger
populasyonlar cografik konumlarina gore grafikte yerlesmislerdir (Sekil 37). Mantel test
sonucuna gore genetik mesafe ile cografik mesafe az da olsa dogru orantili olmasina

ragmen anlamli bir iliski bulunamad (r?= 0,031) (Sekil 38).
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Temel Koordinatlar Analizi (PCoA)

@ Erzurum

Rize

*/Iersin (YP)

@ Mersin (E)
Konya

S 150
g
eyl

~ @ Maras
® Giresun
£ s & Artvin (M
T | Giimishane Elazig Kar rerv( )
o
2 |

Bitlis

L 4
Kastamonu

Higb on (U)
i aiéa” Antalya

Mers
WDenizli
(Rtahya
Burs

Izmir

Eski§é W‘“

* Usak

& Seril

Koordinat 1

Sekil 37. Anadolu dag kurbagalarinda temel koordinat analizine gore mikrosatellit
varyasyonu (E: Egrigol, YP: Yanpinar, K: Karago6l, M: Murgul, B: Balikligol
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Sekil 38. Genetik uzaklik ve cografik uzakligin arasindaki iliskinin grafigi

Populasyonlar arasi genetik uzakligir ifade etmek i¢cin Poptreew2 ile cizilen

UPGMA agac1 sonucunda 2 ana grubun ortaya ¢iktigi gozlendi. Ik ana dali, 1. grup

(Samat, Uludag, Ilgaz), 2. grup (Odemis, Banaz, Siindiken Dagi, Murat Dag1), 3. Grup

(Uzungol, Ovit, Murgul, Karag6l, Kiimbet, Yalniz¢gam, Balikligol), 4. grup (Athdere,

Cakiroluk) oOrnekleri olustururken; 2. ana dalda ise; 5. grup (Egrigol, Yanpinar,

Tepekdy, Sevigova), 6. Grup (Bahgesaray, Maden, Agziacik, Sarikamig, Hizan), 7. grup
(Inderesi, Erciyes, Ekecik, Sersem) drnekleri yer ald1 (Sekil 39).
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Sekil 39. Mikrosatellit lokuslarindan olusturulan UPGMA dendogrami
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4. TARTISMA ve SONUCLAR

Anadolu dag kurbagalarina ait bugiine kadar yapilan taksonomik c¢alismalarin
bircogu viicut Olgiimleri, osteolojik, serolojik, renk-desen ve deri Ozellikleri
farkliliklarina dayanmaktadir. Diinya’da kahverengi kurbagalar olarak da nitelendirilen
gruba dahil olan Anadolu dag kurbagalar1 yukarida bahsedilen karakterler bakimindan
birbirine benzer Ozellikler gdsteren bir gruptur. Ayrica grubu inceleyen diger
arastirmacilar, morfolojik karakterler ile bu grubun taksonomik olarak ayrilmasinin
imkansiz oldugundan bahsetmistir (Veith vd., 2003). Bu sebep ile mevcut ¢aligmada
Anadolu dag kurbagalar1 grubunun populasyon yapisini belirlemek ve sistematikteki
yerini tayin etmek amaci ile; mtDNA, nDNA ve mikrosatellit belirtegler ile ¢alisildi. Bu
gruba ait liyelerin, korunmus bolgeler igeren ve ayirim giicii yiikksek COI gen bolgesi ve
grubun populasyon genetik yapisini ortaya ¢ikarmak i¢cin mikrosatellit belirtegler ilk

defa bu ¢alismada kullanildi.

Tarkhnishvili vd. (2001) Kafkasya ve Tirkiye’den 22 farkli populasyondan
topladig1 toplam 149 6rnegi allozim, morfolojik ve genetik farkliliklarina gore inceledi.
Bu calismada R. macrocnemis ve R. camerani tiirleri arasinda cyt b gen bolgesine gore
1-3 baz degisim farklilig: tespit edildi. Ayni ¢alismada; Tirkiye’den sadece Van, Kars,
Rize, Giresun, Artvin, Toros, Kayseri, Bolkar Dag1 ve Uludag’dan 6rnekleme yapildi.
Sonug olarak Kafkasya'nin giineybatisindaki macrocnemis ornekleri ile Giircistan’in
giineyinde, Ermenistan’in batisinda ve Tiirkiye nin kuzey dogusunda bulunan camerani
ornekleri, genetik ve morfolojik olarak farklilik gosterdi. Geri kalan dagilim alanlarinda
ise hibrit zonlar gozlendi. Ayrica arastirmacilar, macrocnemis ve camerani arasinda
siirlandirilmig bir cografik aralifin da bulunmadigini bildirdi. Fakat arastirmacilar
Tiirkiye’deki macrocnemis ve camerani taksonlarmin ayirimlarindan bahsetmediler.
Mevcut calismamizda ise mtDNA verilerine gore Tiirkiye nin kuzeyine ait bazi 6rnekler
filogenetik agaclarda digerlerinden ayr1 bir dal olustursalar da, bu iki tlire dair tam bir
cografik izolasyona rastlanmadi. Ayrica, macrocnemis ve camerani tirlerine ait ikili
genetik mesafe (Fst) degerleri bakimindan da bu iki tiirlin ayirt edici genetik farkliliga

sahip olmadig tespit edildi.

Baran vd. (2007) Toroslarda Egrigdl (Camliyayla-Mersin) ve Sevigova (Eregli-
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Konya) ve Maden Koy’linden (Elaz1g) R. macrocnemis ve R. holtzi tiirlerine dair yeni
lokalite kayitlar1 verdi. Tiirlerin morfolojik karsilagtirmalarina gore kategorize eden
arastirmacilar ve mevcut ¢alismamizin mtDNA verileri arasinda farklilik tespit edildi.
Buna gore, Sevicova (Eregli-Konya) populasyonunda macrocnemis olarak tanimlanan
bireyler calismamiza gore holtzi olarak tanimlanan Egrigdl (Camliyayla-Mersin)

populasyonu ile ayn1 haplotipi paylastig1 goriildii.

Veith vd. (2003) Elburz Daglar1, Kafkasya ve Anadolu’dan 40 farkli lokaliteden
elde ettikleri Anadolu dag kurbagalarina ait 6rnekleri mitokondriyal 16S rRNA gen
bolgelerine (540 bg) gore karsilastirdi. Buna gore bu gruba dair monofiliyi gosteren bir
kanita rastlamadi. Ayrica, R. favasensis’in buzul caglardaki dagilimlarina bakarak
giineye go¢ eden ve burda siginaklara yerlesen bireylerin endemik seviyede tiirlestigini
belirtildi. R. tavasensis ilk olarak Baran ve Atatiir (1986) tarafindan macrocnemis’in alt
tiri olarak tanildi. Bu tez ¢alismasinda da; mitokondriyal cyt b ve COI gen bolgeleri
bakimindan karsilastirilan R. favasensis, yiiksek bootstrap ve posterior olasilik
degerileri ile, haplotip aginda ise yiiksek baz degisimi ile ayrildi. Diger tiir gruplar ise
haplotip aginda birbiri ile iligkili konumlarda ¢ikti. Veith vd. (2003)’nin calismasinda
bulunan haplotip aginda da, mevcut calismamiza benzer olarak, diger tiirler birbirine
yakin veya birbiri ile iligkili haplotip gruplarinda ¢ikti. Fakat, Veith vd. (2003)’nin bu
calismasinda bati Anadolu’dan orneklere yer verilmemistir. Anadolu’nun en batisi
olarak sadece R. tavasensis Orneklerinin alindig1 Denizli lokalitesi goriildi. Mevcut
calismamizda ise, Izmir, Usak ve Kiitahya (R. macrocnemis) lokalitelerinden alinan
orneklerin, diger orneklerle aralarinda yakin iligki goziikse de higbiri diger lokaliteleri
iceren haplotiplerle beraber gruplanmadi. Buna gore Bati Anadolu’nun kendi arasinda

bir gruplagsmaya dogru gittigi diigiiniilmektedir.

Picariello vd. (2016) Anadolu dag kurbagalari grubuna dair S1 satellit DNA
cesitliligini incelemis ve bu gruba ait 4 tiirde de farklilik olmadig: bildirildi. Hatta, S1
tekrar sekansinin biitiin tiirlerde ayn1 uzunluga sahip oldugunu belirtildi. Kpnl, EcoRYV,
Ndel, Nhel, veya Stul ile kesilmis genomik DNA southern blot analizinde aym1 6zellikte
satellit DNA bantlar1 verdi. Sonug olarak aragtirmacilar, mitokondriyal ve niikleer DNA
ile ayrilan bu tiirlerin Sla satellit DNA ile ayrilmadigini ve bahsedilen dort tiiriin tek bir

tir olarak degerlendirilmesi gerektiginden bahsetdildi. R. macrocnemis tiirii igin;
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Uludag, Afyon, Nemrut Golii (Tatvan), Eskisehir ve Bolu’dan; R. camerani tiirii igin;
Erzurum, Amasya, Asbuga Koyl (Agr), Erciyes, Gevas, Tatvan’dan; R. holtzi igin;
Karagol’den (Eregli) ve R. tavasensis ig¢in Tavas-Denizli’den 6rnekleme yapildi.
Anadolu dag kurbagalari grubuna ait literatiirde bulunan en glincel ¢alisma olan
Picariello vd. (2016)’nin ¢alismasinda, 6rnekleme alani bakimindan eksikler mevcuttur.
Bahsi gecen bu calismadan farkli olarak mevcut ¢alismamizda R. macrocnemis tiirliine
ait yeni tanitilan lokalitelerden (Maden-Elazig, Sevicova-Konya) 6rnekleme yapildi.
Ayrica R. holtzi tiirli icin de sadece tiiriin tip lokalitesinden degil daha iyi karsilastirma
yapabilmek adina Toroslardan farkli iki lokaliteden (Yanpinar, Egrigél-Mersin) daha
ornekleme yapildi. Bununla birlikte, R. favasensis tiirli i¢inde Tavas disindan 6rnekleme
yapildi (Athidere-Mugla). Picariello vd. (2016)’den farkli olarak mevcut calismamizda
mtDNA verilerinin sonuglarina gore; R. tavasensis tiirii yliksek bootstrap ve ikili genetik
mesafe (Fst) degerleri ile diger tiirlerden ayrildi. Caligilan iki mtDNA gen bolgemiz de
bu sonucu desteklemektedir. Ayrica, yine mevcut calismada da gozlemlendigi gibi
calisilan niikleer gen bolgelerine goére, bu tiir grubunda taksonomik ve populasyon
genetigi bakimindan bir aymrim elde edilmedi. Picariello vd. (2016) Anadolu dag
kurbagalarinin tek tiir ile temsil edildigi fikrinin aksine bu ¢alismanin mtDNA verilerine
gore Anadolu dag kurbagalarini temsil eden iki tiir bulunmaktadir: R. macrocnemis ve

R. tavasensis.

Anadolu dag kurbagalar1 grubuna ait olusturulan tiir gruplar1 arasinda mtDNA gen
bolgelerine gore ikili genetik mesafe (Fst) degerlerine bakildiginda; R. tavasensis ve
diger Anadolu dag kurbagalar arasinda genetik uzaklik cyt b gen bolgesine gore 0,078-
0,086, COI gen bolgesine gore ise 0,077-0,083 degerleri arasinda degismektedir. Diger
kahverengi kurbaga gruplari ile karsilagtirildiginda bu deger R. tavasensis tiiriiniin diger
tiirlerden ne kadar fazla farklilastigini ortaya koymaktadir. Song vd. (2006) Asya’da
bulunan kahverengi kurbagalar arasinda 16S rRNA’ya gore ikili genetik mesafe (Fsr)
degerlerini; Rana dybowski ve Rana amurensis coreana arasinda 0,0835; Rana
chensinensis ve Rana amurensis amurensis arasinda ise 0,0896 olarak tespit edildi.
Ayrica; Asya’da bulunan diger tiirler arasinda benzer Fsr degerleri oldugunu
bildirmislerdir. Buna goére R. tavasensis Fst degerlerinin diger Anadolu dag
kurbagalarindan yukarida bahsedilen degerlere benzer derecelerde farklilastigi igin ayri

bir tiir olarak degerlendirildi.
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Populasyonlar arasindaki cografik bariyerlerin tespiti ve populasyonlarin genetik
yapilart iizerindeki etkileri yadsinamaz. Bilgin (2011); “Toros yolu” olarak adlandirilan
Toroslar ve Bat1 Ege arasindaki Anadolu diyagonalinin, Anadolu dag kurbagalar tiirleri
tizerinde sadece dagiliminda etkili oldugunu ve bir populasyon farklismasina sebep
olmadigint belirtmistir. Ayrica Anadolu Diyagonali baz1 omurgali tiirlerini ayirmada
etkili olsada (Nilson vd., 1990; Giil vd., 2012; Kapli vd., 2013) Demirsoy (2008) da
belirttigi gibi gibi Anadolu’nun giiclii bariyerleri genellikle omurgasiz tiirlerinde daha

etkin rol oynamaktadir.

Anadolu dag kurbagalarina ait populasyonlarin genetik yapisinin ortaya
cikarilmasi i¢in 6 farkli mikrosatellit lokusu calisilmistir. Buna goére, her bir lokustaki
alel sayis1 4-9 arasinda degismektedir ve ortalama gdzlenen heterozigotluk 0,69 ile 0,81
arasindadir. Bircok lokusun Hardy-Weinberg beklentilerinden sapma gosterdigi tespit
edildi. Vences vd. (2013) Rana dalmatina populasyonlarinda 8 lokus iizerinde yaptigi
calismada gozlenen heterozigotlugu 0,61 (0,38-0,84) olarak bulundu. Alel sayis1 ise 15-
34 arasinda degismektedir. Sarasola-Puente vd. (2012), 12 mikrosatellit lokusu {izerinde
yaptiklar1 ¢alismasinda, gozlenen heterozigotluk degerlerine bakildigi zaman
populasyonlarda goézlenen yakin zamanda gecirilen bir darbogazin belirtilerine
rastlamistir. Fakat buna ragmen heterozigotluk ve alel sayilarina bakildigr zaman diger
anuralara kiyasla makul seviyede genetik ¢esitlilige rastlandi (Wilkinson vd., 2007;
Blouin vd., 2010; Roth ve Jehle, 2016). Mevcut calismamiz i¢in de ayn1 durum s6z
konusu olmaktadir. Baz1 populasyonlarimizda darbogaz varlig1 s6z konusu olsa da diger

anura tiirlerine yakin genetik ¢esitlilik tespit edildi.

Tiim lokuslar i¢in populasyonlarin ortalama alel sayist 4,83-8,5 arasinda
degismektedir. Genetik c¢esitliligin ifadesi olan bir bagka deger olan beklenen
heterozigotlugun; 0,58-0,78 arasinda degistigi tespit edildi. Mikrosatellit lokusu basina
diisen alel sayis1 ve beklenen heterozigotluk degeri ile dlgiilen genetik cesitlilik diger
dag Rana tiirleri ile benzer olmaktadir. Monsen ve Blouin (2004), farkli lokalitelerden
elde ettikleri R. cascade populasyonlarinda populasyon basina diisen alel sayisini 1-11
arasinda, beklenen heterozigotlugun 0,45-0,73 arasinda degistigini belirtmistirlerdir.
Zhan vd. (2009) Tsinling ve Daba Daglarindaki R. chensinensis populasyonlarinda

beklenen heterozigotluk degerlerinin 0,504-0,855 arasinda tespit edildi. Zhao vd. (2009)
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Giliney Cin’de farkli R. kukunoris populasyonlarinin yapisini incelemistir. Buna gore;

beklenen heterozigotlugunun 0,412-0,754 degerleri arasinda degistigini belirtmislerdir.

Populasyona 0zgii (private) aleller sadece Grup 3 kiimesinde gozlenmistir.
Digerlerinde ise populasyona 6zgii aleller mevcut degildir. Populasyonlar arasi gézlenen
yiikksek gen akisina ragmen sadece Grup 3’de populasyona o6zgii alelin (private alel)
gbzlenmesi, populasyon i¢i yeni bir mutasyona veya mevcut alelin heniiz yayilmaya
firsat bulamadigina isarettir. Ayrica, Slatkin (1985) ile Barton ve Slatkin (1986)
populasyona 0zgii alellerin gen akisi indikatorii olarak katki saglayabildikleri bir
populasyon genetigi modeli gostermislerdir. Buna gore, populasyona 6zgii aleller, her
jenerasyonda populasyonlar arasinda degistirilen ortalama go¢ eden birey sayisi ile
alakali olmaktadir. Bu modele goére, mevcut gruplarimizdan, sadece Grup 3’de
populasyona 6zgii alelin bulunmasi; populasyona ait yeni gé¢ eden bir bireyin getirdigi
mutasyon veyahut sinirli sayida go¢ eden bireyin diger bolgeler ile paylasildigini
diisiindiirmektedir. Bu durum, bize Anadolu dag kurbagalar1 arasinda hala hazirda

tamamlanmis bir ayrilmanin vuku bulmadigina dair kanit olabilmektedir.

Populasyonlara ait Rst degerleri incelendiginde Grup 3-Grup 7, Grup 1-Grup 2,
Grup 3-Grup 6 ve Grupl-Grup 6 arasinda anlamli bir farklilasma gozlenirken (p<0,05),
Fst degerlerine gore diizeltilmis p degerleri (Bonferroni Correction) ile populasyonlar
arasinda anlamli bir fark elde edilemedi (p>0,05). Mikrosatellitlerin populasyon
genetigi ¢aligmalarinda yayginlasmasi ile birlikte, populasyon yapilarini ayirmak igin
geleneksel populasyon genetigi istatistiginin kullanilmasi ile ilgili bir tartisma da
meydana gelmistir (Wright, 1965 tarafindan gelistirilen F istatistigi). Akabinde bazi
aragtirmacilar yeni bir genetik yap1 parametresi olan ve populasyonlar arasi genetik
mesafeyi hesaplayan Rst degerini 6nermislerdir (Goldstein vd., 1995; Slatkin, 1995;
Paetkau vd., 1997). Fakat, Rst degerinin Fst degerinden daha etkili oldugu
kanitlanmamistir (Neigel, 1997; 2002). Bununla birlikte; Gaggiotti vd. (1999)
populasyon biiyiikliigii “< 10” olan ve kullanilan mikrosatellit primer sayis1 20’den az
olan populasyonlarda, Fst degeri ile populasyonlar aras1 degisen gen akisinin tahmini
daha korunmustur. Bu sebepten dolayi, mevcut analizlerde daha fazla giivenilir sonug
verdigi icin Fst degeri dikkate alinarak populasyonlar aras1 genetik farklilik yorumlandi.

Fst degerine gore yukarida da bahsettigimiz gibi mevcut populasyonlarimiz arasinda
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herhangi bir genetik farklilik tespit edilemedi ve bununla birlikte populasyonlar arasi
yiiksek gen akis1 gozlendi. Cografik olarak izole populasyonlar arasindaki diisiik Fst
degeri daha Once baska Rana tiirlerinde de rastlandi. Martinez-Solano vd. (2005)
Ispanya’da yasayan dag kurbagasi R. iberica’ya ait farkli populasyonlar {izerinden
mikrosatellit belirtecler ile populasyonlarin genetik yapilarini karsilagtirmistir. Buna
gore, cografik olarak birbirinden uzak olan populasyonlar arasinda diisiik Fst degeri
elde etmislerdir. Arastirmacilarin bu sonucu diigiik alel sayisi iizerinden gerceklesen
genetik homojeniteye baglamislardir. Her ne kadar mevcut calismamiz alel sayisi
bakimindan Martinez-Solano vd. (2005) ¢aligmasina benzer degerlere sahip olsa da,
elde edilen degerlerin kullanilan lokuslarla alakasi olabilir. Daha fazla sayida ve

polimorfik lokuslar ile farkli Fst degerleri eldesi olasidir.

Gruplar arasinda Fst degerine ve bu degere gore hesaplanan gen akisi oranina
(Nm) bakildigr zaman mevcut gruplar arasinda yiiksek seviyede gen akisindan ve az
seviyede genetik farklilasmadan s6z edilmektedir. Ayni tiirlin farkli populasyonlarinda
ve cografik olarak yakin populasyonlarmin gen akismin yiiksek ¢ikmasi beklenen bir
olaydir. R. macrocnemis tiiriinlin farkli populasyonlar1 arasinda cografik olarak birbirine
yakin olanlarda N degeri yliksek seviyede tespit edilmistir (Grup 1-Grup 2 i¢in Ny=
6,839 ve Grup 3-Grup 6 i¢in Np= 11,865). Ayrica yine gen akisi degerlerine bakildigi
zaman Bursa, Kastamonu ve Bolu lokalitelerinden olusan Grup 1’in bat1 bolgesi igin;
Dogu Karadeniz kiyilarindaki lokalitelerden olusan Grup 3’in ise Dogu Anadolu i¢in
gen akisinda kaynak populasyon gorevi gordiigii anlasilmaktadir. Bununla birlikte
mevcut ¢alisma da dahil olmak {izere bir¢ok ¢alismada farkli tiir oldugu belirlenmis R.
tavasensis tirinii temsil eden Grup 4 ile yakin cografik alanlardaki R. macrocnemis
tiirlerini temsil eden Grup 2 ve Grup 1 arasinda gen akis1 gosteren yliksek genetik

farklilasma (Fst) degeri ise nispeten diisiik ¢ikti.

Ortalama Fis degeri (Fis>0.2) olan ve Hardy-Weinberg dengesinden sapan izole
populasyonlarin genetik stres altinda olduklar1 sdylenebilir. Ayrica populasyon i¢in soy
i¢i Ureme kat sayisina bakildiginda Fis<O ¢ikan tek grubumuz R. tavasensis 6rneklerini
temsil eden Grup 4 olmaktadir. Tiim bu veriler 1518inda R. tavasensis i¢in hibridizasyon
olaymin meydana geldigini sOylebiliriz. Seehausen (2004)’e gore tiirler arasindaki

hibridizasyon; alelleri ¢aprazlar ve populasyonun genetik ¢esitliligini artirarak tiirlerin
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hizli bir sekilde dagilmasina katki saglayarak onlar1 gelistirir. R. tavasensis tiiriinii
temsil eden Grup 4’de akraba olmayan ile iiremenin artmasi heterozigotlugun
fazlaligina sebep olmaktadir. Ayrica stres altindaki birgok tiiriin soy i¢i iireme
baskisindan ka¢gmak i¢in akraba olmayan tiirler ile iireme yolu gittigi bilinmektedir.
Bununla birlikte Wiens vd. (2006); hibridizasyondaki artisin yakin zaman tiirlesme
olaylar1 icerisinde uygun iireme izolasyonu gelistirmeyi basaramamis tiirlerin
gerceklestirdigine dair kanitlar bulmuslardir. Her iki olasilikta, R. tavasensis
populasyonundaki Fis<O durumunu agiklamada miimkiin olasiliklar olmaktadir.
Endemik ve populasyon seviyesinde azalma yasayan bu tiiriin, genetik cesitliligini

artirmak istemesi mantikli gozilkmektedir.

Populasyon biiyiikliigii degeri diisiik olan kiiciik populasyonlar biiyiik olanlara
nazaran lokal azalmalara karsi daha yatkin olmaktadir (Blaustein vd., 1994; Hanski,
1998; Montgomery vd., 2000). En kiiciik etkili populasyon biiyiikliigiine sahip Grup 4
ve Grup 7’de belirgin darbogaz varligina rastlanmistir. Ayrica; R. favasensis tiriinii
temsil eden Grup 4’deki darbogaz etkisi, [IUCN’in Kirmiz1 Listesine gore, populasyon
sayis1 azalmakta olan R. tavasensis’in durumunu dogrulamaktadir. S6z edilen bu
gruplarda darbogazlarin sebepleri; soy i¢i lireme depresyonu, yakin zamanda gegirilen
habitat fragmentasyonu, nul alel varligi, kurucu etkisi veya tiim bu faktorlerin
kombinasyonu olabilir. Ozelikle Grup 7’de ortama Fis degeri 0.2’den yiiksek ¢ikmustr.
Bu sonug soy i¢i tiremenin bir belirtisi olabilmektedir. Ayrica tiim gruplarda, bazilarinda
az seviye de olsa nul alel varlig1 tespit edilmistir. Darbogaz gézlenen bir baska grup
olan Grup 1’de ise nul alel varlig1 sadece tek bir lokusta tespit edilmistir. Fis degeri
diisiik olarak bulunmugstur. Effektif populasyon biiyiikliigii ise nispeten diger
populasyonlara gore daha biiyiikk olmaktadir. Bu gruptaki darbogazin bu yiizden yeni

baslamis olabilecegi diistiniilmektedir.

Temel koordinatlar analizi (PCoA) sonucuna gore Grup 5 ornekleri (Egrigol,
Yanpinar-Mersin, Sevigova-Konya) farkli bir yerde konumlanirken diger populasyonlar
cografik konumlarina gore grafikte yerlesmislerdir. Mantel test sonucuna gore genetik
mesafe ile cografik mesafe az da olsa dogru orantili olmasina ragmen anlamli bir iligki
bulunamamustir (r?= 0,031). Genetik mesafe ve cografik uzakligin iliskili olmas1 ¢cok da

gerekli olmamaktadir. Bu duruma literatiirde R. dalmatina 6rneklerinde de rastlanmistir
93



(Lesbarreres vd., 2006). Cografik mesafeye ragmen genetik farklilasmanin
gerceklesmesi gen akisini azaltacak bir bariyerin olmadigina veya mevcut cografik
bariyerlerin populasyon farklilasmasmin olusamayacagi kadar ¢ok yakin zamanlarda

olustugunu gostermektedir (Dupanloup de Ceuninck vd., 2000).

Populasyon genetik yapisini ortaya koyan Structure program ile elde edilen bar
grafigine bakildiginda; Grup 1, Grup 2 ve Grup 4 Orneklerinin genetik yapisinin
birbirine benzedigi goriilmektedir. Grup 5’in ise genetik yapisi diger gruplardan farkl
goziikse de biitlin populasyonlar arasinda gen akisi oldugu sdylenebilir. Grup 1, Grup 2
ve Grup 4 arasindaki genetik yapi benzerliginin cografik konumlarinin yakinligindan
ileri geldigi distintilmektedir. Bununla birlikte populasyonlarin suanki genetik
yapilarinin  belirlenmesinde, jeolojik geg¢misleri de oOnemli rol oynamaktadir.
Pleistosen’deki buzul donemlerindeki isinma ve soguma degisimleri Anadolu dag
kurbagalarinin genetik yapisinin olugsmasinda belirleyici olmustur. Isinma zamanlarinda
yiikseklere cekilen canlilar, soguma zamanlarinda en yakin vadilerde bulusarak ortak
gen havuzunu olusturduklar diisiiniilmektedir. Buna bagli olarak, cografik bariyerlerin
ortaya cikisindan glinlimiize dek gegen siire Anadolu dag kurbagas1 populasyonlarinin

farklilagsmasi i¢in yeterli degildi diger bir deyisle nispeten geng populasyonlardir.

Anadolu dag kurbagalarinin, mitokondriyal DNA ve niikleer DNA verileri
(RAG1, POMC ve mikrosatellit bolgeleri) populasyonlarin demografik tarihini
aciklarken birbirleriyle uyumlu bilgiler vermemektedir. Mikroevrimin kismen dahil
oldugu populasyonlar arasi farkliligi agiklarken bdyle sonuglarin ¢ikmasi c¢ok da
olagandis1 degildir (Toews ve Brelsford, 2012). Canestrelli vd. (2014) Avrupa’dan
ornekledigi 40 farkli Rana dalmatina populasyonu iizerinde yaptig1 incelemede, benzer
sonuglart tespit etmis ve mitokondriyal DNA ve mikrosatellit verileri arasinda bir
uyuma rastlamamistir. Bir baska agiklama olarak, bu tiiriin sadece babadan kalitilan
nDNA varyasyonunu azaltacak sekilde azalma gecirdigini gostermektedir (Li, 1997,
Toline ve Baker, 1995; Bensch vd., 2006). mtDNA gibi bazi organel genlerinde
mutasyon orani niikleer genlere oranla 5-10 kat daha fazladir (Brown vd., 1979). Boyle
yiiksek bir mutasyon oranina sahip olmasi, dogal populasyonlarda yiiksek genetik

cesitlilige neden olabilmektedir. (Melnick ve Hoelzer, 1992).
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Elde edilen bilgiler 1s181nda ¢aligmanin sonuglart;

cyt b gen bolgesi verilerine dayali Maksimum Benzerlik/Maksimum
Tutumluluk/Bayesiyan yaklasimli filogenetik agaglar; R. tavasensis tiiriinii temsil
eden Haplotip 37, 38 ve 39’un diger tiirlere ait haplotiplerden %90’1n {istiinde sec-

bagla ve posterior olasilik degerleri ile ayrildigini gosterdi.

cyt b gen bolgesi Network analizi sonuglarina gore; R. tavasensis tiiriinii temsil
eden H37, H38 ve H39 haplotiplerinin diger Rana tiirleri temsil eden haplotipler

arasinda toplam 481 bg iizerinden, en az 32 baz pozisyonunda mutasyon gozlendi.

cyt b gen bolgesi AMOVA analizine gore; gruplar arasi varyasyon yiizdesi %
36,19; grup i¢i populasyonlar arasi varyasyon yiizdesi % 37,33 ve populasyon igi
varyasyon yiizdesi % 26,48 olarak tespit edigmistir. R. tavasensis tiirii dahil
edilmeden yapilan varyans analizi sonucunda diger Anadolu dag kurbaga gruplari

arasinda anlamli bir farklilik olmadig tespit edildi.

cyt b gen bolgesine gore Anadolu dag kurbaga tiirlerini temsil eden gruplar Fst
degeri bakimindan karsilagtirilmistir. R. tavasensis tiiriinii temsil eden Grup 4’e ait
Fst degeri %7.8-8.6 arasinda degisirken diger tiirleri temsil eden gruplar arasinda

ise, bu deger en fazla %1 olarak tespit edildi.

COI gen bolgesi Network analizi sonuglarina gore yapilan analiz sonucunda R.
tavasensis tiirlerini temsil eden haplotipler (H36, H37 ve H38) ve diger tiirleri
temsil eden haplotipler arasinda en az 52 baz pozisyonunda mutasyon

gbzlenmistir. Bu sonuglar cyt b gen bolgesi ile benzerlik gosterdi.

COI gen Dbolgesi verilerine dayali Maksimum Benzerlik/Maksimum
Tutumluluk/Bayesian yaklasimli filogenetik agaclara gore R. tavasensis tiiri
incelenen diger kurbagalardan yiiksek se¢-bagla ve posterior olasilik degerleri ile
ayrildi (100/1/100).
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10-

12-

13-

COI gen bolgesi AMOVA analizine gore; gruplar arasi varyasyon yiizdesi %
35,08, grup ici populasyonlar arasi varyasyon yiizdesi % 42,09 ve populasyon i¢i
varyasyon yiizdesi % 22,83 olarak tespit edigmistir. Fakat Cyt b gen bolgesi
analizlerine benzer olarak, R. tavasensis tiirii dahil edilmeden yapilan varyans
analizi sonucunda diger Anadolu dag kurbaga gruplar1 arasinda anlamli bir

farklilik olmadig tespit edildi.

COI gen bolgesine gore Anadolu dag kurbaga tiirlerini temsil eden gruplar Fst
degeri bakimindan karsilastirilmistir. R. tavasensis tiiriinii temsil eden Grup 4’iin
Fst degeri %7.7-8.3 arasinda degismektedir. Diger tiirleri temsil eden gruplar

arasinda ise, bu deger en fazla %1 olarak tespit edildi.

mtDNA’ya ait gen bolgelerine dayali analizlerin sonuglar1 R. tavasensis tiiriiniin
diger tiirlerden genetik olarak ayrildigini agikca gosterdi. R. holtzi, R. camerani ve

R. macrocnemis arasinda ise genetik farklilik tespit edilemedi.

nDNA gen bolgeleri (POMC ve RAGI) bakimindan Anadolu dag kurbagalar

tiirlerini arasinda filogenetik bir ayirim tespit edilmedi.

Populasyonlara dair genetik cesitliligi tespit edebilmek i¢in 6 polimorfik
mikrosatellit lokusu tizerinden populasyon genetigi analizleri gerceklestirildi. Alel

sayilarinin populasyonlara gore 1-16 arasinda degistigi belirlendi. Bu sonug diger

dagcil Rana cinsine ait tiirlerden elde edilen sonuglarla benzerlik gosterdi.

Lokuslara gore alellik zenginlik ortalamalart en diisiik P2 lokusunda 2,523; en
yiikksek ise P7 lokusunda 8,882 olarak hesaplandi. Cok sayida lokus ve
populasyonun Hardy-Weinberg dengesinden sapmalar gosterdigi belirlendi. P1
lokusu hari¢ tiim lokuslarin ve populasyonlarin Hardy-Weinberg dengesinden

sapmalar gosterdigi belirlendi.

Populasyona 0zgii (private) aleller sadece grup 3 kiimesinde gozlenmistir.

Digerlerinde ise populasyona 6zgii aleller bulunmamaktadir.
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Her bir gruba ait ortalama gozlenen heterozigotluk degerleri en diisiik (0,447)

Grup 2’de gozlenirken en yiiksek (0,711) Grup 3’de gozlendi.

Genetik ¢esitliligin ifadesi olan alel sayisi, beklenen ve gézlenen heterozigotluk
degerleri ve alellik zenginlik Anadolu dag kurbagalari i¢in Grup 1, Grup 3, ve
Grup 6°da diger gruplara nispeten daha yiiksek elde edildi.

Populasyonlara ait Rst degerleri incelendiginde Grup 3-Grup 7, Grup 1-Grup 2,
Grup 3-Grup 6, Grupl-Grup 6 arasinda anlamli bir farklilagsma gézlendi (p<0,05).
Ancak Fst degerlerine gore diizeltilmis p degerleri (Bonferroni Correction) ile

populasyonlar arasinda anlamli bir fark gériilmedi (p>0,05).

Genetik uzakliga bagli olarak hesaplanan gen akisi degeri en diisiik Grup 4-Grup
6 arasinda (Nm: 4,136), en yiiksek ise Grup 3-Grup 6 arasinda (Nm: 43,995)
gozlenmistir. Gen akisinin en diisiik oldugu (Fst: 0,1570; Rs1:0,2039; Nm: 4,906 )
Grup 1 ve Grup 6 ile arasinda diger gruplara oranla nispeten farklilik mevcuttur.

Cografik olarak yakin gruplar arasinda daha ytiksek gen akisin1 gozlendi.

Genetik farklilagmanin nerden kaynaklandigini gostermek icin yapilan AMOVA
analizi sonucunda genetik farklilagsmanin mtDNA veri analizindekine benzer
olarak gruplar arasinda anlamli bir farklilik tespit edilmedi, farklilik yiiksek
oranda (% 71.51) bireyigi varyasyondan kaynaklandigi belirlendi.

Structure programinin sonuglariuna gére populasyonlarin genetik olarak anlamli
bir farklilasmaya gore gruplanmadigi gozlendi. Ornekler arasinda gok diisiik
seviyede olan genetik uzaklik degeri (Fst) Structure programinin sonucuyla

uyumludur.
Mekansal otokorelasyon hesaplamasi sonucunda genetik mesafe ile cografik

mesafe arasinda bir baglanti olmadigi ortaya ¢ikti. 50 km lik uzaklik sinifi ile

analiz gergeklestirilmis olup en uzak iki populasyon 1550 km civarindadir.
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Mantel test sonucuna gore genetik mesafe ile cografik mesafe az da olsa dogru

orantili olmasina ragmen anlamli bir iliski yoktur (r>= 0,031).

Cografik yakimliklarmma gore gruplandirdigimiz populasyonlarimiz arasinda
cografik ve genetik farkliliklar arasinda anlamli iliski elde edilmemesi

sonuglarimizin tutarliligini gosterdi.

Gruplara ait lokuslarda darbogaz varligt TPM ve SMM modelleri kullanilarak test
edilmistir. Buna gore Grup 1, 4 ve 7’ye ait baz1 lokuslarda darbogaz varligina
rastlandi. Genetik ¢esitlilik degerleri nispeten daha diisiik olan bu gruplarda dar

bogaz varliginin anlamlilig1 sonuglarimiz ile iligkilidir.

Populasyonlar arasi genetik uzakligi ifade etmek icin Poptreew2 ile cizilen
UPGMA agaci1 sonucunda 2 ana grubun ortaya ¢iktig1 goézlenmistir. Fakat higbir

grup birbirinden anlamli olarak ayrilmamastir.

LDNe programiyla baglanti esitsizligine dayanarak hesaplanan etkili populasyon
biyiikliigii degerleri (Ne) gruplar arasinda 6,1-187,2 olarak degismektedir. Etkili
popiilasyon biiytikliigii en yiiksek c¢ikan gruplarimiz; Grup 1, Grup 3 ve Grup
6’dir.

Nul alel frekansi iki ayri programla hesaplandi. ki programla da hesaplanan
degerler birbirine yakin sonuglar vermektedir. Buna gore; her gruba ait en az bir
lokusta nul alel varligina rastlandi. Her lokusta nul alel varligi gruplarimizin

Hardy-Weinberg dengesinden sapmasinin nedenlerinden biri olabilir.

Mikrosatellit verilerimize gore incelenen gruplar arasinda herhangibir genetik

farklilagma tespit edilmedi.
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5. ONERILER

Canlilarin tiir seviyesinde ayrilmasinda filogenetik ¢alismalar yillar gegtikge daha
fazla 6nem kazanmaktadir. Ozellikle aym ekolojik kosullarda yasayan birgok canli
benzer fenotipik 6zellige sahiptir. Bu sebep ile, tiir seviyesinde ayrilmalar1 sadece dis
goriiniis ile ¢ok zor hale gelmektedir. Ayrica benzer habitat alanlarinda yasayan birgok
tiir, yasam kosullarina benzer tepkiler gelistirmektedir. Tiim bu sebeplerden 6tiirdi,
canlilarin atasal ge¢mislerine gore gruplanmasi veya ayrilmasi daha giivenli sonuglar
verir. Anadolu dag kurbagalan tiir grubu soguk kusak seven ve yliksek rakimlarda
yasayan bir tiir grubu oldugu icin diger Anadolu’da yasayan amfibileri igerisinde ayri
bir yere sahiptir. Bu tiir grubuna ait filogenetik karmasa ¢ok uzun siireden beri devam
etmektedir. Literatiirde tiire ait yapilan taksonomik ¢ikarimlarin ¢ogu morfolojik
olmaktadir. Bundan dolayr mevcut ¢aligma daha 6nce bu grup tizerinde hi¢ ¢alisiimamis
yiikksek polimorfik ve korunmus gen bdlgesi olan COI’a dayali bilgiler igcermesi

bakimindan literatiirdeki diger genetik ¢alismalardan ayrilmaktadir.

Ulkemizde populasyon genetigi ¢alismalari, gegmis yillara nazaran daha fazla ilgi
ceken caligmalar olmaktadir. Canlilarin populasyon yapilarina dair en dogru bilgi
populasyon genetigi calismalar ile sunulmaktadir. Anadolu cografyasi bir¢cok agidan
diger benzersiz Ozellikleri sahiptir. Bu cografya ilizerinde yasayan her canliya ait
populasyon genetik yapilarinin tespiti 6zellikle 6nemli olmaktadir. Calisilan tiir grubuna
dair, literatiirde bulunan populasyon calismalari markala-yakala metoduna dayali
populasyon dinamigi ¢alismalar1 olmaktadir. Bu ¢alisma ile birlikte icerisinde endemik
tiirlerde bulunduran bu grubun ilk defa mikrosatellit belirtegler yardimi ile populasyon
yapilart hakkinda bilgi sahibi olunmustur. Bununla birlikte, {ilkemizde daha fazla

canliya ait populasyon genetigi ¢aligmalar1 yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu calismanin ¢iktilar1 gostermektedir ki; bu gruba ait endemik bir tiir olan R.
tavasensis’in populasyon yapisi daha ayrintili olarak daha fazla sayida ve polimorfik
belirtecler ile calisiimali ve tehlike altinda olan bu tiir i¢in koruma stratejilerinin
gelistirilmesi planlanmalidir. Ayrica daha fazla sayida mikrosatellit lokusunun

gecerliligi bu tiir grubu iizerinde denenebilir.
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