KARADENIZ TEKNIK UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI

TURKIYE'DEKI Hyla orientalis VE Hyla savignyi TURLERI ARASINDA iSKELET
KASI PROTEIN BANTLARININ KARSILASTIRILMASI

YUKSEK LiSANS TEZi

Biyolog Ali ihsan EROGLU

HAZIRAN 2012
TRABZON



KARADENIZ TEKNIK UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI

TURKIYE'DEKI Hyla orientalis VE Hyla savignyi TURLERI ARASINDA ISKELET
KASI PROTEIN BANTLARININ KARSILASTIRILMASI

Biyolog Ali Thsan EROGLU

Karadeniz Tekgik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii’nce
“YUKSEK LiSANS (BiYOLOJi)”
Unvam Verilmesi Icin Kabul Edilen Tezdir.

Tezin Enstititye Verildigi Tarih :21.05.2012
Tezin Savunma Tarihi :07.06.2012

Tez Damismani : Yrd. Do¢. Dr. Ufuk BULBUL

Trabzon 2012



Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Bivoloji Ana Bilim Dalinda
Ali Thsan EROGLU Tarafindan Hazirlanan

TURKIYE'DEKI Hyla orientalis VE Hyla savignyi TURLERI ARASINDA ISKELET
KASI PROTEIN BANTLARININ KARSILASTIRILMASI

bashkh bu ¢alisma, Enstitii Yonetim Kurulunun 22/05/ 2012 giin ve 1457 sayih
karariyla olusturulan jiiri tarafindan yapilan siavda
YUKSEK LISANS TEZI

olarak kabul edilmistir.

Jiiri Uyeleri

Baskan
Uye : Prof. Dr. Bilal KUTRUP a0l e eiinnnnns
Uye : Yrd, Dog. Dr. UTRKCBULBUL .. .o ctaad¥feresorrsdessssossossssons

Prof. Dr. Sadettin KORKMAZ
Enstitii Miidiirii



ONSOZ
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Yiiksek Lisans

OZET

TURKIYE'DEKI Hyla orientalis VE Hyla savignyi TURLERI ARASINDA ISKELET KASI
PROTEIN BANTLARININ KARSILASTIRILMASI

Ali thsan EROGLU

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Ufuk BULBUL
2012, 36 Sayfa.

Bu calismada, Tiirkiye’deki Hyla orientalis tiiriinlin ii¢ populasyonun bireyleri ile H.
savignyi tiiriiniin alti populasyonunun bireyleri arasinda iskelet kasi1 protein bantlar1 SDS-
PAGE vasitasiyla karsilastirilmistir. SDS-PAGE karakterizasyonunda toplam 26 ergin (14
disi ve 12 erkek) H. orientalis 6rnegi ve 54 ergin (25 disi ve 29 erkek) H. savignyi o6rnegi
kullanilmigtir. Birinci grubun (H. arborea’nin Kuzeybat1 populasyonlar1) 34 benzer protein
bandina sahip oldugu goriiliirken, ikinci grubun (H. savignyi’nin Gilineydogu populasyonlari)
32 banda sahip oldugu goriilmiistiir. Birinci grubun 2 adet ilave ve diger grupta olmayan
protein bandina sahip oldugu goriilmektedir. Bu g¢alismanin sonuglari, Tiirkiye’deki H.
orientalis ve H. savignyi populasyonlarindaki bireylerin iskelet kasi protein bantlarinin

toplam sayisina gore biyokimyasal olarak farkli olduklarin1 gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Iskelet kasi, SDS-PAGE, Aga¢ kurbagalari, Tiirkiye
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Master Thesis
SUMMARY

COMPARISON OF SKELETAL MUSCLE PROTEIN BANDS BETWEEN Hyla
orientalis AND Hyla savignyi SPECIES IN TURKEY
Ali Thsan EROGLU
Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Assis. Prof. Dr. Ufuk BULBUL
2012, 36 Pages.

In this study, skeletal muscle protein bands of the Hyla orientalis specimens from
three populations and H. savignyi specimens from six populations in Turkey were
compared by SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate-Poly Acrylamide Gel
Electrophoresis). Totally 26 adult (14 females and 12 males) H. orientalis specimens and
54 adult (25 females and 29 males) H. savignyi specimens were used in SDS-PAGE
characterization. The first group (Northwestern populations of H. arborea) had 34
homologous protein bands whereas the second group (Southeastern populations of H.
savignyi) had 32 bands. It was shown that the first group had two additional and unique
bands. The results of the present study show that specimens of the H. orientalis and H.

savignyi populations in Turkey are biochemically different according to total number of

skeletal muscle protein bands.

Key Words: Skeletal muscle, SDS-PAGE, Tree frogs, Turkey
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Omurgal1 hayvanlarin bir siifini teskil eden amfibilerin Anura ve Urodela takimina
ait tiirlerin taksonomisi hakkinda tilkemizde bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Bu ¢alismalar daha
¢ok morfolojik (Tok, 1999; Kaya, 2001, Grach vd., 2007; Pellet vd., 2007; Gvozdik vd.,
2008), biyoakustik (Kaya ve Megela, 1999; Schneider, 2001; Castellano vd., 2002;
Marquez vd., 2005; Grach vd., 2007, serolojik (Tosunoglu ve Taskavak, 2001) ve
molekiiler (Giil, 2012) analizlere dayanmaktadir.

Mertens’e (1952) gore Anadolu’nun bati ve kuzey kisimlarinda Hyla arborea
arborea’nin, giineydogu kisimlarinda ise Hyla arborea savignyinin bulunmasi olasidir.
Wettstein’a (1953) gore Bat1 Anadolu da yasayan populasyonlar nominant 1irki degil, Hyla
arborea kretenis’i kapsamaktadir. Bu konunun aydinlatilmasi amaciyla Zaloglu (1972)
tarafindan yapilan calismada H. arborea kretensis in dagilis sahasi iginde Ege Bolgesi’nin
dahil edilmesinin dogru olmadigr vurgulanmaktadir. Ege ve Marmara Bolgeleri’ndeki
populasyonlarinin  H. arborea arborea’ya dahil edilebilecegi, Akdeniz’in dogu
kesimindekilerin ise Mertens’in (1952) kabul ettigi gibi H. arborea savignyi olabilecegi
belirtilmistir.

Hyla arborea (=Agag¢ kurbagasi) Asya dahil olmak iizere bircok Avrupa iilkesi ve
Afrika boyunca genis bir yayilis ag1 gostermektedir. Tiirkiye’de ise bu tiire hemen hemen
tim bolgelerde rastlamak miimkiindiir. Fakat bugiline kadar Tiirkiye’den ii¢ alttiirii
bildirilmesine ragmen (Hyla arborea arborea, Hyla arborea savignyi, Hyla arborea
kretensis), yapilan ¢alismalarin ¢ogu morfolojik verilere dayandigi i¢in bu populasyonlarin
alttiir durumlar1 hakkinda kesin bir hiikiim vermek miimkiin olmamistir (Kaya, 2001).

Kaya (2001) Anamur’un Melle¢ kdyiinde Hyla arborea’nin ve bu koye 11 km
uzakliktaki Anamur’un merkezinde de ise Hyla savignyi tiiriniin bulundugunu yaptig
calismayla rapor etmistir. Ayrica Schneider (2001) yaptigr calismada Alanya’da Hyla
arborea tlriniin bulundugunu, Alanya’nin 10 km uzaginda bulunan Anamur’da ise Hyla
savignyi tiiriinlin bulundugunu bildirmistir.

Tirkiye’de yasayan Hyla arborea ve Hyla savignyi tlrlerinin taksonomik

durumunun belirlenmesi i¢in Kaya (2001) ve Schneider (2001)’in Tiirkiye’nin alti



bolgesinden toplanan orneklerle yaptiklari ¢aligmalarda bu tiirlerin taksonomik bakimdan
farkl1 olduklarin1 rapor etmislerdir. Bunun yani sira Rize formunun sistematiksel
degerlerinin diger bolgelerdeki degerlerden farkli ¢ikmasi, acaba Kafkasya formu olan
Hyla arborea schelkownikowi’nin varliginin Rize’de de olup olmadigi sorusunu kafalarda
uyandirmistir. Ancak yapilan ¢alismalar morfolojik diizeyde oldugu icin tam bir netlik s6z
konusu degildir.

Stock vd. (2008) tarafindan Tiirkiye’de Trakya, Ege ve Akdeniz’deki
populasyonlardan alinan o&rneklerle yapilan filogenetik analizler sonucunda, Mersin-
Kazanli lokalitesine ait Ornekler disindakilerin H. arborea var. orientalis oldugu ve
Kazanli 6rneklerinin ise Hyla savignyi tiirline ait oldugu sonucuna varmislardir. Stock vd.
(2008) ¢ok kapsamli olarak filogenetik calisma yapmasina ragmen Tiirkiye’den aldiklari
orneklerin ve lokalitelerin az olmasindan dolay1 iilkemizdeki Hyla cinsine ait taksonlarin
net bir durumunu agikliga kavusturamamaslardir.

Gvozdik vd. (2008) tarafindan yapilan morfolojik, cografik ve iklimsel verilere
dayanan c¢alismada Hyla cinsine ait kurbagalardan analizler sonucu elde edilen verilere
gore; Tirkiye’deki aga¢ kurbagalarimin Hyla savignyi ve Hyla arborea tirleri ile temsil
edildigini ve Rize’nin Pazar ilgesindeki populasyonun bireylerinin H. arborea
schelkownikowi alttiiriine oldugunu rapor etmislerdir. Bu ¢alismanin devaminda Gvozdik
vd. (2010)'nin yaptiklar:t molekiiler verilere dayanan revizyon calismasina gore ililkemizde
Hyla orientalis (eski ismi: Hyla arborea) ve Hyla savignyi tiirlerinin bulundugu
belirtilmistir.

Gul vd. (2012) Hyla cinsine ait bireyleri molekiiler diizeyde incelemis ve
Tiirkiye’deki agac kurbagalarimin Hyla orientalis ve Hyla savignyi olmak iizere iki temel
kiimeye (clade) ayrildigini ve Hyla savignyi tliriiniin kendi igerisinde iki soya ayrildigini
rapor etmistir.

Bu calismanin amaci Tirkiye’deki Hyla cinsine ait H. orientalis ve H. savignyi
populasyonlarindaki bireylerin biyokimyasal olarak farkli bir bakis acgisiyla iskelet kasi
protein bantlarinin karsilastirilmasi ve en son literatiirde belirtilen H. savignyi tliriine ait iki

ayr1 filogenetik soy arasinda biyokimyasal bir farklilik olup olmadiginin incelenmesidir.



1.2. Amfibilerin Genel Ozellikleri

Amfibiler (kurbagalar), baliklarla siirlingenler arasinda yer alan bir omurgal
sintfidir. Cilinkii baz1 6zellikleri baliklara, bazi oOzellikleri de daha st gruplara
benzemektedir. Nitekim embriyolar1 balik embriyosuna, dort ayaklarinin bulunmasi da
kara omurgalilarina benzer. “Amfibia” Yunanca c¢ift yasamli manasindadir. Ciinkii
kurbagalarin bir kism1 kismen suda, kismen de karada yasarlar. Gelismeleri genellikle suya
baghdir. Yumurtalarin1 genellikle suya birakirlar, larva evreleri de genellikle suda geger.
Karada yasayanlar da yumurta birakmak {izere suya girerler. Baliklara benzer atadan
meydana geldikleri kabul edilen amfibiler, karada yasayabilmek icin bazi degisiklikler
gecirmislerdir. Ornegin yiizgecler yerine bacaklar, solungaclar yerine de akcigerler
meydana gelmistir (Baran ve Atatiir, 1998).

Sudan karaya gecen grup olarak tanman amfibilerin bazi tipik 6zellikleri sdyle
siralanabilir; derileri ¢iplaktir, yani deride pul, tily ve kil gibi yapilar bulunmaz. Derileri
bol salg1 bezi icerir. Bu bezlerin salgilar1 ile deri devamli olarak 1slak tutulur. Ayrica
derilerinde zehir etkisi yapan salgi bezleri de mevcuttur (Baran ve Atatiir, 1998).

Ergin kurbagalar boylarina gore diger hayvan tiirlerini yiyerek beslenirler. Bocekler,
solucan ve salyangozlar baglica besinlerini teskil eder. Larva evresinde kuyruklu
kurbagalar etcil, kuyruksuz kurbagalar ise bitkisel besin alirlar. Gelismeleri genel olarak
metamorfozludur, yani gelismelerinde bir larva evresi vardir. Metamorfoz evresi tiirlere,
sicaklik derecesine ve diger dis sartlara gére uzun veya kisa olabilmektedir (Baran ve
Atatiir, 1998).

Kuyruklu kurbaga tiirleri ¢ok canli renklerde olmasina karsilik, kuyruksuz olanlarda
viicut rengi ortama uyum saglamistir. Ornegin, Rana dalmatina (gevik kurbaga) tiiriiniin
yanindan gecerken ancak hayvanin sigramasi sonucunda fark edilmesi miimkiindiir.
Kurbaga tiirleri iki faktore tahammiil edemezler. Bunlar kuraklik ve tuzluluktur. Bu
nedenle kurbagalar denizlerde bulunamazlar. Yine kurbagalar deri yapilart ve diger

Ozellikleri nedeniyle kurak yerlerde yasayamazlar (Baran ve Atatiir, 1998).



1.3. Amfibilerin Sistematikteki Yeri

Omurgali hayvanlarin bir smifim1 teskil eden Amfibiler, baliklar ve siirlingenler
arasinda yer alir. Amfibilerin balik smifiyla ortak yani, embriyolojik gelismelerinde
amnion zarinin bulunmayisidir, yani embriyolart ¢iplaktir. Bu 6zelliklerinden dolay1
baliklar ve amfibiler, omurgalilarin Anamnia grubunu meydana getirirler. Diger taraftan
Amfibiler, dort ayakli omurgalilarin (Tetrapoda’nin), baska bir deyisle kara

omurgalilarinin birinci smifin1 teskil eder (Ozeti ve Yilmaz 1994).

Tablo 1. Omurgali siniflar1 ve bunlarin daha biiytlik gruplar halinde birlestirilmesi.

1.Yuvarlak Agizl1 Baliklar
(Cyclostomata)

2.Kikirdakl: Baliklar Baliklar
Amnion zar1
(Chondrichthyes) (Pisces)

olmayanlar Viicut sicakligi
3.Kemikli Baliklar

(Anamnia) degisken olanlar

Osteichtyes
( ves) (Poikilotherm)

4. Amfibiler
(Amphibia)

5.Siirtingenler

(Reptilia) Dort ayaklilar
Amnion zar1
6.Kuslar (Tetrapoda)

bulunanlar Viicut sicakligi
(Aves)

(Amniota) sabit olanlar

7 Memeliler

(Mammalia)

(Homoiotherm)

Bu simifa Amfibi adinin verilmesi yasam tarzlarindan ileri gelir (Yunanca
amphi=cift, iki tarafli; bios= yasam, hayat). Amfibi sinifinin birgok tiirleri, kismen karada
kismen suda yasarlar (Ozeti ve Yilmaz 1994). Bununla beraber biitiin hayatlarin1 tamamen
suda (Typhlomolge, Perennibranchiate) veya karada (Mertensiella) gegirenler de var. Kara
kurbagalar1 genglik evrelerini suda, ergin evrelerini ise tamamen karada gegirirler. Ergin
olarak karaya c¢iktiginda g¢oklar1 yine lireme zamaninda suya gider. Genellikle disiler

yumurtalarini suya birakirlar (Budak ve Gogmen, 2008).



Boyle bir yasam tarz1 yiizgecler yerine bacaklar, solungaglar yerine akcigerler gibi
onemli morfolojik ve anatomik degisiklikleri gerektirmistir. Bununla birlikte, larva
evrelerinde sucul karakterler daha belirgindir. Fakat yine de bu sucul larvalarin yiizgegleri
yoktur. Esasinda su formundan kara formuna gecisteki mekanizma, baliktan amfibiye

gecisteki evrim mekanizmasindan farklidir (Ozeti ve Yilmaz 1994).

1.4. Amfibilerin Evrimi

Ik karasal omurgalilar amfibilerdir. Karada viicutlarina destek saglayan pektoral ve
pelvik bacaklarinin gelismis olmasi, akcigerlerinde oksijenlenen kani tekrar pompalamak
tizere kalbe tasiyan akciger toplardamarinin meydana gelmis olmasi ve yaklasik 370
milyon yil énce (MYO), Karbonifer devrinde elverisli ekolojik kosullarin ortaya ¢ikmast,
bu sinifin tiyelerinin karada bol miktarda bulunmalarina olanak saglamistir. Bu nedenledir
ki, Karbonifer devrine Amfibi Cagi da denilmektedir (Bahgeci, 2000).

flksel Amfibilerin viicudu daha c¢ok baliga benzemekteydi. Onlarm viicudu, su
kaybin1 6nleyen pullar ve kuru bir deri ile kapliydi. Yaklasik 160 MYO, bu ilksel amfibiler
tamamen yok olmuslardir. Ciinkii Permiyenin sonu, gerek jeolojik ve gerekse biyolojik
bakimindan biiylik degisimlerin yasandig1 bir devirdir. Bu devirde son trilobitler ve son
plakodermler ortadan kalkmig; bir zamanlar bol miktarlarda bulunan brachiopodlar
azalmis; mercanlarin, molluskalarin, ekinodermlerin, kabuklularin ve baliklarin daha ilksel
tiplerinin yerini bu gruplarin modern temsilcileri almistir. Bu Permo-Triyasik krizde,
bircok amfibi grubunun nesli de tiikenmistir. Trias’in sonuna kadar sadece suya bagimli
olarak yasamlarini slirdliren amfibiler kalmis ve giiniimiizde yasayan az sayidaki form
bunlarin soyundan gelmistir (Bahgeci, 2000).

Amfibi yumurtalarinin, su kaybini 6nleyen i¢ membranlar1 ve kabuklar1 olmadigi i¢in
dis ortamda ¢ok ¢abuk kururlar; bu nedenle yumurtalar dogrudan dogruya suya ya da 1slak
yerlere birakilir. Ilk gergek akcigerler amfibilerde gelismistir, fakat bu organlar tam bir
solunum i¢in yetersizdir. Solunum nemli glandular derileri ve agizlarimi gevreleyen zar
vasitasiyla da yapilir.

Amfibiler, derilerinin su kaybetmesi nedeniyle, nemli habitatlardan fazla uzak
kalamazlar. Amfibi larvalar1 ve siirekli olarak suda yasayan tiirlerin erginleri,

solungagclariyla solunum yaparlar (Bahgeci, 2000).



Amfibiler, her ne kadar ilkel goriinseler de, gercekte onlar basarili hayvan
gruplaridir. Onlar dinozorlardan uzun bir siire Once evrimlesmis olmalarina karsin,
dinozorlarin soyunun tiikenmesinden bu yana, yani 65 milyon yildir yasamlarini

stirdiirmeyi basarmislardir (Bahgeci, 2000).

1.5. Amfibilerin Siiflandirilmasi

1.5.1. I. Ordo: Apoda (Gymnophiona- Bacaksiz Kurbagalar)

Viicutlan silindir seklinde ve halkalhidir. Ekstremiteleri, hatta bunlarin baglandig
omuz (gogiis) ve kalca kemerleri de yoktur. Kafatasi kemik bir ¢atiya sahiptir. Toprak
altindaki yuvalarda gizlenme agisindan modifiye olmuslardir. Omur sayis1 fazla ve
kaburgalar1 oldukca uzundur. Derileri diiz ve enine halkalidir. Gerek mukus, gerekse irrite
eden bir s1v1 ¢ikaran zehir bezleri bulunur. Deri i¢cinde dermis orjinli, kalker igeren kiiciik
kemik pullar bulunur ve bunlar derideki halkasal katlanmalar igerisinde yer alir. Goz ve
nostriller arasinda disa dogru ¢ikint1 olusturabilen kiigiik bir tentakiil bulunur. Yer altindaki
yasam tarzlarindan dolayi, gozler az ¢ok korelmis durumdadir. Gozleri kapaksiz ve
indirgenmis olup, deri altinda yahut kafatas1 kemikleri altinda yerlesir (Budak ve G6¢men,
2008). Viicudun aniisten sonra gelen kism1 (kuyruk) ¢ok kisadir. Dolayisiyla kloak yarigi
viicudun hemen hemen sonunda yer alir. Erkeklerinde ciftlesme organi bulunur. ig
dollenme vardir. Bir kism1 yumurta birakmak suretiyle ¢cogalir (ovipardir), digerlerinde ise
yumurta viicut icinde gelisir ve disariya tam tesekkiil etmis yavru c¢ikar (Ozeti ve Y1lmaz
1994).

Bacaklar1 bulunmayan bu hayvanlar dig goriiniisleri bakimindan yilana veya solucana
benzerler. Genel olarak derileri dig taraftan halkalara ayrilmistir. Bir¢oklarinin derilerinin
icinde, dermal kokenli kalker igeren pullar vardir. Aslinda her pul cok sayida kiiclik
pulcuklardan olusur. Bu hayvanlar elle tutuldugu zaman derilerindeki zehirli salg
dolayisiyla aksirtict etki yapar (Ozeti ve Yilmaz 1994).

Viicudun antiisten sonra gelen kismi ¢ok kisadir, dolayisiyla kloak yarigi viicudun
hemen hemen sonunda yer alir. Erkeklerinde ciftlesme organi bulunur. I¢ déllenme vardir.
Bir kism1 yumurta birakmak suretiyle ¢ogalir(ovipardir), digerlerinde ise yumurta viicut

icinde gelisir ve digartya tam tesekkiil etmis canli yavru ¢ikar (vivipar). Bazen bunun gibi



tam tesekkiil etmis yavru meydana getiren bazi Amfibi tiirleri i¢in vivipar terimi
kullanilmaktadir. Bunu memeliler i¢in kullanilan terimlerden ayir etmek gerekir. Zira dar
manada vivipar deyince embriyo ile ana birey arasinda bir dolagim baglantis1 bulundugu ve
viicut i¢inde gelismekte olan yavrunun bu suretle beslendigi anlasilir ki Amfibilerde tam
buna uygun bir hal yoktur. Birde baz1 Amfibi tiirlerinde yumurta gelisimini bir kism1 viicut
icinde tamamlanir ve larva halinde disar1 verilir, buna ovovivipar denir (Ozeti ve Yilmaz
1994).

Apoda takimina dahil tiirler yer altinda yasadiklarindan gozleri az veya ¢ok derecede
korelmistir. Viicutlar1 parmak kalinliginda olan bu kurbagalarda en biiyiik boy 50 cm yi
ancak gecer (Ozeti ve Yilmaz 1994).

1.5.2. II. Ordo: Urodela(Kuyruklu Kurbagalar)

Boylar1 genelde 8-20 cm arasinda, ender olarak birka¢ cm olmakla birlikte, Dev
Semender (Andrius japonicus)’de oldugu gibi, boyu 1 m’yi aganlar1 da vardir. Erginlerinde
hem kuyruk, hem de birbirine az ¢ok esit n ve arka bacaklar bulunur. Uyelerin baglandig
kemerler vardir, ancak biiyiik oranda kikirdaktan yapilmislardir. Bazi tiirlerde yalniz 6n
bacaklar bulunur (6rnegin, Siren). Di1s goriiniisleri kertenkeleye benzer. Fakat derilerinin
ciplak olusuyla kolay ayirt edilirler. Dollenme ¢ogunlukla viicut i¢inde gergeklesir. Fakat
erkeklerinde ciftlesme organi yoktur. Ureme zamaninda erkek ve disiler arasinda tiire has
hareketleri kapsayan ‘“ask oyunlar’” sonunda, erkek spermlerini kiime halinde zemine
birakir, buna Spermateka (Spermatheca) adi verilen bir seri tiipgiikten olusmus bir sperm
kesesi iginde bunlar1 depolar. Disi bunlar1 kloak: vasitasiyla viicut icine alir. (Ozeti ve
Yilmaz, 1994).

Gelisimleri metamorfozludur, fakat larva ile ergin arasinda, Anurada oldugu gibi ¢cok
bliylik farklar bulunmaz. Dis goriiniis bakimindan larvada goze carpan oOzellik, dis
solungac¢larinin bulunmasidir. Kuyruk ergin donemde de mevcuttur, bacaklar larvalarin
erken evrelerinde goriiliir (Ozeti ve Yilmaz, 1994).

Kuyruklu kurbagalarin bir kisminda dis solungaclar ergin donemde de kalir. Bunlar
hayat devrelerini suda gegirirler Ozeti ve Yilmaz, 1994).

Bugiin yasayan Kuyruklu kurbagalar 62 cins i¢inde 352 tiir ile temsil edilirler. Nesli
tiikkenmis olan 67 tiirden bazilar1 bu giin yasayan bazi cinsler i¢inde yer alirlar. Giiniimiiz

kuruklu kurbagalar1 9 familya altinda toplanirlar (Ozeti ve Yilmaz, 1994).



Bazi tiirlerde dollenme haricidir. Cogunda larva sathast mevcuttur. Fakat bunlar
erginlerden cok farkli degildir. En onemli fark dis solungaclarinin bulunmasidir.
Bazilarinda serbest bir larva safhasi bulunmayabilir. Yumurtadan dogrudan minyatiir
bireyler ¢ikar (6rnegin, Plethodon cinsinde boyledir.), bazi tlirlerde ise ovipari haricinde
vivipari de goriiliir. Larva yahut embriyo ovidukta gelisir ve dogar (6rnegin, Mertensiella
luschani ve Salamandra atra) (Budak ve Go¢men, 2008).

Fosil bazi tiirler haricinde, gliniimiizde yasayan kuyruklu kurbagalar yaklasik 380
tiir, 62 cins, 4 alttakim ve 8 ailede toplanmistir (Budak ve Go¢gmen, 2008).

Sekil 1. Urodela ordosuna ait Mertensiella caucasica bireyi.



1.5.3. III. Ordo: Anura (Kuyruksuz Kurbagalar)

Kozmopolit bir gruptur, diinyanin her tarafinda bulunur. Viicut genisce yapili olup,
bas ile gdvde arasinda, boyun kismi bulunmaz. Kafatasi ince ve sert olmayip oldukga
indirgenmistir. Az sayida kemik icerir. Omurgada omur sayis1 azdir. Omurganin sonunda
cok sayida omurun birlesmesi ile sekillenmis uzunca yapili bir Urostil (Urostyl) kemigi
bulunur. Kaburgalar indirgenmis yahut hi¢ yoktur. Iskeletlerinde 6nemli derecede kikirdak
bulunur. On bacaklar kisa, arka bacaklar nispeten daha uzundur. Bu nedenle sigrarlar.
Onun i¢in takimin diger bir ismi de Salientia’dir. Suya bagimli olanlarda parmak aralarinda
yiizme zar1 bulunur. Bazi tiirlerin erkeklerinde ses keseleri bulunur (Budak ve Gd¢men,
2008). Cogunda boy, 5-13 cm arasinda degisir (Ozeti ve Yilmaz, 1994).

Derinin bliyiik kismi alttaki kas tabakasina ancak dar seritler halinde yapisiktir.
Arada lenf ile dolu bosluklar bulunur. Bu nedenle derileri kolay soyulur. Yumurta birakimi
ve dollenme, ¢ogunlukla tiir gore farkli sekillerde gelisen ve farkli zaman araliklarinda
gergeklesen kucaklasma davranisi (Ampleksus) ardindan, dig dollenme seklinde
gergeklesir (Budak ve Gogmen, 2008).

Pek az istisna ile dollenme distadir. i¢ dollenme sadece Amerika’da yasayan
Ascapus’ile Afrika’da bulunan Nectophrynoides cinslerinde goriiliir. Ascapus’da kiiciik bir
kuyruk seklinde olan kloak uzantis1 kopulasyon organi olarak gorev yapar. Diger
kuyruksuz kurbagalarda boyle bir 6zellik bulunmaz. Genel olarak larva evreleri mevcuttur
ve hayvan bu evrede iken erginden bariz sekilde farklidir.

Zamanimizda yasayan Amfibilerin cografi dagilisi Takimlara gore 6zellik gosterir.
Tiir sayis1 bakimindan en biiyiikk zengin grubu olusturan Kuyruksuz kurbagalar (Anura)
kozmopolittirler, yani biitiin diinya {izerinde dagilmislardir. Kuyruklu kurbagalarin yayilis
alan1 diinyanin yalniz kuzey yarim kiiresidir. Bacaksiz kurbagalar ise sicak iilkelerde
yasarlar (Ozeti ve Yilmaz, 1994).

Disinin suya biraktig1 yumurtalar, harici olarak erkek tarafindan déllenir. Ureme
zamani bazi tiirlerin erkeklerinde disiyi kavramaya yarayacak sekilde siskince bir nasir
gelisir, bazilarinda kol iizerinde, viicut iizerinde kabarciklar olusur. Ureme donemi
sonunda ise kaybolurlar. Ergin sathada kuyruk yoktur. Yumurtalar1 kiiresel olup,
herbirinde ovumu saran jelatin yapisinda bir veya c¢ok sayida kilif bulunur. Yumurtalar
suya birakildiginda jelatin kilif siser. Ovumun animal kutbu koyu pigmentlidir. Bufo

tiirlerinde ovum tamamen siyah renklidir. Bombina hari¢ yurdumuzdaki anuralar
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yumurtalarin1 kiime veya kordon seklinde suya birakirlar. Bombina ise tek tek birakir ve
bunlart su i¢indeki bitkilere yapistirir. Larvalar1 genelde sucul, bazen arboreal (agaclarda)
olup, kuyrukludurlar. Erginlesmek i¢in 46 kadar safthaya (Gosner evreleri) ayrilabilen
metamorfoz gegirirler (Budak ve Go¢gmen, 2008).

Larvalar erken sathada tek veya ¢ift kabarcik halinde yapigsma organi ile sudaki
bitkilere tutunur ve gelistikce bu yapisma organi kaybolur. Bas kisminda bir deri kivrintisi
seklinde, operkulum geliserek solungaclar1 orter. Govde lizerinde tek veya ¢ift solungag
deligi olan spirakulum bulunur. Larvalarda ger¢ek disler bulunmaz. Bunun yerine, gaga
seklinde keratin disler vardir. Larva bu safthada herbivor beslendiginden bagirsak ¢ok uzun
ve halkalar seklinde dolanmis durumdadir. Once arka ve sonra 6n bacaklarin ¢ikmast,
solungac¢ solunumundan akciger solunumuna gegilmesi ile metamorfoz tamamlanir (Budak
ve Gogmen, 2008).

Bugiin yasadigi saptanan 3000 kadar Anura tiirli, ¢ok sayida cins ve yaklasik 20

kadar familyada toplanmaktadir. Ulkemizde bunlardan sadece 6 aileye dahil tiirler bulunur.

1.5.3.1. Familya: Hylidae (Esas Aga¢c Kurbagalar)

Boylar1 3-12 cm arasinda degisiklik gosterir. 8 presakral omur bulunur, aralarinda
kaynasma yoktur. Ceneleri dislidir. Sakral diapofizleri genistir. Parmak ugclarindaki
kemikler (terminal phalanjlar) penge yahut “T” harfi seklinde olup, disk seklinde
genislemis etsi kisimlarla desteklenir. Bu yapilar ile yapismak veya tutunmak igin
Ozellesmislerdir. Bu nedenle agac¢ ve kayalara kolaylikla tirmanirlar. Genel olarak agac
kurbagalar1 (arboreal) denir. Ampleksus aksillar tiptedir. Kozmopolit bir familya olup,
diinyanin her tarafinda bulunur. En bol olarak Tropik Amerika’da yayilmislardir.
Yurdumuzda ailenin en yaygin cinsi, Hyla’ya dahil 2 tiirli bulunur (URL-1, 2012)

Bu familyaya dahil tiirlerin ¢ogu agaglarda, az bir kismi yerde yasar. Bazi
ozelliklerine gore alt familyalara ayrilan bu kurbagalar daha ziyade Yenidiinyada ve

ozellikle Amerika’nin tropik bolgelerinde bulunur (Ozeti ve Yilmaz 1994).
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Sekil 2. Hylidae familyasinin diinya iizerindeki dagilimi (URL-2, 2012).

Hylidae familyas1 900'"in iistiinde tiir icerdiginden diinyadaki kuyruksuz kurbagalarin
en genis ailelerinden biridir. Faivovich vd. (2005) tarafindan yapilan calismada; Hylidae
familyas: ti¢ altfamilya (Pelodryadinae, Phyllomedusinae, Hylinae) altinda incelenmistir.
Hyla cinsinin dahil oldugu Hylinae altfamilyasinin Kuzey, Giiney ve Merkez Amerika da,
Avrasya da ve Kuzey Afrika da genis bir dagilim gosterdigini ve bu alt familyanin 45 cins
ve 200'e yakin tiir igerdigi bulunmustur.

Altfamilya: Phyllomedusinae: Bu altfamilya 6 cins ve bu cinslere ait 52 tiir ile temsil
edilmektedir.

Altfamilya: Pelodryadinae: Bu altfamilya tek cins ve bu cinse ait 160 tiir ile temsil
edilmektedir.

Altfamilya: Hylinae: Bu altfamilya 40 adet cins ve 698 tiir ile temsil edilmektedir.

Cins: Hyla (Laurenti 1768) (URL-3, 2012)

Hyla cinsinin diinya genelinde 37 tiiri vardir ve Tirkiye’de iki tiir ile temsil
edilmektedir. G6z bebegi yataydir. Dil, biitiin veya arkadan hafif girintilidir. On ayak
parmaklar1 serbest veya zarlhidir. Arka ayak parmaklari daima zarlidir. Parmaklarin ug
taraflar1 disk seklinde genislemistir. Omosternum ve sternum kikirdaktan yapilmistir.

Kozmopolit bir cinstir (Ozeti ve Yilmaz 1994).
Tir 1: Hyla orientalis (Bedriaga, 1890)

Tir 2: Hyla savignyi (Audoin, 1827)
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1.5.3.2. Hyla orientalis Tiiriiniin Genel Ozellikleri
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Sekil.3. Hyla arborea tiiriiniin IUCN’ deki dagilis haritas1 (2011).

Renkleriyle ¢evresel uyumu ¢ok iyidir ve bundan dolay1 fark edilmeleri zordur. Sirt
bolgesi genel olarak parlak yesildir. Uzerinde koyu renkli kiiciik benekleri vardir. Karnin
yan tarafinda, burun deliklerinden baslayip, arka bacaklarmin oldugu yere kadar uzanan,
koyu renkli (grimsi, kahverengi ya da siyah) bir ¢ift bant bulunur. Korkutulduklar1 zaman
gri, sarims1 ya da siyahimsi renge doniisebilirler. Cenelerin birlestigi yerin arkasinda, ince,
beyaz kenarla ¢evrili yesil bir bolge bulunur. Tiire ait geng¢ bireylerin iist tarafi yesilimsi,
alt tarafi altin renginde olur. Ureme zamaninda (Subat-Nisan), bitkisi ¢ok olan temiz sulara
girerler. Bir defada 800-1000 kadar yumurta birakabilirler. Erkeklerde sistigi zaman bastan
daha biiylik olabilen, basin alt kisminda bir ses kesesi bulunur. Bu sayede ¢ok uzaktan (1
km) duyulabilecek kadar yiiksek ses ¢ikartirlar. Derilerinden olduk¢a zehirli bir sivi
salgilarlar. Bu s1v1 insan derisinin hassas bolgelerinde aciya neden olur. Bir tanesi otlayan
bir inek tarafindan yenirse, inegi zehirleyerek Oldiirebilir (Demirsoy, 1996).
Alacakaranlikta aktiflik gosterirler. Gilindiizleriyse yapraklarin altinda bulunurlar. Ana
besinlerini bocek, driimcek gibi eklembacaklilar olusturur. 22 yil kadar yasarlar. Boylar1 5
cm kadar olabilir.

En 6nemli 6zelligi parmak uglarinin disk seklinde gelismis olmasidir. Deri {ist tarafta
diiz alt tarafta graniilliidiir. Tirmanict bir kurbagadir. Ekseriyetle agaglarda ya da agagsi
bitkilerde yasar, bazen daha kiiclik boydaki bitkiler lizerinde goriiliir. Suya yalniz iireme

zamaninda gider (Ozeti ve Yilmaz 1994).
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Vomer disleri iki yuvarlak veya oval kiime halinde i¢ burun delikleri arasinda
bulunur. Dil yuvarlak arkadan hafif serbest ve az girintilidir. Kulak zar1 daima barizdir.
Kaide kisimlarinda hafif zarli olan 6n ayak parmaklarinin uglarinda yapismaya yarayan
diskler bulunur. Tibio-tarsal eklem kulak zarina veya gbéze kadar uzanir. Dig metatarsal
tiiberkiil cok kiigiiktiir (Ozeti ve Y1lmaz 1994).

Ust ¢enenin alt kenarlar1 beyaz renklidir. Ayrica cenelerin birlestigi yerin arkasinda
ince beyaz bir kenarla c¢evrili yesil bir bolge bulunur. Viicudunun arkasinda enine veya ters
V seklinde beyazimsi ¢izgi mevcuttur. Bu ince beyazimsi ¢izgiler 6n ve arka bacaklarin dis
kenarlarinda da goriiliir (Ozeti ve Yilmaz 1994).

Erkeklerinde bagin alt tarafinda bir dis ses kesesi vardir. Sar1 kahverengi ve yesil
renklerde olan bu kese hava ile doldugu zaman bastan daha biiyiik olur. Ureme zamaninda
erkeklerin &n ayagindaki birinci parmakta bariz nasirlar meydana gelmez (Ozeti ve Y1lmaz
1994).

Giindiizleri genellikle yaprak altinda gizlenirler. Giinesin battig1 siralarda faaliyete
gecer. Ovalik yerlerde goriilen bu kurbagaya yaklasitk 1500 m. ye kadar olan
yiiksekliklerde de rastlanir. Suya yalniz iireme zamaninda gider. Tercih ettigi sular,
vegetasyonlu oldukca derin ve berrak havuzlardir. Ekseriyetle erkekler daha evvel suya
geemis bulunurlar, disiler ise tam yumurta birakacaklari zaman giderler. Ciftlesme ve
yumurta birakma ¢ogunlukla gece vuku bulur ve kisa siirer. Kopulasyon, erkegin 6n

bacaklar ile disiyi koltuk bdlgesinden yakalamasi ile olur (Ozeti ve Yilmaz 1994).
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Sekil 4. Hyla orientalis’te amplexus davranisi (Giil, 2012°den).

1.5.3.3. Hyla savignyi Tiiriiniin Genel Ozellikleri

Hyla orientalis tiriine ¢ok benzer. H. orientalis'dan arka bacaklarinin biraz daha
uzun olmasiyla ve viicudun yan tarafindaki seridin kasik bolgesinden yukariya ve One
dogru bir ¢ikint1 yapmamasiyla ayrilir. Ayrica H. orientalis'den daha farkli bir ses ¢ikarir.
Renkleriyle ¢evresel uyumu ¢ok iyi ve bundan dolay1 fark edilmeleri zordur. Sirt bolgesi
genel olarak parlak yesildir. Uzerinde koyu renkli kii¢iik benekleri vardir. Korkutulduklar
zaman gri, sarims1 ya da siyahimsi renge doniisebilirler. Ureme zamaninda (Subat-Nisan),
bitkisi ¢ok olan temiz sulara girerler. Bir defada 800-1000 kadar yumurta birakabilirler.
Erkeklerde sistigi zaman bastan daha biiyiik olabilen, basin alt kisminda bir ses kesesi
bulunur. Bu sayede cok uzaktan (1 km) duyulabilecek kadar yiliksek ses c¢ikartirlar.
Derilerinden oldukca zehirli bir siv1 salgilarlar. Bu sivi insan derisinin hassas bolgelerinde
actya neden olur. Alacakaranlikta aktiflik gosterirler. Giindiizleri ise yapraklarin altinda
bulunurlar. Ana besinlerini bocek, 6riimcek gibi eklembacaklilar olusturur. Boylar1 5 cm

kadar olabilir.
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Hyla savignyi tiirii Giiney Transkafkasya Bolgesi’nden Azerbaycan’in orta kisimlari,
Ermenistan’mn  giiney-batisindan Iran’m bati kisimlarini  kapsayacak sekilde Basra
Korfezi’ne kadar uzanirken, Tiirkiye’nin glineydogusunu kapsayacak sekilde, Suriye’nin
batisi, Liibnan, Israil, Urdiin’iin batisindan Sina Yarmmadasi'na kadar dagilis
gostermektedir. Bu tiiriin allopatrik populasyonlart Kuzey Yemen’in bazi kisimlar ile

birlikte Suudi Arabistan’in bu iilkeye yakin olan giiney-bati kisminda dagilis

gostermektedir (Kuzmin vd., 2004).

Sekil 5. Hyla savignyi tiirtiniin [UCN’ deki dagilis haritas1 (2011).

1.6. Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Proteinlerin molekiil agirliklarin1  belirlemede en yaygin kullanilan yontem
Poliakrilamid Jel Elektroforezidir. Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) bir anyonik deterjan olup,
proteinlere sikica baglanarak proteinlerin denatiirasyonunu saglar. Yaklasik 1 g proteine
1,4 g SDS baglanir. Proteinler, birim kiitle bagina sabit negatif elektriksel yiik kazanirlar.

Yani SDS, protein molekiiliinde her ii¢ aminoasitlik birime baglanarak proteinlere homojen



16

negatif bir yiik kazandirir. Boylece proteinler yiik bakimindan esitlendigi i¢in molekiiler
agirliklarina gore ayrilmalar gergeklesecektir.

Olusan SDS-protein kompleksi elektroforez sirasinda anoda dogru gog¢ eder. Jelin
molekiiler elek 6zelliginden dolay1 belirli bir stirede kat ettikleri mesafe molekiiler agirliga
gore proteinden proteine farklilik gosterecektir. Molekiiler agirligi bilinen standart bir
protein ile analizi yapilacak Ornek ayni ortamda yiiriitiilecek olursa, drnek proteinlerin
molekiiler agirliklart bulunabilir. Standart SDS-PAGE uygulamalar1 dikey elektroforez
seklinde gerceklestirilir.

Protein ornekleri genellikle pH’s1 6,8 olan 6rnek hazirlama tamponu i¢inde ¢oziiliir.
Bu tampon denatiiran olarak SDS, disiilfit baglarmi indirgeyen p-merkaptoetanol,
yogunluk olusturan siikroz veya gliserol ve bromofenol blue mavisi igermektedir.

Elektroforez uygulamasinda kullanilan jel, genellikle stacking (yigma) ve separating
(ayirma) jeli olarak iki kisimdan olusur. Her iki jel de igerdikleri akrilamid
konsantrasyonlar1 bakimindan birbirlerinden farklilik gosterir. Bu iki jeldeki pH ve
konsantrasyon farkliligi sayesinde, protein karigimlarinin birbirlerinden ayrilmasi ve
belirgin bantlar olusmasi saglanir.

SDS-PAGE uygulamalariin diger bir sekli gradient jellerdir. %5 ila %25 arasinda
dikey pozisyonda hazirlanan jel igerisinde, asagidan yukar1 dogru jel konsantrasyonunun
farklilagmas1 s6z konusudur. En altta en yogun jel tabakasi olusurken en iistte yogunlugu
en diisiik tabaka meydana gelir. Bunun sonucunda elde edilen jelin en iist tabakasindaki
por ¢ap1 en genis, en alt tabakasindaki por cap1 ise en dar olmustur.

Gradient SDS-PAGE uygulamasi ile homojen jelde tek bir bant seklinde goriilen,
molekiiler agirligi birbirine ¢ok yakin protein yapilar1 birbirinden ayrilarak ayri ayri
bantlasma meydana gelir.

Iki boyutlu (two-dimesional) jeller kompleks protein karisimlarmin yiiksek bir
¢oziinme orani ile ayrilmalarmi saglar. Ornekler birinci boyutta izoelektrik fokuslama ile
izoelektrik nokta farkliliklarma gore kismen ayrilirlar. Ikinci boyutta érnekler, SDS-PAGE
ortaminda ayirict jel ortamina dogru yiritiilerek molekiiler biiyiikliiklerine gore

ayristirilirlar (Aygan, 2008)



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyaller

Bu calismada, Tiirkiye’deki Hyla orientalis tiiriiniin {i¢ populasyonun bireyleri ile H.
savignyi tiiriiniin alt1 populasyonunun bireyleri arasinda iskelet kas1 protein bantlart SDS-
PAGE vasitasiyla karsilastirilmistir. SDS-PAGE karakterizasyonunda toplam 26 ergin (14
disi ve 12 erkek) H. orientalis 6rnegi ve 54 ergin (25 disi ve 29 erkek) H. savignyi 6rnegi
kullanilmistir (Tablo 2).

Tiirlerin Sistematigi

Sube : Chordata

Alt sube : Vertebrata
Siif : Amphibia
Takim : Anura

Aile : Hylidae
Altfamilya : Hylinae

Cins - Hyla

Tiir 1 : Hyla orientalis

Tiir 2 : Hyla savignyi
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Tablo 2. Orneklerin toplandig1 yerler ve birey sayilart

Tiir ismi Toplandig: Yer Birey Sayilarn
H. orientalis Bursa (Orhangazi) 43,52
H. orientalis Trabzon (Of) 53,59
H orientalis Edirne (Biiyiikdollik) 33,49
H. savignyi Adana (Seyhan) 53,49
H. savignyi Hatay (Antakya) 53,49
H. savignyi Gaziantep(Merkez) 43,39
H. savignyi Kilis (Stinnep Go6lit) 53,59
H. savignyi Siirt (Ziyaret Beldesi) 53,49
H. savignyi Elazig (Tagoren Koyii) 53,59

. i

 MANGGHYS Hyla orientall
3 N‘gﬁt‘i‘g’g A Hyla orientalis

B Hylo savignyt

1. Bursa

2, Trabzon
3. Edirne

4. Acana

5. Hatay

6. Gazlentep
7. Kilis

8. Siirt

3. Elazi

ALJAWE  NoRTSERN

A AL -

Sekil 6. Hyla orientalis ve Hyla savignyi 6rneklerinin toplandigi lokaliteler
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Tablo 3. Hyla orientalis ve Hyla savignyi populasyonlarina ait bireylerin toplandigi

koordinatlar.
No Populasyon Ad1 Adet Koordinatlar
338,22

1 Bursa (Orhangazi) 4 5 40°30" 04" N 29" 18'38"E
2 Trabzon (Of) 5 5 40°56' 42" N 40 16’ 08"E
3 Edirne (Biiyiikdolliik) 3 4 41" 45" 35"N 26 36’ 13"E
4 Adana (Seyhan) 5 4 3655’ 23" N 35 10'09"E
5 Hatay (Antakya) 5 4 36 12" 00" N 36 10'34"E
6 Gaziantep (Merkez) 4 3 37°03' 55" N 37 23'00"E
7 Kilis (Siinnep Golii) 5 5 36 48’ 04" N 27 07'26"E
8 Siirt (Ziyaret Beldesi) 5 4 38°07' 02" N 41 43'30"E
9 Elazig (Tasoren Koyii) 5 5 38°42' 45" N 39 46’ 13"E
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Sekil 7. Hyla savignyi disi bireyinin lateral gériiniimii (Gaziantep).

Sekil 8. Hyla savignyi disi bireyinin ventral goriiniimii (Gaziantep).
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Sekil 9. Hyla savignyi erkek bireyinin lateral goriiniimii (Elaz1g).

Sekil 10. Hyla savignyi erkek bireyinin ventral gériiniimii (Elaz1g).



Sekil 11. Hyla savignyi disi bireyinin ventral goriiniimii (Adana).

Sekil 12. Hyla savignyi disi bireyinin lateral goriiniimii (Adana).
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Sekil 13. Hyla orientalis erkek bireyinin lateral goriiniimii (Bursa).

Sekil 14. Hyla orientalis erkek bireyinin ventral goriiniimii (Bursa).



Sekil 15. Hyla orientalis erkek bireyinin lateral goriiniimii (Trabzon).

Sekil 16. Hyla orientalis erkek bireyinin ventral goriiniimii (Trabzon).
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2.2. Yontem

2.2.1. SDS-PAGE

H. orientalis ve H. savignyi populasyonlarindaki bireylerin iskelet kaslarindaki
protein bantlarini karsilastirmak i¢in Biilbiil ve Kutrup (2007)’un Tiirkiye’deki Bufo viridis
populasyonlari i¢in kullandig1 yonteme uygun olarak, kurbagalar dietil eterle bayildiktan
sonra arka ayaklarinin birinden kesilerek sivi azotta 6gitiilmiistiir. Daha sonra 6giitiilen bu
proteinlerden her bir érnekleme tiipiine 0,1 g alinmstir. Uzerine 0,1 ml ddH,O ve 0,2 ml 2
X numune tamponu (100 mM Tris pH 6,8, %4 SDS, %0,2 Bromofenol blue ve %20
gliserol) eklenmistir (Sambrook vd., 1989). Bu karisim proteinleri jele yliklemeden once
denatiire etmek i¢in bir termal blok cihazinda 99 °C’de 2 dakika kaynatildiktan sonra SDS-
PAGE ornekleri hazir hale getirilmistir (Lutz ark. 2001). Deneylerde kullanilan mini
jellerin boyutlart 8,3 x 7,3 cm olup, ¢oziicii jel (resolving jel) %12’lik hazirlanmistir
(Biilbtil ve Kutrup 2007). %12’lik jel; 3,3 ml ddH,O, 4 ml %30’luk akrilamid karisimi, (%
29,2 akrilamid ve % 0,8 N,N’-methylene-bis-akrilamid), 2,5 ml 1,5 M Tris pH 8,8, 0,1 ml
%10’luk SDS, 0,1 ml %10’luk amonyum persiilfat ve 0,004 ml TEMED bir beherde
karigtilarak hazirlanmistir. Proteinleri yiiklemek igin kullanilan taraklarin yerlestirildigi
%35°’lik yigma jel (stacking gel) ise; 2,7 ml ddH,0, 0,67 ml % 30 akrilamid karigimi, 0,5 ml
1,5 M Tris pH 6,8, 0,04 ml % 10’luk SDS, 0,04 ml amonyum persiilfat ve 0,004 ml
TEMED bir beherde karistirilarak hazirlanmistir (Sambrook vd., 1989). SDS-PAGE
deneyleri, her 1 pl 6rnek i¢in 1,85 mikrogram protein gelecek sekilde jeldeki kuyucuklara
protein Ornekleri yiiklenerek gerceklestirilmistir (Biilbiil ve Kutrup, 2007). Jeller siirekli
akimda 20 mA (miliamper)’de 60 dakika siirece boyunca ylriitiilmiistiir (Lutz vd., 2001).
Jelleri boyamak i¢in Coomassie Brillant Blue (CBB) R-250 boyas1 kullanilmistir. Boyanan
jeller, 60 dakika siireyle 1. yikama solusyonuna (50 ml metanol, 10 ml glasial asetik asit ve
40 ml ddH,O karisim1) ve sonra da 60 dakika siireyle 2. yikama solusyonunda (7 ml glasial
asetik asid, 5 ml metanol ve 88 ml ddH,O karisimi) yikanmislardir (Inan, 2005). Yikanan

jeller bir tarayici cihazinda taranmis ve goriintiileri elde edilmistir.



3. BULGULAR

Sekil 17. H. savignyi populasyonlarina ait bireylerin SDS-PAGE ile
karsilagtirilmasi. 1 (Adana), 2 (Hatay), 3 (Gaziantep), 4
(Kilis), 5 (Siirt), 6 (Elaz1g).

Sekil 17°de goriildiigli gibi 6 ilden toplanan Hyla savignyi populasyonlarinin SDS-
PAGE’de elde edilen iskelet kas1 protein bantlar1 karsilastirilmis ve herhangi bir farkliligin
ortaya ¢ikmadigi tespit edilmistir. Her bir bireyin 32 adet iskelet kas1 protein bandina sahip

oldugu gozlemlenmistir.
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Tiirkiye’deki Hyla orientalis tiiriine ait ii¢ populasyonun bireyleri ile H. savignyi
tiiriine ait alt1 populasyonunun bireyleri arasinda iskelet kasi protein bantlart molekiiler
agirliklarina gore SDS-PAGE yontemi kullanilarak karsilagtirilmistir.  SDS-PAGE
karakterizasyonunda toplam 26 ergin (14 disi ve 12 erkek) H. orientalis 6rnegi ve 54 ergin
(25 disi ve 29 erkek) H. savignyi 6rnegi kullanilmistir. Birinci grubun (H. arborea’nin
Kuzeybati populasyonlar1) kendi icinde 34 benzer protein bandina sahip oldugu
gortliirken, ikinci grubun (H. savignyi’nin Giineydogu populasyonlari) kendi i¢inde 32
benzer banda sahip oldugu goriilmiistiir. Birinci grubun 2 adet ilave ve diger grupta

olmayan protein bandina sahip oldugu goriilmektedir.

= .-----t
- P e v o o o T

el T e————— |
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Sekil 18. H. savignyi ve H. orientalis populasyonlarina ait bireylerin SDS-PAGE ile
karsilagtirilmasi. 1 (Bursa), 2 (Trabzon), 3 (Edirne), 4 (Adana), 5 (Hatay), 6
(Gaziantep), 7 (Kilis), 8 (Siirt), 9 (Elaz1g).
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Tablo 4. iskelet kasi proteinlerinin elektroforezde ortaya ¢ikan bant sayilari.

Tiir ismi Toplandi1 Yer Bant Sayilan
H. orientalis Bursa (Orhangazi) 34
H. orientalis Trabzon (Of) 34
H. orientalis Edirne (Biiyiikdolliik) 34
H. savignyi Adana (Seyhan) 32
H. savignyi Hatay (Antakya) 32
H. savignyi Gaziantep(Merkez) 32
H. savignyi Kilis (Siinnep Gélii) 32
H. savignyi Siirt (Ziyaret Beldesi) 32
H. savignyi Elaz1g (Tasoren Koyii) 32




4. TARTISMA

Bu calismada, Tiirkiye’deki Hyla orientalis tiirliniin i¢c populasyonunun bireyleri ile
H. savignyi tiirinlin alt1 populasyonunun bireyleri arasinda iskelet kasi protein bantlari
SDS-PAGE vasitastyla karsilastirilmigtir. SDS-PAGE karakterizasyonunda toplam 26
ergin (14 disi ve 12 erkek) H. orientalis 6regi ve 54 ergin (25 disi ve 29 erkek) H.
savignyi 6rnegi kullanilmistir. Birinci grubun (H. arborea’nin Kuzeybati populasyonlari)
34 benzer protein bandina sahip oldugu goriiliirken, ikinci grubun (H. savignyi’nin
Gilineydogu populasyonlar1) 32 banda sahip oldugu goriilmiistiir. Birinci grubun 2 adet
ilave ve diger grupta olmayan protein bandina sahip oldugu goriilmektedir. Toplam iskelet
kas1 protein bant sayisinin hayvan tiirleri arasinda karsilastirilmasi gegmis yillardaki
caligmalarda kullanilmistir. Hasnain vd. (2005) ¢6ziiniir kas proteinlerini 4 balik tiirli i¢in
SDS-PAGE kullanarak karsilagtirmis ve Channa gachua and Channa striatus tiirlerinde
16, C. marulus tiiriinde 10 ve C. punctatus tiriinde 15 protein bandi oldugunu rapor
etmistir. Bilbiil ve Kutrup (2007) Tiirkiye’deki gece kurbagas1 (Bufo viridis) tiiriiniin farkli
populasyonlarim1  karsilagtirmis ve Hatay oOrneklerinin Kayseri, Rize ve Tekirdag
ornekleriyle benzer, Mersin orneklerinden farkli oldugunu belirtmislerdir. Biilbiil ve
Kutrup (2011) un yapmis olduklar1 diger bir ¢alismada Pelophylax ridibundus 6rnekleri ve
Pelophylax caralitanus 6rnekleri karsilastirilmis ve Pelophylax ridibundus bireylerinde 27
bant, Pelophylax caralitanus bireylerinde 28 bant bulundugunu rapor etmislerdir. Biilbiil
vd.’nin (2012) Anura ornekleri ile yapmis oldugu bir baska ¢alismada Bombina bombina
bombina alttiirii ile B. b. arifiyensis alttiiriine ait bireylerin arasinda iskelet kas1 protein
bantlar1 SDS-PAGE vasitasiyla karsilastirmis ve Bombina bombina bombina alt tiiriiniin
26, B. b. arifiyensis alt tiirlinlin 28 banta sahip olduklarini rapor etmislerdir.

Diger taraftan kuyruklu kurbagalarda yapilan bir elektroforez ¢aligmasinda Kutrup ve
Biilbiil (2011) Ommatotriton ophryticus tiriiniin alt tiirleri olan Ommatotriton ophryticus
ophryticus ve O. o. nesterovi, arasinda iskelet kas1 proteinleri bant sayilarini karsilastirmis
ve Dogu Karadeniz’deki Ommatotriton ophryticus ophryticus populasyonunun
bireylerinde 26, Bati Karadeniz’deki O. o. nesterovi populasyonunun bireylerinde ise 25
banta sahip olduklarini bildirmislerdir. Bu veriler iskelet kasi protein bant sayilarinin tiirler
ya da alttiirler arasinda farkli oldugunu ve sistematik caligmalarda kullanilabilirliligini

gostermektedir.
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Bu tez calismasinin H. orientalis ve H. savignyi tiirleri arasinda ge¢mis yillarda
yapilmis birgok caligmayr destekler nitelikte oldugu goriilmiistiir. Kaya (2001) ve
Schneider (2001) Tiirkiye’de yasayan Hyla arborea ve Hyla savignyi’nin taksonomik
durumu hakkinda yapmis olduklari incelemede Karadeniz, Marmara, Ege, Akdeniz,
Giineydogu Anadolu ve I¢ Anadolu bélgelerinden alman drneklerde taksonomik bakimdan
farkliliklarin oldugunu ortaya koymustur. Ozellikle Dogu Akdeniz ve Giineydogu Anadolu
Bolgelerini kapsayan Mersin, Adana, Antakya, Kahramanmaras, Sanlurfa ve Hakkari
illerinden temin edilen 6rneklerin biyoakustik ve yanal ¢izgi bakimindan diger bolgelerden
farkli oldugunu belirtmislerdir.

Stock vd. (2008) tarafindan yapilan calismada, Tiirkiye’den Trakya-Igne ada, Izmir-
Selguk, Mersin-Yenikdy lokalitelerinden aldiklar1 6rneklerle yapilan filogenetik analizler
sonucunda bu 6rneklerin 3320 baz uzunluguna sahip mitokondriyal seviyede (%80) ve 820
baz uzunluguna sahip niiklear seviyede (%69) H. arborea var. orientalis oldugu sonucuna
varmiglardir. Bunun yani sira Stock vd. (2008), Mersin-Kazanli lokalitesinden aldiklari
ornekle yaptiklar1 filogenetik analizler sonucunda bu 6rneklerin 3320 baz uzunluguna
sahip mitokondriyal ve 820 baz uzunluguna sahip niiklear seviyede %99 Hyla savignyi
taksonuna ait oldugunu belirtmislerdir.

Gvozdik vd. (2008) tarafindan yapilan ¢alismada Hyla cinsine ait kurbagalarda
Olctiikleri 17 ozelligin birgok istatiksel hesaplamalarda ve aralarindaki iliskiyi belirlemek
amaciyla yaptiklar1 analizler sonucu elde ettikleri verilerde Tiirkiye’den temin ettikleri 116
ornek icin; Hakkari, Birecik, Kahramanmaras, Adana, Mersin ve c¢evresi ilgelerinden
aldiklar1 6rneklerin Hyla savignyi’ye, Edirne’nin Havsa ilgesi, Alanya, Kiitahya, Bilecik,
Bursa, Iznik ve g¢evre ilgelerden aldiklart orneklerin Hyla arborea’ya, Rize’nin Pazar
ilgesinden aldiklar1 6rnegin H. arborea schelkownikowi’ ye ait oldugunu 6ne stirmiislerdir.

Hyla cinsine ait bireylerle iilkemizde son yillarda Gvozdik vd. (2010)'nin yaptiklari
arastirma oldukga kapsamli bir molekiiler ¢calismay1 icermektedir. Bu ¢alismanin molekiiler
verilerine gore ililkemizde Hyla orientalis (eski ismi: Hyla arborea) ve Hyla savignyi
tiirleri bulunmaktadir. Ancak yaptiklar1 ¢alisma sadece Ortadogu’yu kapsadigi igin
tilkemizin Marmara bolgesinden 6rnek katmamislardir ve onceki yillarda Gvozdik vd.
(2008) yaptiklar1 ¢alismada Giircistan formu olan H. arborea schelkownikowi bireyinin
tilkemize kadar yayilisinin bulundugunu belirtmelerine ragmen, yeni yaptiklar1 ¢caligmada
bu bireyin Hyla orientalis'in bir junior subjective synonym oldugunu belirtmislerdir

(Gvozdik vd. 2010; Stdck vd., 2008).
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Gl vd. (2012) Hyla cinsine ait bireylerin bazi mitokondriyal genleri (1285, cyt b) ve
bir niikleer geni (H3) bakimindan dagilimlarini ortaya ¢ikarmak, Giircistan formu olan H.
arborea schelkownikowi'nin dagiliminin tilkemizde bulunup bulunmadigini ve eger var ise
nereye kadar dagilim gosterdigini belirlemek i¢in bu canlilar1t molekiiler diizeyde incelemis
ve birlestirilmis mitokondriyal genlerin analizinde Tiirkiye’deki aga¢ kurbagalarinin temel
olarak iki kiimeye (clade) ayrildigini ve bunlarin Hyla orientalis ve Hyla savignyi tiirleri
oldugunu belirtmistir. Ancak yaptiklar1 analizler sonucunda Tirkiye’nin Akdeniz,
Giineydogu Anadolu, Dogu Anadolu ve i¢ Anadolu bdlgelerinin bir kismini kapsayan Hyla
savignyi tiriiniin kendi icerisinde iki soya ayrildigini, bu bolgelerde farkli bir tiir ya da
alttiir durumunun olabilecegini ve bu bolgedeki Hyla savignyi tiiriine ait bireylerin
morfolojik olarak detayli bir sekilde irdelenerek aralarinda 6énemli bir farkliligin var olup
olmadigiin arastirilmasi gerektigini onermislerdir. Bu tez calismasinda Giil vd. (2012)
belirttigi H. savignyi‘ye ait iki ayr1 soyu temsil eden Adana populasyonunun bireyleri ile
Hatay, Gaziantep, Kilis ve Elazig populasyonlarinin bireyleri karsilastirilmig ve iskelet kasi
protein bant sayilarina gore herhangi bir farklilik bulunmamistir. Bu ¢alismanin sonuglari,
Tirkiye’deki H. orientalis ve H. savignyi populasyonlarindaki bireylerin iskelet kasi
protein bantlarinin toplam sayisina gore biyokimyasal olarak farkli olduklarini1 ancak Hyla
savigni ye ait oldugu literatiirde belirtilen iki soyun arasinda biyokimyasal olarak herhangi
bir farklilik olmadigimi gostermektedir. Ayrica Tirkiye’de yasayan Hyla orientalis
bireyleri ile Avrupa’da yasayan Hyla arborea bireyleri karsilastirilmasit ve bu bireyler
arasindaki farklarin ortaya c¢ikarilmasi igin ayrintili bir ¢alisma yapilmasimin gerekliligi

ortaya ¢ikmistir.



5. SONUCLAR

Tirkiye’deki agac kurbagalar1 (Hyla orientalis ve Hyla savignyi)’nin iskelet kasi
protein bant sayis1 yoniinden karsilastirildigi bu ¢alismada Tiirkiye’nin bes bolgesine ait 9
ilden toplam 80 bireye [26 ergin (14 disi ve 12 erkek) H. orientalis ve 54 ergin (25 disi ve
29 erkek) H. savignyi 6rnedi] ait iskelet kas1 protein 6rnegi temin edilmistir ve SDS-PAGE
karakterizasyonunda asagidaki sonuglar bulunmustur:

1. H. orientalis bireylerinin 34 benzer protein bandina sahip oldugu goriiliirken H.
savignyi bireylerinin 32 banda sahip oldugu goriilmiistiir.

2. Turkiye’deki H. orientalis ve H. savignyi populasyonlarindaki bireylerin iskelet kasi
protein bantlarinin toplam sayisina gore biyokimyasal olarak farkli olduklarinm
gostermektedir.

3. Adana bireyleri ile Hatay, Gaziantep, Kilis ve Elazig bireyleri karsilastiriimig ve
iskelet kasi proteini bant sayilarina gére herhangi bir farklilik bulunmamistir. Bu da
incelenen bolgede Hyla savignyi bireyleri arasinda fark olmadigini géstermektedir.

4. Son olarak yapmis oldugumuz calisma neticesinde Tiirkiye’deki Hyla cinsine ait
populasyonlar iskelet kasi proteini bant sayis1 yoniinden incelendiginde iilkemizde iki
farkl tiir ile temsil edildigi, Hyla savignyi tiirii i¢in literatiirde belirtilen iki farkli soy

arasinda bir farklilik bulunmadigi ortaya ¢ikmustir.



6. ONERILER

Daha onceki calismalar dikkate alinarak yapilan bu calismada Tiirkiye de agac
kurbagasi olarak iki tiiriin mevcudiyeti bir kez daha teyit edilmistir. Fakat bu ¢alisma Hyla
orientalis ve Hyla savignyi tiirlerinin Tiirkiye’deki populasyonlarindan toplanan
orneklerinden yapildig1 i¢in bu tiirlerin yayilis gosterdigi diger iilkelerden de ornekler
toplanarak daha genis kapsamli calisma yapilabilir. Ayrica Hyla arborea tiiriiniin
Avrupa’daki bireyleri ile Hyla orientalis tiiriiniin Tirkiye’deki bireylerini karsilagtiran
ayrintili bir ¢alismanin yapilmast Hyla cinsinin sistematik durumu hakkinda daha dogru

bilgilere ulagilmasini saglayacaktir.
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