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ONSOZ
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yonlendiren danisman hocam Sayin Dog. Dr. Ufuk BULBUL e tesekkiir etmeyi bir borg
bilirim.

Tez hazirlama sirasinda yardimlarint esirgemeyen degerli hocam sayin Prof. Dr.
Bilal KUTRUP’a, iskelet kasi protein numunelerinin hazirlanmasinda ve laboratuvar
caligmalarinda yardimlarim1  esirgemeyen degerli arkadaslarnm ve ayni zamanda
meslektaslarim Sara ALTINKAYNAK EROGLU’na ve Ali Thsan EROGLU’na, tez yazim
asamasinda bana yardimci olan degerli arkadaslarrm Mustafa CUCE, Onur TOSUN ve
Cagr1 BEKIRCAN’a yardimlarindan dolay tesekkiir ederim.

Hayatim boyunca ve bu zorlu tez siirecinde maddi ve manevi destekleri ile hep
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giinlere kadar getiren, benden sevgisini ve maddi manevi destegini esirgemeyen ¢ok
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Yiiksek Lisans

OZET

UC ANADOLU DAG KURBAGASI TURU ARASINDA ISKELET KASI PROTEIN
BANTLARININ KARSILASTIRILMASI

Zeynep MUTANOGLU KAYA

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Danisman: Dog. Dr. Ufuk BULBUL
2012, 38 Sayfa.

Tirkiye’deki R. macrocnemis tiiriine ait bes populasyonun, R. camerani tiiriine ait
tic populasyonun ve R. holtzi tiiriine ait bir populasyonunun bireyleri arasinda iskelet kasi
protein bantlarinin sayis1 SDS-PAGE yontemi kullanilarak karsilagtirilmistir SDS-PAGE
karakterizasyonunda toplam 41 ergin (22 disi ve 19 erkek) R. macrocnemis, 27 ergin (13
disi ve 14 erkek) R. camerani ve 9 ergin (5 disi ve 4 erkek) R. holtzi 6rnegi kullanilmistir.
Birinci ve ikinci grubun (R. macrocnemis ve R. camerani populasyonlarinin bireyleri) 32
benzer protein bandina sahip oldugu goriiliirken, {i¢lincii grubun (R. holtzi populasyonu
bireyleri) 33 banda sahip oldugu goriilmiistiir. Ugiincii grubun 1 adet ilave ve diger grupta
olmayan protein bandina sahip oldugu anlasilmaktadir. Bu ¢alismanin sonuglari, Anadolu
Dag Kurbagalari’nin incelenen populasyonlarinda iskelet kasi protein bant sayilarina gore
R. macrocnemis ve R. camerani arasinda herhangi bir biyokimyasal farklilik olmadigini,

R. holtzi’nin ise diger dag kurbagalarindan tek bir protein bant sayis1 agisindan farkl

oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: SDS-PAGE, Rana macrocnemis, Rana camerani, Rana holtzi
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Master Thesis

SUMMARY

COMPARISON OF SKELETAL MUSCLE PROTEIN BANDS AMONG THREE
ANATOLIA MOUNTAIN FROG SPECIES
Zeynep MUTANOGLU KAYA
Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Assoc. Prof. Ufuk BULBUL
2012, 38 Pages.

In this study, skeletal muscle protein bands of the R. macrocnemis species from five
populations, R. camerani species from three populations and R. holtzi species from one
population in Turkey were compared by SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate-Poly
Acrylamide Gel Electrophoresis). Totally 41 adult (22 females and 19 males) R.
macrocnemis specimens, 27 adult (13 females and 14 males) R. camerani specimens and 9
adults (5 females and 4 males) R. holtzi specimens were used in SDS-PAGE
characterization. The first and second groups (populations of R. macrocnemis and R.
camerani) had 32 homologous protein bands whereas the third group (population of R.
holtzi) had 33 bands. It was shown that the third group had one additional and unique
bands. The results of this study show that among the studied populations of Anatolian
Mountain Frogs, there were no biochemically differences between the number of skeleton

muscle bands of Rana macrocnemis and Rana camerani and Rana holtzi was differ from

the other mountain frogs in point of one protein band number.

Key Words: SDS-PAGE, Rana macrocnemis, Rana camerani, Rana holtzi
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1.GENEL BILGILER

1.1. Giris

Omurgali hayvanlarin bir sinifin1 teskil eden amfibilerin Anura takimmin Ranidae
familyasina ait olan Anadolu Dag Kurbagalari’nin [Rana macrocnemis (Boulenger, 1885),
Rana camerani (Boulenger, 1886) ve Rana holtzi (Werner, 1898)] taksonomisi hakkinda
bircok calisma yapilmistir. Bu c¢aligmalar daha ¢ok morfolojik (Tarkhnishvili vd., 1999;
Cevik vd., 2006; Baran vd., 2007), serolojik (Cevik vd., 2006) ve molekiiler (Tarkhnishvili
vd., 2001; Veith vd., 2003) analizlere dayanmaktadir.

Baran vd. (1969), Tiirkiye’de Anadolu Dag Kurbagalari’nin {i¢ tiirle temsil edildigini
belirtmistir. Bunlar; tip lokalitesi Uludag olan Rana macrocnemis, tip lokalitesi Erciyes
Dag1 olan Rana camerani ve tip lokalitesi Karagol (Toros Daglari) olan Rana holtzi’ dir.

Tiirkiye’de yasayan Rana macrocnemis’in taksonomik durumu ile ilgili birgok
calisma yapilmistir (Baran ve Atatiir, 1986; Ozeti ve Yilmaz, 1994). Baran ve Atatiir
(1986), Akdag (Tavas, Denizli)’dan toplanan 6rneklerin yeni bir alttiire ait oldugunu (Rana
macrocnemis tavasensis) rapor etmistir. Bunu destekler bicimde, Ozeti ve Yilmaz (1994),
Tiirkiye’de R. macrocnemis’in R. m. macrocnemis ve R. m. tavasensis alttiirleri ile temsil
edildigini rapor etmistir. Arastirmacilar bu calismada, R. m. macrocnemis alttiirliniin
Kuzey Anadolu’da (Artvin, Rize, Trabzon, Giresun, Ordu, Kastamonu, Karabiik, Gerede,
Aladag, Tasliyayla, Siindiken and Uludag), Ege Bolgesi’nde (Bozdag, Murat Dagi,
Tiirkmen Dag1, Alagam), I¢ Anadolu Bolgesi’nde (Aksehir, Sultandagi) ve Dogu Anadolu
Bolgesi’nde (Mus, Bitlis, Gevas, Ercis); R. m. tavasensis alttiiriiniin ise Tavas (Denizli)’ta
yayilis gosterdigini belirtmistir. Oz vd. (1998), Antalya ili Korkuteli ilgesine baglh
Taskesigi Koyi, Siilekler Koyii ve Alibeli Mevkii’nde bulduklar1 dag kurbagalarim
morfolojik verilere dayanarak Rana macrocnemis tavasensis olarak rapor etmislerdir.
Boylece yapilan bu ¢alismayla, i¢ Bati Anadolu Bolgesi’nden bilinen yayilis alaninin Bati
Akdeniz Bolgesi’ne kadar uzandigi ilk defa rapor edilmistir.

Veith vd. (2003), Anadolu Dag Kurbagalari’m1 jeolojik ve molekiiler genetik
calismalar 15181inda yeniden ele almis ve Giineybati Anadolu’da yasayan ve daha once R.

macrocnemis’in alttiirii olarak kabul edilen R. m. tavasensis’in genetik olarak da



Anadolu’daki diger dag kurbagalarindan farkli oldugunu belirlemislerdir. Bu ¢alismadan
sonra Tavas kurbagasi tiir diizeyine (Rana tavasensis) yiikseltilmistir.

Ote yandan Tarkhnishvili ve Gokhelashvili (1999) ve Tarkhnishvili vd. (1999), R.
macrocnemis’in Tirkiye’de R. m. macrocnemis ve R. m. camerani alttiirleri ile temsil
edildigini bildirmistir.

Her ne kadar bu arastirmacilar camerani grubunun R. macrocnemis tiirliiniin bir
alttiiri oldugunu belirtse de bir¢ok ¢alismada Rana camerani’nin ayri bir tiir oldugu rapor
edilmektedir. Ornegin, Terentjev ve Chernov (1949) tarafindan Rana macrocnemis ve
Rana camerani ayn tiirler olarak kabul edilmistir. Ozeti ve Yilmaz (1994), Rana
camerani’nin yayilis alaninin Sarikamig, Oltu, Gole, Ardahan, Ardanug, Savsat, Tasova,
Amasya, Mesudiye, Yozgat, Cubuk, Kizilcahamam, Kiitahya (Alayunt), Erciyes Dagi,
Nigde, Arpalik, Elbistan, Hakkari, Viransehir, Hakkari ve Nemrut Dagi’na kadar
uzandigini rapor etmistir. Bununla birlikte Diisen vd. (2002), Feslegen Yaylasi
(Antalya)’ndan toplanan dag kurbagasi Orneklerini morfolojik olarak incelemis ve bu
kurbagalarin R. camerani olduklarin1 rapor etmislerdir. Bdylece, Kuzey Anadolu, i¢
Anadolu ve Dogu Anadolu’da yayilis gosteren R. camerani’nin Akdeniz Bdlgesi’nin
batisinda da yayilis gosterdigi goriilmiistiir. Terentjev ve Chernov (1949)’u destekler
nitelikte Tarkhnishvili vd. (2001), Kafkas Kistagi ve Kuzey iran da dahil olmak iizere
Anadolu’nun farkli kesimlerinde yayilis gosteren, cesitli derecelerde farklilasma gosteren
Rana macrocnemis’in iki yaygin formu olan macrocnemis ve camerani arasindaki iligskiyi
aragtirmis ve iki dag kurbagasinin birbirinden morfolojik ve genetik olarak ayrildigini
rapor etmiglerdir.

Tirkiye’deki bir diger dag kurbagasi tiirli olan Rana holtzi’nin yayilis1 hakkinda
Ozeti ve Yilmaz (1994), bu tiiriin yayilis alaninin ¢ok kisitli oldugunu ve sadece Bolkar
Daglari’ndaki Karagol (Nigde) ve Cinigdl’de bulundugunu belirtirken, Baran vd. (2007),
Bolkar Daglari’nin 3000 m yiiksekliginde bulunun Egrigdél’de de Rana holtzi’nin varligim
rapor etmislerdir. Bununla birlikte Bagkale vd. (2012), morfometrik ve desen-renk
karakterlerini kullanarak Karagdl (Mersin-Camliyayla)’de de Rana holtzi’nin varhigim
rapor etmislerdir. Bu bulgulardan Rana holtzi’nin yayilisinin Bolkar Daglarinin 10 km
daha Gilineybat1 yoniine genisledigi anlasilmaktadir.

Yukarida belirtildigi sekilde Anadolu Dag Kurbagalari’nin ayr1 ayr1 birkag tiirle
temsil edildigi goriisiiniin aksine Picarielli vd. (1999), kahverengi kurbagalar1 molekiiler ve

morfolojik yonden incelemis ve Tiirkiye’de Anadolu Dag Kurbagalari’nin tek bir tiirle



temsil edilmesi gerektigini (R. macrocnemis) rapor etmislerdir. Bununla birlikte Veith vd.
(2003), Anadolu Dag Kurbagalari’n1 molekiiler diizeyde incelemis ve R. macrocnemis, R.
camerani ve R. holtzi nin mitokondriyal DNA verilerine gore monofiletik oldugunu ve
Tirkiye’deki Dag Kurbagalar’nin iki tiirle temsil edildigini (R. macrocnemis, R.
tavasensis) rapor etmislerdir.

Tiim bu c¢aligmalardan daha sonra, 12 Ekim 2005’te Strasbourg’da gerceklesen
Avrupa Dogal Yasami ve Dogal Habitatlar1 Korunmasi adli kongrede Rana macrocnemis
tavasensis’in tlir seviyesine yiikseldigi (Rana tavasensis); ayri bir tiir olarak belirtilen Rana
holtzi tiiriinlin ise Rana macrocnemis’in bir alttiiri (Rana macrocnemis holtzi) oldugu
bildirilmistir.

Bu kongreden sonra yapilan bir baska calismada Cevik vd. (2006), R. holtzi’nin
Nigde (Karagél), R. macrocnemis’in Bursa (Sarialan-Uludag) ve R. camerani’nin Kayseri
(Tekir Goli-Erciyes Dag1) populasyonu bireylerine ait kan serum o6rneklerini analiz etmis
ve Anadolu’da sadece iki dag kurbagasinin bulundugunu (R. macrocnemis ve R. holtzi)
bildirmislerdir.

Anadolu Dag Kurbagalari’nin sistematigi hakkinda farkli goriislerin bulunmasi ve bir
fikir birliginin tam olarak saglanamamasi nedeniyle bu tez ¢alismasinda farkli bir bakis
acistyla s6z konusu bu hayvanlarin iskelet kasi protein bant sayilarinin karsilastirilmas: ve

biyokimyasal bir farklilik olup olmadiginin incelenmesi amaglanmuistir.

1.2. Amfibilerin Genel Ozellikleri

Amfibiler (kurbagalar), baliklarla siirlingenler arasinda yer alan bir omurgali
smifidir. Clinkii bazi 0Ozellikleri baliklara, bazi Ozellikleri de daha {ist gruplara
benzemektedir. Nitekim embriyolar1 balik embriyosuna, dort ayaklarinin bulunmasi da
kara omurgalilarina benzer (Baran ve Atatiir, 1998).

“Amfibia” Yunanca ¢ift yasamli manasindadir. Cilinkii kurbagalarin bir kismi1 kismen
suda, kismen de karada yasarlar. Geligsmeleri genellikle suya baghdir. Yumurtalarini
genellikle suya birakirlar, larva evreleri de genellikle suda gecer. Karada yasayanlar da
yumurta birakmak {izere suya girerler. Baliklara benzer atadan meydana geldikleri kabul
edilen amfibiler, karada yasayabilmek icin bazi degisiklikler gegirmislerdir. Ornegin
yiizgecler yerine bacaklar, solungaglar yerine de akcigerler meydana gelmistir (Baran ve

Atatiir, 1998).



Sudan karaya gecen grup olarak tanman amfibilerin bazi tipik Ozellikleri soyle
siralanabilir: Derileri ¢iplaktir, yani deride pul, tiiy ve kil gibi yapilar bulunmaz; derileri
bol salg1 bezi igerir, bu bezlerin salgilar1 ile deri devamli olarak 1slak tutulur ve derilerinde
zehir etkisi yapan salgi bezleri de mevcuttur (Baran ve Atatiir, 1998).

Ergin kurbagalar boylarina gore diger hayvan tiirlerini yiyerek beslenirler. Bocekler,
solucanlar ve salyangozlar baslica 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 gbre 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 gegerken ancak hayvanin sigramasi sonucunda fark edilmesi miimkiindiir (Baran
ve Atatlir, 1998).

Kurbaga tiirleri iki faktére tahammiil edemezler. Bunlar; kuraklik ve tuzluluktur. Bu
nedenle kurbagalar denizlerde bulunamazlar. Yine kurbagalar deri yapilar1 ve diger

ozellikleri nedeniyle kurak yerlerde yagayamazlar (Baran ve Atatiir, 1998).

1.3. Amfibilerin Sistematikteki Yeri

Omurgali hayvanlarin bir smifimt teskil eden Amfibiler, baliklar ve stiriingenler
arasinda yer alir (Tablo 1). Amfibilerin balik sinifiyla ortak yani; embriyolojik
gelismelerinde amnion zarinin  bulunmayisidir, yani embriyolar1 ¢iplaktir. Bu
Ozelliklerinden dolayr baliklar ve amfibiler, omurgalilarin Anamnia grubunu meydana
getirirler. Diger taraftan Amfibiler, dort ayakli omurgalilarin (Tetrapoda’nin), baska bir

deyisle kara omurgalilarinin birinci sinifin1 teskil ederler (Ozeti ve Yilmaz, 1994).



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

1.Yuvarlak Agizlilar

(Cyclostomata

2 Kikirdakli Baliklar
(Chondrichthyes)

3 Kemikli Baliklar
(Osteichtyes)

4. Amfibiler
(Amphibia)

Amnion zar1
olmayanlar

(Anamnia)

Baliklar
(Pisces)

5.Siirtingenler

(Reptilia)

6.Kuslar
(Aves)

7 Memeliler

(Mammalia)

Amnion zari
bulunanlar

(Amniota)

Dort ayaklilar
(Tetrapoda)

Viicut sicaklig
degisken olanlar

(Poikilotherm)

Viicut sicaklig1 sabit
olanlar

(Homoiotherm)

Bu smifa Amfibi adinin verilmesi

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) veya karada (Mertensiella) gegirenler de var. Kara kurbagalar1 genglik
evrelerini suda, ergin evrelerini ise tamamen karada gegirirler. Ergin olarak karaya

ciktiginda ¢ogu yine lireme zamaninda suya gider. Genellikle disiler yumurtalarini suya

birakirlar (Budak ve Go¢gmen, 2008).

Boyle bir yasam tarzi ylizgegler yerine bacaklar, solungaclar yerine akcigerler gibi
onemli morfolojik ve anatomik degisiklikleri gerektirmigtir. Bununla birlikte, larva
evrelerinde sucul karakterler daha belirgindir. Fakat yine de bu sucul larvalarin yilizgegleri

yoktur. Esasinda su formundan kara formuna gecisteki mekanizma, baliktan amfibiye

yasam tarzlarindan ileri gelir (Yunanca

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 y1l 6nce, Karbonifer devrinde elverisli ekolojik kosullarin ortaya ¢ikmasi, bu sinifin
tiyelerinin karada bol miktarda bulunmalarina olanak saglamistir. Bu nedenle, Karbonifer
devrine Amfibi Cag1 da denilmektedir (Bahgeci, 2000).

flksel Amfibilerin viicudu daha c¢ok baliga benzemekteydi. Onlarm viicudu, su
kaybini 6nleyen pullar ve kuru bir deri ile kapliydi. Yaklasik 160 milyon y1l dnce, bu ilksel
amfibiler tamamen yok olmuslardir. Ciinkii Permiyenin sonu, gerek jeolojik ve gerekse
biyolojik bakimindan biiyiik degisimlerin yasandigi bir devirdir. Bu devirde son Trilobitler
ve son Plakodermler ortadan kalkmis; 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 yagsamlarini slirdliren amfibiler kalmis ve giiniimiizde yasayan az sayidaki form
bunlarin soyundan gelmistir (Bahgeci, 2000).

Amfibi yumurtalarinin su kaybini 6nleyen i¢ membranlar1 ve kabuklar1 olmadig: i¢in
dis ortamda ¢ok cabuk kururlar. Bu nedenle yumurtalar dogrudan dogruya suya ya da 1slak
yerlere birakilir. ilk gercek akcigerler amfibilerde gelismistir fakat bu organlar tam bir
solunum i¢in yetersizdir. Solunum nemli glandular derileri ve agizlarini ¢evreleyen zar
vasitasiyla da yapilir.

Amfibiler, derilerinin su kaybetmesi nedeniyle nemli habitatlardan fazla uzak
kalamazlar. Amfibi larvalar1 ve siirekli olarak suda yasayan tiirlerin erginleri
solungaglariyla solunum yaparlar. Amfibiler her ne kadar ilkel goriinseler de, gercekte
onlar basarili hayvan gruplaridir. Onlar dinazorlardan uzun bir siire 6nce evrimlesmis
olmalarina karsin, dinazorlarin soyunun tilkkenmesinden bu yana, yani 65 milyon yildir

yasamlarini siirdiirmeyi basarmislardir (Bahgeci, 2000).



1.5. Amfibilerin Siniflandirilmasi

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

Viicutlart silindir seklinde ve halkalidir. 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 olduk¢a uzundur. Derileri diiz ve enine halkalidir. Gerek mukus, gerekse tahris
eden bir s1v1 ¢ikaran zehir bezleri bulunur. Deri i¢inde dermis orjinli, kalker iceren kiigiik
kemik pullar bulunur ve bunlar derideki halkasal katlanmalar igerisinde yer alir. G6z ve
nostriller arasinda disa dogru ¢ikint1 olusturabilen kiiciik 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 Go¢men,
2008). Viicudun aniisten sonra gelen kismi1 (kuyruk) ¢ok kisadir. Dolayisiyla kloak yarigi
viicudun hemen hemen sonunda yer alir. Erkeklerinde ciftlesme organi bulunur. g
dollenme vardir. Bir kismi yumurta birakmak suretiyle ¢cogalir (ovipardir), digerlerinde ise
yumurta viicut i¢inde gelisir ve disarrya tam tesekkiil etmis yavru ¢ikar (Ozeti ve Yilmaz,
1994).

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

Viicudun aniisten sonra gelen kismi ¢ok kisadir, dolayisiyla kloak yarigr viicudun
hemen hemen sonunda yer alir. Erkeklerinde ciftlesme organi bulunur. I¢ déllenme vardir.
Bir kism1 yumurta birakmak suretiyle ¢cogalir (ovipardir), digerlerinde ise yumurta viicut
icinde gelisir ve disariya tam tesekkiil etmis canli yavru ¢ikar (viviparlik). Bazen bunun
gibi tam tesekkiil etmis yavru meydana getiren bazi Amfibi tiirleri i¢in vivipar terimi
kullanilmaktadir. Bunu memeliler i¢in kullanilan terimlerden ayirt etmek gerekir. Zira dar
manada vivipar deyince embriyo ile ana birey arasinda bir dolagim baglantis1 bulundugu ve
viicut icinde gelismekte olan yavrunun bu suretle beslendigi anlasilir ki Amfibilerde tam

buna uygun bir hal yoktur. Birde baz1 Amfibi tiirlerinde yumurta gelisimini bir kismi1 viicut



icinde tamamlanir ve larva halinde disar1 verilir. Buna ovovivipar denir (Ozeti ve Yilmaz,
1994).

Apoda takimina dahil tiirler yer altinda yasadiklarindan gbzleri 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 asanlari1 da vardir. Erginlerinde
hem kuyruk, hem de birbirine az ¢ok esit 6n 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 cogunlukla viicut iginde gerceklesir.
Erkeklerinde ciftlesme organi bulunmamakla beraber dollenme g¢ogunlukla igtedir ve
tireme zamaninda ekseriyetle erkekle disi arasinda ¢iftlesme oyunlar1 olur. Bu oyunlar
esnasinda veya sonunda erkek, zemine spermatozoidleri igeren kiiciik jelatinimsi paketler
(spermatophorlar) birakir. Disi bunlar1 kloaki vasitasiyla viicut igine alir. (Ozeti ve Y1lmaz,
1994). Bazi tiirlerde dollenme haricidir. Cogunda larva sathast mevcuttur. Fakat bunlar
erginlerden ¢ok farkli degildir. En Onemli fark dis solungaglarinin bulunmasidir.
Bazilarinda serbest bir larva safhasi bulunmayabilir. Yumurtadan dogrudan minyatiir
bireyler ¢ikar (6rnegin, Plethodon cinsinde boyledir), bazi tiirlerde ise ovipari haricinde
vivipari de goriiliir. Larva yahut embriyo ovidukta gelisir ve dogar (6rnegin, Mertensiella
luschani ve Salamandra atra) (Budak ve Go¢men, 2008).

Gelisimleri metamorfozludur fakat larva ile ergin arasinda Anura’da oldugu gibi ¢ok
bliylik farklar bulunmaz. Dis goriiniis bakimindan larvada goze carpan oOzellik, dis
solungaclarinin bulunmasidir. Kuyruk ergin donemde de mevcuttur. Bacaklar larvalarin
erken evrelerinde gortiliir.

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

Fosil baz tiirler haricinde, glinlimiizde yasayan kuyruklu kurbagalar yaklasik 380
tiir, 62 cins, 4 alttakim ve 8 ailede toplanmistir (Budak ve G6¢men, 2008).



1.5.3. III. Ordo: Anura (Kuyruksuz Kurbagalar)

Kozmopolit bir gruptur ve diinyanin her tarafinda bulunur. Viicut genisce yapili olup,
bas ile govde 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 tiire gore farkli sekillerde gelisen ve farkli zaman araliklarinda
gergeklesen kucaklagsma davranisinin (Ampleksus) ardindan dis dollenme seklinde
gergeklesir. Disinin suya birakti§i yumurtalar, harici olarak erkek tarafindan dollenir.
Ureme zamani baz tiirlerin erkeklerinde disiyi kavramaya yarayacak sekilde siskince bir
nasir gelisir. Bazilarinda kol {izerinde ve viicut {izerinde kabarciklar olusur. Ureme dénemi
sonunda ise kaybolurlar (Budak ve Gogmen, 2008). I¢c dollenme sadece Amerika’da
yasayan Ascapus ile Afrika’da bulunan Nectophrynoides cinslerinde goriliir. Ascapus’da
kiiciik bir kuyruk seklinde olan kloak uzantisi kopulasyon organi olarak gorev yapar. Diger
kuyruksuz kurbagalarda bdyle bir 6zellik bulunmaz. Genel olarak larva evreleri mevcuttur
ve hayvan bu evrede iken erginden bariz sekilde farklidir (Ozeti ve Yilmaz, 1994).

Yumurtalar1 kiiresel olup, herbirinde ovumu saran jelatin yapisinda bir veya cok
sayida kilif bulunur. Yumurtalar suya birakildiginda jelatin kilif siser. Ovumun animal
kutbu koyu pigmentlidir. Bufo tiirlerinde ovum tamamen siyah renklidir. Bombina harig
yurdumuzdaki anuralar yumurtalarini kiime veya kordon seklinde suya birakirlar. Bombina
ise tek tek birakir ve bunlari su i¢indeki bitkilere yapistirir. Larvalar1 genelde sucul, bazen
arboreal (agaglarda) olup kuyrukludurlar. Erginlesmek i¢in 46 kadar sathaya (Gosner
evreleri) ayrilabilen metamorfoz gegirirler (Budak ve Go¢men, 2008).

Larvalar erken sathada tek veya ¢ift kabarcik halinde yapigsma organi ile sudaki
bitkilere tutunur ve gelistikge bu yapisma organi kaybolur. Bas kisminda bir deri kivrintisi

seklinde operkulum geliserek solungacglar1 orter. Govde iizerinde tek veya ¢ift solungag
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deligi olan spirakulum bulunur. Larvalarda ger¢ek disler bulunmaz. Bunun yerine, gaga
seklinde keratin disgler vardir. Larva bu safthada herbivor beslendiginden bagirsak ¢ok uzun
ve halkalar seklinde dolanmis durumdadir. Once arka ve sonra 6n bacaklarin ¢ikmasi ve
solungac solunumundan akciger solunumuna gecilmesi ile metamorfoz tamamlanir. Ergin
sathada kuyruk yoktur (Budak ve Go¢gmen, 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.
Zamanimizda yasayan Amfibilerin cografi dagilis1 takimlara gore oOzellik gosterir. Tir
sayist bakimimndan en zengin grubu olusturan kuyruksuz kurbagalar (Anura)
kozmopolittirler, yani biitiin diinya {izerinde dagilmislardir. Kuyruklu kurbagalarin yayilis
alan1 diinyanin yalmiz kuzey yarim kiiresidir. Bacaksiz kurbagalar ise sicak iilkelerde

yasarlar (Ozeti ve Y1lmaz, 1994).

1.6. Anura’nin Siniflandirilmasi

Siiflandirmada esas alinan morfolojik 6zellikler: dil bulunup bulunmamasi, omuz
kemeri (pektoral kemer) tipi, sakral omur (kalga omuru) uzantilari, dis durumu, omur
sekilleri, kaburgalarin var olup olmayis1 ve ayak parmak uglaridir (Budak ve GO¢men,
2008).

Giliniimiizde yasayan kuyruksuz kurbagalar 6 alttakima ayrilir: Amphicoela, Aglossa,
Opisthocoela (=Opisthoglossa), Anomocoela, Procoela (=Arcifera) ve Diplasiocoela
(=Firmisternia). Diplasiocoela ve Procoela alttakimlari diinyanin hemen her tarafina
yayilmis (kozmopolit) olup, biiyiik bir tiir cesitliligine sahiptirler. Bu nedenle bunlara
“Gelismis Anurlar” denir (Budak ve Go¢gmen, 2008).

1.7. Ranidae (Gerc¢ek Su Kurbagalar)

Omuz kemeri firmistern tiptendir. Omurlar procoel tiptedir. Kaburgalar bulunmaz.
Sakral omurlarin diapofizleri (yan uzantilari) silindir seklindedir (Ozeti ve Yilmaz, 1994).
Bacaklar1 olduk¢a uzun olup, dilleri agiz tabanina 6n taraftan baglanmistir. Dilin arka ucu
serbest ve ¢ogunlukla c¢atallidir. Kulak zar1 daima mevcuttur. Ust ¢enelerinde (Maksilla-

Premaksilla) disler vardir. Suya bagl olarak yasayan gercek su kurbagalaridir. Diinyanin
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her tarafinda yaygin olan kozmopolit bir familyadir (Budak ve Go¢men, 2008). En ¢ok
Afrika ve Giiney Asya’da bulunur (Ozeti ve Yilmaz, 1994). Tiirkiye’deki tiirlerin tamami
Rana cinsine dahildir. 250 kadar tiirii olan bu cinsin dagilisi, familyanin cografi dagilisi

gibidir (Budak ve Gogmen, 2008).

1.7.1. Rana (Linnaeus,1758)

Omosternum ve sternumun sap kisimlar1 kemiktir. G6z bebegi yatay, dil, arka tarafta
serbest ve catallidir. Arka ayaklarda ylizme zar1 vardir (6n ayak parmaklari serbesttir).
Tiirkiye’de bulunan tiirlerinde kulak zar1 daima barizdir.

Rana tiir bakimindan ¢ok zengindir. Yaklagik 250 kadar tiir icerir. Cografi dagilis1 da

hemen hemen familyanin dagilis1 ile aymdir (Ozeti ve Y1lmaz, 1994).

1.7.2. Rana macrocnemis (Boulenger,1885) (Uludag Kurbagasi) Tiiriiniin Genel
Ozellikleri

Vomer disleri i¢ burun deliklerinin arkasinda veya arkasinda bulunur. Arka bacaklar
one uzatildiginda, tibio-tarsal eklem ekseriyetle basin u¢ kismi hizasina erisir (nadir olarak
burun deligine kadar uzanir veya basin u¢ kismini geger). Dorso-lateral kivrintilar az veya
cok derecede barizdir (bazen belirsizdir). Deri genel olarak piirtiikliidiir (diiz degil). I¢
metatarsal tiiberkiil oval ve yanlardan biraz basiktir (Ozeti ve Yilmaz, 1994).

Erkeklerde i¢ ses kesesi bulunur ve 6n bacaklarin birinci parmaklarindaki siskinlik
tek parcadir (Ozeti ve Yilmaz, 1994).

Sirt tarafin esas rengi, genellikle pembemsi kahverengi veya tugla kirmizisidir; nadir
hallerde, kirmizimtrak gri veya acik gri veyahut bunlara yakin renklerdedir. Zemin renk
tizerinde kesin smirli olmayan kahverengi veya siyahimsi kahverengi lekeler bulunur.
Vertebral serit nadir olarak goriiliir (baz1 populasyonlarda seritli olan bireylerin orani
oldukca yiiksektir). Karin tarafi pembemsi veya sarimsi pembe olup iizerinde lekeler
bulunmaz (bas ve bogaz kisimlarinin alt tarafinda dagmik sekilde kiiciik lekeler mevcut
olabilir). Renk ve desen bakimindan erkek ve disi arasinda fark yoktur (Ozeti ve Yilmaz,

1994).
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Sekil 1. Trabzon’dan yakalanan Rana macrocnemis erkek bireyinin dorsal
gorunimu

Boyu 80 mm kadar olabilir. Tiirkiye’de yasayanlarda simdiye kadar en biiyiik boy 72
mm olarak tespit edilmistir (Ozeti ve Y1lmaz, 1994).

Bu dag kurbagasinin Tiirkiye’de bulundugu yiikseklikler 1100-2250 m olarak tespit
edilmistir. Genel olarak yasadig1 biyotoplar ¢iplak arazide veya agacli mahallelerde akan
kiiciik dereler veya bunlarin kenar kisimlaridir. Ayrica bu tiire 1slak zeminli cayirliklarda
veya suya yakin baska yerlerde de rastlanabilir (Ozeti ve Yilmaz, 1994).

Cografi dagilis1 Kuzey ve Bat1 Kafkasya ile Anadoludur. En iyi bilindigi yer Uludag
(Bursa)’dir (Ozeti ve Yilmaz, 1994). Tiirkiye’de Bati, Giiney ve Kuzey Anadolu
bolgelerinde yayilmistir (Baran, 2005).

1.7.3. Rana camerani (Boulenger, 1886) (Seritli Kurbaga) Tiiriiniin Genel
Ozellikleri

Temporal serit mevcuttur. Arka bacaklar olduk¢a uzundur. Sirt tarafin zemin rengi
degisik olmakla beraber cogunlukla tugla kirmizist veya gri kahverengi yahut yesilimsi
kahverengidir. Bunun {izerinde daha koyu kahverengi lekeler bulunur. Cogunlukla sirtin

ortasinda agik renkli bir gerit (vertebral serit) uzanir. Tipik bir dag kurbagasidir. Tipik
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biyotopu, acik arazideki 1slak zeminli ¢ayirliklar veya su kenarlaridir. Anadolu’da ¢esitli
daglara ait kayitlar vardir (Ozeti ve Yilmaz, 1994).

Vomer disleri iki kiiciik ve birbirine yaklasik grup halinde olup ¢ogunlukla i¢ burun
deliklerinin arkasinda bulunurlar. Dorsolateral kivrintilar genel olarak iyi gelismistir. Arka
bacak 6ne uzatildiginda tibio-torsal eklem burun deligi hizasini asmaz. I¢ metatarsal
tiiberkiil yumusak ve ovaldir. Temporal serit daima bulunur. Deri oldukca diiz olmakla
beraber seyrek de olsa kiigiik kabartilar (sigiller) mevcuttur (Ozeti ve Y1lmaz, 1994).

Erkeklerinde bogaz kismindaki deri altinda i¢ ses kesesi vardir. On ayaklarinin
birinci parmagindaki siskinlik tek parca ve biitiindiir (Ozeti ve Yilmaz, 1994).

Sirt tarafin zemin rengi degisik olmakla beraber, cogunlukla ince noktali tugla
kirmizis1 veya gri kahverengi yahut yesilimsi kahverengidir. Bas ve govde iizerinde
kahverengiden koyu kahverengine veya koyu yesilimsi kahverengine kadar degisen lekeler
bulunur. Agik renkli vertebral serit ekseriyetle mevcut ve barizdir. Karin tarafi erkeklerde
beyaz veya sarimsidir. Disilerde ise kirmizidan hafif pembe veya sar1 pembeye kadar

degisir (Ozeti ve Yilmaz, 1994).

Sekil 2. Erzurum’dan yakalanan Rana camerani erkek bireyinin dorsal
gorunimu
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En biiyiik boylu bireyler 90 mm kadar olabilir. Tiirkiye’ye ait kayitlarda en biiyiik
boy (diside) 72 mm’dir (Ozeti ve Yilmaz, 1994).

Ormanlarin acgik kisimlarindaki dere kenarlari ile buralardaki ¢ayirlik kisimlarda
yasar. Bazen orman i¢indeki sularin yakinlarinda da goriiliir. Dag formu olan bu kurbaga
tiri 1000 metreden daha asagilardaki ovalarda bulunmaz. Besinlerini sularin
kenarlarindaki ¢ayirliklarda yasayan bocek tiirleri teskil eder. Disiler yumurtalarini dere
kenarlarindaki durgun ve bitkili kisimlara kiime halinde birakirlar. Kis1 dere kenarlarindaki
cayir koklerinin teskil ettigi yastiklar arasinda ve altinda gegirirler. Deniz seviyesinden
3000 m yiikseklikte yasayabilirler (Baran, 2005).

Cografi dagilist Dogu Giircistan, Dagistan, Azerbaycan, Ermenistan, Kuzeybat1 Iran
ve Anadoludur (Ozeti ve Yilmaz, 1994). Orta Anadolu’da daglarda, Dogu Anadolu’da ise
ovalarda yasar. Ciinkii buradaki ovalar 1000 metreden daha yiiksektir (Baran, 2005).
Tiirkiye’de bilinen en iyi yer Erciyes Dagidir (Ozeti ve Y1ilmaz, 1994).

Her ne kadar literatiirde Rana macrocnemis ve Rana camerani tiirlerinin ayr1 ayri
dagilis yerleri belirtilmis olsa da (Ozeti ve Yilmaz, 1994; Baran, 2005), IUCN Red List’te
Rana camerani’nin gegerli bir tiir olarak dagilis haritas1 verilmemektedir ve sozii edilen bu
iki tiire ait hayvanlarin bulunduklari1 alanlar i¢in sadece Rana macrocnemis’in dagilisi

gosterilmektedir (Sekil 3).

1S L i i

Sekil 3. Rana macrocnemis tiiriiniin [IUCN’deki dagilis haritas1 (URL-1, 2011).
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1.7.4. Rana holtzi (Werner, 1898) (Toros Kurbagasi) Tiiriiniin Genel Ozellikleri

Vomer disleri i¢ burun delikleri arasindadir. Temporal serit daima mevcuttur. Arka
bacaklar 6ne dogru uzatildiginda, tibio-tarsal eklem burun delikleri hizasini1 gegmez. Deri
yumusak, ince ve diizdiir (dislerde nadir olarak sigil bulunabilir). Vertebral serit ¢ok nadir
goriliir. Sirt tarafin zemin rengi oldukca degisiktir. Cogunlukla sarimsi kirli yesil, sarims1
pembe veya gri yesildir. Bunun {izerinde siyahimsi yesil, bazen siyah veya esmer
kahverengi lekeler bulunur. Ekseriyetle ¢ok sayida bulunan bu lekeler, kesin sinirli olup
genellikle zeminden daha agik renkli ince bir kenar ile ¢evrilidir. Karin tarafi genel olarak
pembemsi, bazen sarimsi ve nadir olarak gri beyazdir. Disilerin boyu yaklasik 74 mm,

erkeklerin ise 60 mm kadar olabilir (Ozeti ve Yilmaz, 1994).

Sekil 4. Nigde (Karagol)’den yakalanan Rana holtzi erkek bireyinin dorsal
goruntimu

Kenarlarinda cayirlik alanlar olan yliksek dag gollerinde yasar. Suyun kenarinda ve
cevre kisimda bocek tlirlerini avlayarak beslenirler. Yumurtalarin1 goliin s1§ ve bitkili
kismina kiime halinde birakirlar. Uzun kis mevsimini gl kenarinda ve cayirhik
kisimlardaki cayir koklerinin teskil ettigi yumusak yastiklar arasinda gegirirler (Baran,

2005).
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Tiirkiye’de ve diinyada yalniz Toros Daglari’nda, Ulukisla yakinlarindaki Bolkar
Dagi’'nda 2 ayr1 golde yasarlar (Baran, 2005). Bunlardan biri 2500 m yiikseklikteki
Karagol, digeri bu goliin 2-3 km giiney batisinda ve biraz daha yiiksekte (2580 m) bulunan
Cinigdldiir (Ozeti ve Yilmaz, 1994).

Sekil 5. Rana holtzi tiiriiniin [IUCN’ deki dagilis haritas1 (URL-2, 2011).

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

Proteinlerin molekiil agirliklarin1  belirlemede en yaygin kullanilan ydntem
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
negatif bir yiik kazandirir. Boylece proteinler yiik bakimindan esitlendigi i¢cin molekiiler
agirliklarina gore ayrilmalart 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 6rnek ayni ortamda yiiriitillecek olursa, drnek proteinlerin
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molekiiler agirliklar1 bulunabilir. Standart SDS-PAGE uygulamalar1 dikey elektroforez
seklinde gerceklestirilir.

Protein 6rnekleri genellikle pH’s1 6,8 olan 6rnek hazirlama tamponu i¢inde ¢oziiliir.
Bu tampon denatiiran olarak SDS, disiilfit baglarin1 indirgeyen p-merkaptoetanol,
yogunluk olusturan siikroz veya gliserol ve bromofenol blue mavisi icermektedir.

Elektroforez uygulamasinda kullanilan jel, genellikle stacking (y1igma) 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 karisimlarinin birbirlerinden ayrilmasi ve
belirgin bantlar olugmasi saglanir.

SDS-PAGE uygulamalarinin diger bir sekli gradient jellerdir. %5 ila %25 arasinda
dikey pozisyonda hazirlanan jel igerisinde, asagidan yukari dogru jel konsantrasyonunun
farklilagmast 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 ¢ap1 ise en dar olmustur.

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

Iki boyutlu (two-dimesional) jeller kompleks protein karisimlarnin yiiksek bir
¢dziinme orani ile ayrilmalarim saglar. Ornekler birinci boyutta izoelektrik fokuslama ile
izoelektrik nokta farkliliklarina gére kismen ayrilirlar. Ikinci boyutta 6rnekler, SDS-PAGE
ortaminda ayirict jel ortamina dogru yiiriitiilerek molekiiler biiytikliiklerine gore

ayristirilirlar (Aygan, 2008).



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyaller

Bu c¢alismada, Tiirkiye’deki Rana macrocnemis tliriiniin bes populasyonun, R.
camerani tirlinlin Ui¢ populasyonun ve R. holtzi tlriiniin bir populasyonunun bireyleri
arasinda iskelet kasi protein bant sayilart SDS-PAGE vasitasiyla karsilagtirilmistir. SDS-
PAGE karakterizasyonunda toplam 41 ergin (22 disi ve 19 erkek) R. macrocnemis 6rnegi,
27 ergin (13 disi ve 14 erkek) R. camerani ve 9 ergin (5 disi ve 4 erkek) R. holtzi 6rnegi
kullanilmistir (Tablo 2).

Tiirlerin Sistematigi;

Sube : Chordata

Alt sube : Vertebrata

Smif  : Amphibia

Takim : Anura

Aile : Ranidae

Cins  : Rana

Tiirler : Rana macrocnemis
Rana camerani

Rana holtzi
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Tablo 2. Orneklerin toplandig1 yerler ve birey sayilari

Tiir ismi Toplandig: Yer Birey Sayilarn
33,2 %
R. macrocnemis Trabzon (Zigana) 3 4
R. macrocnemis Ankara (Haymana) 4 5
R .macrocnemis Kastamonu (Catalzeytin) 5 5
R. macrocnemis Bayburt (Merkez) 3 3
R. macrocnemis Artvin (Savsat) 4 5
R. camerani Erzurum (Atatiirk 5 3

Universitesi Kampiisii)

R. camerani Ardahan (Hanak) 5 5
R. camerani Van 4 5
R. holtzi Nigde (Madenkdy) 5 4

Anadolu Dag Kurbagalari’na ait o6rneklerinin yakalandigi lokaliteler Sekil 6’te
gosterilmistir.

§ = Fomx marsre
= Kado camerand

o foalizl

Lealzon (Kpana)
Ankary (Haymusy)

L Roslamnmni Calzlxeyling

4 Barburt |Merser)

W S Arivim [Sarsaly

B G Ermr (ataivs
i ntversirest kampilsi

} 7 Ardakaz (Hanal)

£ Yan

- Nigde (Mudenliy )

Sekil 6. Anadolu Dag Kurbagalari’na ait 6rneklerinin toplandigi lokaliteler
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Tablo 3. R. macrocnemis, R. camerani ve R. holtzi populasyonlarina ait bireylerin
yakalandig1 yerlerin koordinatlari

No  Tiir ismi Populasyon Adet Koordinatlar
Adi 348,22 ] ]

1 R. macrocnemis Trabzon 3 4 40 39'22"N 39 24'05"E
(Zigana)

2 R. macrocnemis ~ Ankara 4 5 39°26'09" N 32°29'47"E
(Haymana)

3 R. macrocnemis Kastamonu 5 5 41°50"58" N 34 15'28"E
(Catalzeytin)

4 R. macrocnemis ~ Bayburt 3 3 40°15'18"N 40 13'29"E
(Merkez)

5 R. macrocnemis  Artvin 4 5 41°15'05"N 42 21'33"E
(Savsat)

6 R. camerani Erzurum 5 3 39°54'13"N 41" 15" 19"E
(Atatiirk
Universitesi
Kampiisii)

7 R. camerani Ardahan 5 5 41°14"13"N 42 50'36"E
(Hanak)

8 R. camerani Van 4 5 38°29'19" N 43° 24’ 34"E

9 R. holtzi Nigde 5 4 37°27'24"N 34 37" 41"E

(Madenkdy)
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Sekil 7. Trabzon’dan yakalanan Rana macrocnemis disi bireyinin dorsal goriiniimii
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Sekil 8. Trabzon’dan yakalanan Rana macrocnemis disi bireyinin ventral goriiniimii
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Sekil 9. Erzurum’dan yakalanan Rana camerani erkek bireyinin dorsal gériiniimii
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Sekil 10. Erzurum’dan yakalanan Rana camerani erkek bireyinin ventral goriinlimii
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Sekil 11. Nigde (Karagdl)’den yakalanan Rana holtzi erkek bireyinin dorsal goriintimii
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Sekil 12. Nigde (Karagol)’den yakalanan Rana holtzi erkek bireyinin ventral goriiniimii

2.2. Yontem

2.2.1. SDS-PAGE

R. macrocnemis, R. camerani ve R. holtzi populasyonlarindaki bireylerin iskelet
kaslarindaki protein bantlarin1  karsilagtirmak i¢in Bilbil ve Kutrup (2007)un
Tiirkiye’deki Bufo viridis populasyonlart i¢in kullandigi yonteme uygun olarak, kurbagalar
dietil eterle bayildiktan sonra arka ayaklarinin birinden kesilerek sivi azotta 6gutiilmiistiir.
Daha sonra &giitiilen bu proteinlerden her bir &rnekleme tiipiine 0,1 g alinmistir. 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 karigim
proteinleri jele yiiklemeden 6nce denatiire etmek i¢in bir termal blok cihazinda 99 °C’de 2
dakika kaynatildiktan sonra SDS-PAGE 6rnekleri hazir hale getirilmistir (Lutz vd., 2001).
Deneylerde kullanilan mini jellerin boyutlar1 8,3 x 7,3 cm olup, ¢o6ziicii jel (resolving jel)

%12°1ik hazirlanmistir (Biilbiil ve Kutrup, 2007). %12°lik jel; 3,3 ml ddH,0, 4 ml %30’luk
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akrilamid karigimi, (% 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 karistilarak hazirlanmistir. Proteinleri yiliklemek ig¢in kullanilan
taraklarin yerlestirildigi %5°’lik yigma jel (stacking gel) ise; 2,7 ml ddH,O, 0,67 ml % 30
akrilamid karisimi, 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 ul 6rnek i¢in 1,85 mikrogram protein gelecek sekilde
jeldeki kuyucuklara protein 6rnekleri yiiklenerek gerceklestirilmistir (Biilbiil ve Kutrup,
2007). Jeller siirekli akimda 20 mA (miliamper)’de 60 dakika siirece boyunca
yiirilitilmistir (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 karisimi) ve sonra da 60 dakika siireyle
2. yikama solusyonunda (7 ml glasial asetik asid, 5 ml metanol ve 88 ml ddH,O karisimi)
yikanmiglardir (Inan, 2005). Yikanan jeller bir tarayici cihazinda taranmus ve goriintiileri

elde edilmistir.



3. BULGULAR

Sekil 11’de goriildiigii gibi 5 ilden toplanan R. macrocnemis ve R. camerani
popiilasyonlarina ait bireylerin SDS-PAGE’de elde edilen iskelet kasi protein bantlari

karsilastirilmis ve herhangi bir farkliligin ortaya ¢ikmadig tespit edilmistir. Her bir bireyin
32 adet iskelet kas1 protein bandina sahip oldugu goriilmiistiir.

Sekil 13. R. camerani ve R. macrocnemis populasyonlarina ait bireylerin SDS-PAGE ile
karsilagtirilmas1  (1-Ardahan, 2-Van, 3-Erzurum, 4-Artvin, 5-Trabzon, 6-
Bayburt, 7-Kastamonu, 8-Ankara) (1-3 araligindaki bireyler R. camerani’ye; 4-8

araligindaki bireyler R. macrocnemis’e aittir) (MA: Molekiiler Agirlik, kDa:
kilodalton)
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Tiirkiye’deki R. macrocnemis tiiriine ait bes populasyonun, R. camerani tiiriine ait {i¢
populasyonun ve R. holtzi tiirline ait bir populasyonunun bireyleri arasinda iskelet kasi
protein bantlarinin sayist SDS-PAGE yontemi kullanilarak karsilastirilmistir (Sekil 12).
SDS-PAGE karakterizasyonunda toplam 41 ergin (22 disi ve 19 erkek) R. macrocnemis, 27
ergin (13 disi ve 14 erkek) R. camerani ve 9 ergin (5 disi ve 4 erkek) R. holtzi 6rnegi
kullanilmistir. Birinci ve ikinei grubun (R. macrocnemis ve R. camerani populasyonlarinin
bireyleri) 32 benzer protein bandina sahip oldugu goriiliirken, {li¢lincii grubun (R. holtzi
populasyonu bireyleri) 33 banda sahip oldugu gériilmiistiir. Ugiincii grubun 1 adet ilave ve
diger grupta olmayan protein bandina sahip oldugu anlagilmaktadir (Sekil 12).

Sekil 14. R. macrocnemis, R. holtzi ve R. camerani populasyonlarina ait
bireylerin SDS-PAGE ile karsilagtirilmasi (1-Artvin, 2-Trabzon,
3-Nigde, 4-Ardahan, 5-Erzurum) (1-2 nolu bireyler R.
macrocnemis’e; 3 nolu birey R. holtzi’ye; 4-5 nolu bireyler R.
camerani’ye aittir) (MA: Molekiiler Agirlik, kDa: kilodalton).
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Iskelet kasi proteinlerinin elektroforezde ortaya ¢ikan bant sayilari Tablo 4’te

verilmigtir.

Tablo 4. iskelet kas1 proteinlerinin elektroforezde ortaya ¢ikan bant sayilari

Tiir ismi Toplandig: Yer Bant Sayilar
R. macrocnemis Trabzon (Zigana) 32
R. macrocnemis Ankara (Haymana) 32
R. macrocnemis Kastamonu (Catalzeytin) 32
R. macrocnemis Bayburt (Merkez) 32
R. macrocnemis Artvin (Savsat) 32
R. camerani Erzurum (Atatiirk 32

Universitesi Kampiisii)
R. camerani Ardahan (Hanak) 32
R. camerani Van 32

R. holtzi Nigde (Madenkdy) 33




4. TARTISMA

Bu c¢alismada, Tiirkiye’deki R. macrocnemis tiiriiniin bes populasyonunun, R.
camerani tiriiniin ii¢ populasyonunun ve R. holtzi tiiriiniin bir populasyonunun bireyleri
arasinda iskelet kas1 protein bantlar1 SDS-PAGE vasitasiyla karsilastirilmistir. SDS-PAGE
karakterizasyonunda toplam 41 ergin (22 disi ve 19 erkek) R. macrocnemis, 27 ergin (13
disi ve 14 erkek) R. camerani ve 9 ergin (4 disi ve 5 erkek) R. holtzi 6rnegi kullanilmistir.
Birinci ve ikinci grubun (R. macrocnemis ve R. camerani populasyonlar1 bireyleri) 32
benzer protein bandina sahip oldugu goriiliirken, tiglincii grubun (R. holtzi populasyonu
bireyleri) 33 banda sahip oldugu goriilmiistiir. Ugiincii grubun 1 adet ilave ve diger grupta
olmayan protein bandina sahip oldugu anlasilmaktadir. Toplam iskelet kas1 protein bant
sayisinin hayvan tiirleri arasinda karsilastirilmast gegmis yillardaki calismalarda da
kullanilmistir. Hasnain vd. (2005) SDS-PAGE vasitasiyla ¢ozliniir kas proteinlerini 4 balik
tiirli i¢in karsilastirmis ve Channa gachua and Channa striatus tirlerinde 16, C. marulus
tiiriinde 10 ve C. punctatus tiiriinde 15 protein bandi bulundugunu rapor etmistir. Biilbiil
ve Kutrup (2007), Tirkiye’deki gece kurbagast (Bufo viridis) tliriniin farkl
populasyonlarin1  karsilastirmis ve Hatay Orneklerinin Kayseri, Rize ve Tekirdag
ornekleriyle benzer, Mersin 6rneklerinden farkli oldugunu belirtmislerdir. Biilbiil ve
Kutrup (2011)’un yapmis olduklar1 diger bir c¢alismada, Pelophylax ridibundus ve
Pelophylax caralitanus 6rnekleri karsilastirilmis ve Pelophylax ridibundus bireylerinde 27,
Pelophylax caralitanus bireylerinde ise 28 protein bandi bulundugunu rapor etmisglerdir.
Biilbiil vd. (2012)’nin Anura 6rnekleri ile yapmis oldugu bir baska calismada Bombina
bombina bombina alttiirii ile B. b. arifiyensis alttliriine ait bireylerin arasinda iskelet kas1
protein bantlart SDS-PAGE vasitastyla karsilastirmis ve Bombina bombina bombina alt
tiirlinlin 26, B. b. arifiyensis alt tiirliniin ise 28 banda sahip olduklarini rapor etmislerdir.

Diger taraftan kuyruklu kurbagalarda yapilan bir elektroforez ¢calismasinda Kutrup ve
Biilbtil (2011), Ommatotriton ophryticus tiiriiniin alttiirleri olan Ommatotriton ophryticus
ophryticus ve O. o. nesterovi arasinda iskelet kas1 proteinleri bant sayilarini karsilagtirmig
ve Dogu Karadeniz’deki O. o. ophryticus populasyonlarinin bireylerinde 26, Bati
Karadeniz’deki O. o. nesterovi populasyonunun bireylerinde ise 25 protein bandinin

bulundugunu bildirmislerdir. Biitiin bu calismalarin sonugclari, iskelet kasi protein bant
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sayilarinin tiirler ya da alttiirler arasinda farkli oldugunu ve sistematik caligmalarda
kullanilabilirligini gostermektedir.

SDS-PAGE c¢alismalarindan ayr1 olarak Picarielli vd. (1999), ii¢ Anadolu Dag
Kurbagasi tiiriiniin bireylerini morfolojiye ve S1 satellite DNA’ya dayanan verileri
kullanarak incelemistir. Inceleme sonucunda, Rana macrocnemis, R. camerani ve R. holtzi
tiirleri arasinda molekiiler ve morfolojik diizeyde herhangi bir farkliligin bulunmadigini ve
bu kurbagalarin tek bir tiirle (Rana macrocnemis) temsil edilmesi gerektigini rapor
etmistir. Bir bagka calismada Veith vd. (2003), Rana macrocnemis macrocnemis tiiriine ait
Uludag (Bursa) populasyonunun, Rana macrocnemis tavasensis tiiriine ait Tavas (Denizli)
populasyonunun, Rana holtzi tiirine ait Karagdl populasyonunun ve Rana camerani
populasyonunun Tabatskuri (Giircistan) populasyonunun bireylerine ait mtDNA (540 ve
643 bp 16 S rRNA ve 465 bp cyt b) ve niikleer DNA (327 bp rhodopsin geni) dizi
bilgilerini kullanarak kahverengi kurbagalar arasindaki filogenetik iliskiyi incelemis ve s6z
konusu bu dag kurbagalarinin sadece iki tiirle temsil edildigini (R. macrocnemis ve R.
tavasensis) rapor etmistir. Veith vd. (2003)’nin ¢alismasinda incelenen dag kurbagalar
tiirlerine ait ornekleme sadece tip lokalitelerinden yapilmistir. Bu tiirlere ait diger yayilis
gosterdigi alanlardan O6rnekleme yapilmamistir. Bu tez calismasi ise ii¢ Anadolu dag
Kurbagas tiirli (R. macrocnemis, R. camerani ve R. holtzi) i¢in, Veith vd. (2003)’ne gore
daha fazla populasyon kullanilarak yapilmistir. Bunun disinda her iki ¢aligmada belirtilen
R. macrocnemis ve R. camerani tlrlerinin ayri tiirler olmadig ve birbirinin idantigi
(benzeri) oldugu sonucu ile bu tez ¢alismasinin iskelet kasi protein bant sayilar1 sonucu
benzerlik gosterirken, bu tez calismasinda R. holtzi tiiriiniin s6zii edilen iki ¢alismadan
farkli olarak iskelet kas1 protein bant sayilarina gore incelenen diger kurbagalardan farkl
oldugu goriilmiistiir.

Bu tez ¢alismasinda Rana macrocnemis ve R. camerani bireylerinin iskelet kasi
protein bantlarinin sayilart arasinda herhangi bir farklilik bulunmamasina ragmen,
Tarkhnishvili ve Gokhelashvili (1999), Rana macrocnemis’in Kafkasya’da iki farkli
alttiiriniin (R. m. macrocnemis ve R. m. camerani) bulundugu belirtmislerdir. Bu iki alttiir
arasinda deri yapisi, vertebral seridin bulunma durumu, metatarsal tiiberkiiliin biiyiikligii
ve sirt tarafin desen durumu bakimindan farkliliklar bulundugu bildirilmistir. Ayri bir
calismada Tarkhnishvili vd. (1999)’de R. macrocnemis ve R. camerani’nin Giircistan’daki
14 populasyonunda viicut oranlarinin, deri dokularmmin ve renk karakterlerinin farkl

oldugunu multivariate analizlerini kullanarak ortaya koymus ve Tarkhnishvili ve
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Gokhelashvili (1999) ile benzer bir yorumda bulunmuslardir. Bu tez c¢alismasinin
sonuclartyla uyumlu olmayan bir bagka ¢alismada ise Tarkhnishvili vd. (2001), mtDNA,
alloenzim ve morfolojik karakterler kullanilarak Giineybati Kafkasya’da yayilis gosteren
R. macrocnemis bireylerinin, Giircistan’nin giineyi, Ermenistan’in batis1 ve Tiirkiye nin
kuzeydogusunda yayilis gosteren R. camerani bireylerinden morfolojik ve genetik olarak
ayrildigini belirtmis ve ayni zamanda bu iki formun yakin bir gegis zonu ile ayrildiginm
bildirmiglerdir. Geriye kalan dagilim alaninda (geg¢is zonunda) ise iki form arasinda
iklimsel farklilik degisimlerinin bir sonucu olarak morfolojik, alloenzim ve mtDNA
karakterlerinde hibridizasyonun meydana geldiginden bahsedilmektedir. Tarkhnishvili vd.
(2001) calismasinda Tiirkiye’den Rana macrocnemis tiiriine ait Rize, Giresun, Artvin,
Bolkar Daglar1, Izmir ve Uludag populasyonlarinin, Rana camerani tiiriine ait Van, Kars,
Toros Daglar1 ve Kayseri populasyonlarinin bireyleri kullanilmistir. Ornekleme genisligi
bakimindan bu tez c¢aligmasiyla benzerlik gostermektedir. Fakat Rana holtzi tiirline ait
bireylerin Tarkhnishvili vd. (2001)’nin ¢alismasina katilmamast ve bu calismadan elde
edilen mtDNA, alloenzim ve morfoloji verilerine gore Rana macrocnemis ve Rana
camerani tlrlerine ait bireylerin farkli bulunmasi acisindan bu tez calismasiyla zithik
gostermektedir.

Bu tez caligmasina paralel olarak Cevik vd. (2006), univariate ve discriminant
analizlerini kullanarak Tiirkiye’de R. holtzi’nin Nigde (Karago6l), R. macrocnemis’in Bursa
(Sarialan-Uludag) ve R. camerani’nin Kayseri (Tekir Goli-Erciyes Dagl) populasyonu
bireylerinin meristik ve nispi dlglimlerini degerlendirmistir. Ayn1 zamanda poliakrilamid
disk elektroforez yontemiyle kan serum orneklerini analiz etmistir. Ayn1 ¢aligmada R.
camerani’yi R. macrocnemis’in sinonimi olarak kabul etmis ve Anadolu’da sadece iki dag

kurbagasinin bulundugunu (R. macrocnemis ve R. holtzi) rapor etmistir.



5. SONUCLAR

Anadolu’da bulunan ii¢ dag kurbagasi tiirline ait bireylerin (Rana macrocnemis,
Rana camerani ve Rana holtzi) iskelet kasi protein bant sayis1 yoniinden karsilastirildigi bu
calismada, ii¢ cografik bolgedeki (Dogu Anadolu, i¢ Anadolu ve Dogu Karadeniz
Bolgeleri) 9 ilden toplam 77 ergin bireye [41 ergin (22 disi ve 19 erkek) R. macrocnemis,
27 ergin (13 disi ve 14 erkek) R. camerani ve 9 ergin (5 disi ve 4 erkek) R. holtzi 6rnegi]
ait iskelet kasi protein Ornekleri temin edilmistir. SDS-PAGE karakterizasyonunda
asagidaki sonuglar bulunmustur:

1. R. macrocnemis tiiriine ait Trabzon (Zigana), Ankara (Haymana), Kastamonu
(Catalzeytin), Bayburt (Merkez) ve Artvin (Savsat) populasyonlarinin, R. camerani
tiiriine ait Erzurum(Atatiirk Universitesi Kampiisii), Ardahan (Hanak) ve Van
populasyonlarinin ve R. holtzi tiiriine ait Nigde (Karagdl) populasyonunun bireyleri
karsilastirilmis ve R. macrocnemis ve R. camerani bireyleri arasinda iskelet kasi
protein bant sayilarina gore herhangi bir farkliligin olmadigi, R. holtzi bireylerinin
ise s0z konusu diger bireylerden ilave bir adet protein bandina sahip oldugu
gorilmiistiir.

2. R. macrocnemis ve R. camerani bireylerinin 32 benzer protein bandina, R. holtzi
bireylerinin 33 banda sahip oldugu goriilmiistiir.

3. Ozet olarak bu tez calismasinda Anadolu Dag Kurbagalari’nin incelenen
populasyonlarinda iskelet kasi protein bant sayilarina gore R. macrocnemis ve R.
camerani arasinda herhangi bir biyokimyasal farklilik olmadigini, R. Aholtzi’nin ise
diger dag kurbagalarindan tek bir protein bant sayist agisindan farkli oldugu sonucu

elde edilmistir.



6. ONERILER

Bu tez ¢aligmasinda Anadolu Dag Kurbagalari’nin incelenen populasyonlar: arasinda
iskelet kasi proteini bant sayist yoniinden R. macrocnemis ve R. camerani arasinda
herhangi bir biyokimyasal farklilik olmadigi, R. holtzi’nin ise diger dag kurbagalarindan
tek bir protein bant sayis1 agisindan farkli oldugu sonucu elde edildi. Bir diger Anadolu
Dag Kurbagasi tiirli olan Rana tavasensis’e ait bireyler bu ¢alismaya katilamadigindan
dolay1 bu caligma biitiin Anadolu Dag Kurbagasi tiirleri arasindaki biyokimyasal farklilig1
tam olarak ortaya koyamamistir. Bu nedenle bu calismaya dahil edilmemis olan R.
tavasensis tliriine ait populasyonlardan da drnekler alinarak daha genis kapsamli bir baska
calisma daha gergeklestirilebilir. Bu tez ¢aligmasinda bu kurbagalar arasinda ortaya ¢ikan
biyokimyasal benzerlik ve farkliliklarin molekiiler diizeyde bundan once incelenmemis
genlerin baz dizilislerini ortaya koyarak Anadolu Dag Kurbagalari’nin taksonomisi

hakkinda dogruya daha yakin sonuglara ulasilabilir.
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