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OZET

Sigilli kurbaga (Bufo bufo), Avrupa’nim biiyiik bir kismini, kuzey Afrika’yr ve bati
Asya’y1 kapsayan genis yayilig alanina sahip bir tlirdiir. Bugiine kadar Tiirkiye’den 3
alttiirii bildirilmesine ragmen (B. b. bufo, B. b. spinosus, B. b. verrucosissimus), yapilan
¢aligmalarin ¢ogu morfolojik verilere dayandigi i¢in, bu alttiir durumlan hakkinda kesin bir
hiikiim vermek miimkiin olmamaigtir.

Bu calismada, Tiirkiye, Yunanistan ve Italya’min bazi bolgelerinden elde edilen 95
Bufo bufo bireyinin 20 farkli viicut karakteri Olglilmiis ve bazi istatistiksel analizler
(Varyans, Faktor ve Ayirma analizleri) uygulanarak morfolojik degerlendirmeler
yapilmugtir. Sonugta, burun deligi-burun ucu mesafesi (BD-BUA) karakteri harig,
incelenen yedi boélgedeki bireyler arasinda bir farklilik olmadigi, fakat faktor analizi
sonucu Italya 6rneklerinin 6zellikle daha sivri burunlu olmalart nedeniyle, kismi bir ayirim
gosterdigi bulunmustur.

Elde edilen Bufo bufo orneklerinin 29 tanesi ise mitokondriyal DNA’larinun 16S
rRNA geninin 936 bazlik kismina dizin analizi yapilmig ve bazi filogenetik analizler
(Maksimum Tutumluluk, Maksimum Olasiik ve Bayesian Analizi) uygulanarak
incelenmistir. Analizler sonucunda toplam 23 haplotip bulunmug ve bu haplotipler arasinda
ise maksimum 17 baz (% 0,11 - % 1,85) farklilik oldugu goriilmiigtiir. Fakat bu farkliligin
bir alttiir olusturacak kadar 6nemli olmadig1 ve bunun tiir i¢i varyasyon olduguna karar
verilmistir. Ayrica haplotipler arasindaki yiizde farklhiliklardan yararlanildiginda, incelenen
Bufo bufo bireylerinde yaklasik 1 milyon yil &nceye ait Pleyistosen devri farklilagmasi

bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Bufo bufo, Sigilli Kurbaga, 16S rRNA, Pleyistosen



SUMMARY

Morphological and Molecular Investigation of the Common Toad (Bufo bufo)

The common toad, Bufo bufo, is a wide-ranging species, with a distribution
encompassing much of Europe, parts of northern Africa and western Asia. Although 3
subspecies (B. b. bufo, B. b. spinosus, B. b. verrucosissimus) were mentioned from Turkey
until now, the validity of these subspecies were not clear, because the most of the studies
were limited to morphology.

In this study, 20 morphological characters of 95 Bufo bufo specimens were measured
and some statistical analyses (ANOVA, Factor and Discriminant Analyses) were
performed for morphological results. As a result, although no difference was observed
except the ‘distance between nostril and the tip of snout” (NOSTIP) character among the
individuals studied in 7 sites, partly discrimination was found in Italy specimens especially
in terms of having long snout.

Twenty nine specimens of Bufo bufo were examined by sequencing a portion of 936
bp of the mitochondrial 16S rRNA gene and performing some phylogenetic analyses
(Maximum Parsimony, Maximum Likelihood and Bayesian Analysis). 23 haplotypes were
revealed and these haplotypes show differences of up to 17 base substitutions (% 0.11 - %
1.85). But it was concluded that this difference is not significant for a concept of
subspecies and regard as an intraspecific variation. Also, the divergence time estimated
among the haplotypes of Bufo bufo specimens suggested a Pleistocene differentiation

approximately 1 million years ago.

Key Words: Bufo bufo, Common Toad, 16S rRNA, Pleistocene
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1. GENEL BILGILER
1.1. Giris

Canlilanin  fenotipik benzerliklerine bakilarak yapilan simflandirma halen
kullanilmasina ragmen, bu Ozellikler birbirlerine ¢ok benzeyen organizmalarin
ayrilmasinda ve canlilarin filogenetik akrabaliklarimin ortaya cikarilmasinda bagarili
degildir. Ortaya ¢ikan bu tip problemlerin ¢oziimlenmesinde, niikleik asitlerle yapilan
caligmalarin kullanilmaya baslanmas ile taksonomik caligmalar daha kesin ve dogru olarak
yapilabilmektedir. Siniflandirma gahsmalarinda genomik iligkilerin kullamlmasi bir¢ok
faydalar saglar. Ornegin; yapilan tiir tayinleri daha kesindir, sik sik veya kokten meydana
gelen degisikliklere konu olmaz. Ayrica eldeki verilere bakilarak canlida meydana gelen
degisiklikler ve akrabalar arasindaki iligkilerin nasil oldugu bu yolla daha iyi ortaya
cikarilir,

Molekiiler biyolojideki hizli ilerlemeler ve DNA teknolojisinin molekiiler
biyolojide kullanima girmesi ile birlikte giiclii teknikler gelistirilmis ve bunlardan DNA ile
protein, canli nesillerini ve akrabaliklarint belirlemede kullamilmaya baslanmistir. Bu
molekiiler belirleyiciler morfolojik analizlere alternatif bir yontem olmayip tamamlayict
faktorlerdir. Morfolojinin cevap veremedidi bircok soruya cevap verebilmektedirler
(Basibiiyiik, vd., 2000).

Omurgal: hayvanlarin bir simifini tegkil eden amfibilerin Anura (kuyruksuz
kurbagalar) takimina ait tiirlerin taksonomisi hakkinda iilkemizde birgok g¢aligma
yapilmistir. Bu caligmalar daha ¢ok morfolojik, biyoakustik ve karyotipik analizlere
dayanmaktadir (Yilmaz, 1984; Yilmaz ve Kumlutas, 1995; Baran vd., 1997; Tok, 1999;
Tosunoglu ve Tagkavak, 2001). Kurbaga sistematigi alaninda yapilan yeni caligmalarin
cogu da molekiiler tekniklerle gelismis ve daha giivenli hale gelmistir (Hertwig vd, 2004).
Molekiiler tekniklerin uygulanmas: amfibi filogenetigi ¢caligmalarini oldukga tesvik etmistir
(Hedges ve Maxson, 1993; Graybeal, 1997; Feller ve Hedges, 1998; Garcia-Paris ve
Jockusch, 1999; Clough ve Summers, 2000; Zardoya ve Meyer, 2001).

Bagta amfibi ve siiriingenler olmak lizere cesitli canli gruplarinin mitokondriyal
DNA’larmin analizine dayanilarak yapilan bir¢ok filogenetik ve molekiiler sistematik
caligma bulunmaktadir. Bunlar arasinda yilanlar (Heise vd., 1995), Xantusiid kertenkeleleri



(Hedges vd., 1993), amfibi familyalar1 (Hay vd., 1995; Sumida vd, 1999, 2000), kuslar
(Hedges 1994a, b) ve Hindistan Bufonidae tiirleri (Pramuk vd., 2001) bulunmaktadir.

Tiirkiye herpetofaunasi hakkinda degerli ilk eser olarak kabul edilen Bodenheimer
(1944)’in galismasinda Bufo bufo hakkindaki kayitlar oldukga azdir. izmir, Manisa, Rize,
Istanbul, Kesis Dag1 ve Arifiye’ye ait eski kayitlarin bahsedildigi bu ¢alismaya gore tiirtin
dagilis sahasi olarak biitin Avrupa (Kuzey kisumlari hari¢) ve Kuzeybati Anadolu
gosterilmektedir. Mertens ve Wermuth (1960)’a gore bu tiir, Kuzeybat1 Afrika {izerinden
biitlin Avrupa ve Dogu Asya’ya kadar olmak iizere genis bir yayilis gostermektedir. Bu
yayilig sahasi icinde nominat alttiiriin (Bufo b. bufo) isgal ettigi saha, Akdeniz kiyis:
disgindaki biitlin Avrupa ve Asya’min iliman bolgelerini icine almaktadir (Yilmaz ve
Kumlutas, 1995).

Tiriin diger ii¢ alttiirlinden Bufo b. gredocicola Orta Ispanya’da yayilis gosterdigi
halde Bufo b. spinosus Korsika, Sardunya ve Balear adalar: disinda biitiin Akdeniz bolgesi,
Kuzey-bat1 Afrika ve Anadolu’da yayumaktadir. Bufo b. verrucosissimus alttiiriiniin ise
Kafkasya bolgesini isgal ettigi belirtilmektedir (Y1lmaz ve Kumlutag, 1995).

Bununla beraber stz konusu tiiriin Tiirkiye’deki dagilis sahalari ve buralardaki alttiir
durumlar: hakkinda bugiine kadar kesin bir sey s6ylemek pek miimkiin olmamistir. Bugiline
kadar tiiriin Tiirkiye’den ti¢ alttiirii bildirilmigtir. Bodenheimer (1944), Tiirkiye hakkindaki
kayitlardan s6z ederken buralardan elde edilen Srneklerin hepsini (Kuzeybati Anadolu, Ege
Bolgesi ve Karadeniz’den) nominat alttiirden (Bufo bufo bufo) saymustir. Eiselt (1965),
Trabzon’dan elde edilen bir 6rnegi Kafkaslarda dagilis gosteren B. b. verrucosissimus
olarak kabul etmigtir. Fakat son yillara kadar alttiir olarak bilinen B. b. verrucosissimus,
Orlova ve Tuniyev (1989) tarafindan ayn bir tiir olarak kabul edilmistir (Tarkhnishvili,
1996). Basoglu ve Ozeti (1973)’ye gére Rize’den elde edilmis Frankfurt Zooloji
Miizesi’nde bir drnek ise Kuzeybati Afrika ve Akdeniz bolgesinde yayildig: kabul edilen
B. b. spinosus olarak tayin edilmigtir. Clark ve Clark (1973), Hopa ve Balikesir
yakinlarindaki Mustafakemalpasa’dan buldugu iki Ormnegi B. b. spinosus olarak
kaydetmigstir. Yilmaz (1984), Trakya’dan elde ettigi ornekleri; Tok (1999), Resadiye
(Datga) Yarmmadasi’ndan elde edilenleri; Baran ve arkadaglan (1997) ise yaptiklari
calismada Camlihemsin (Rize) den elde ettikleri 6rneklerin B. b. spinosus alttiiriine dahil
edilmesini uygun bulmuslardir. Fakat bu caligmalarin hepsi morfolojik ozelliklere
dayanmaktadir ve Tok (1999)’un da belirttigi gibi durumun agiklifa kavusturulmasi igin



daha bol materyal iizerinde yapilacak morfolojik caligmalar yaninda degisik taksonomik
yontemlerden de yararlanmak gerekmektedir.

Yimaz ve Kumlutag (1995) Tiirkiye’de yasayan Bufo bufo’nun taksonomik durumu
hakkinda yapmis olduklar incelemede Karadeniz, Trakya, Ege ve Akdeniz bolgelerinde
taksonomik bakimindan kullanilabilecek ©nemli bir morfolojik farklilik olmadigini
bildirmislerdir. Fakat arastirmacilar morfolojik karakterlerin tilkemizdeki Bufo bufo’larin
alttiir durumu hakkinda bir hiikiim vermeyecegini vurgulamiglardir.

Yalniz Tosunoglu ve Taskavak (2001) Tiirkiye’deki B. b. spinosus ve B. b.
verrucosissimus alttiirlerini karsilastirmak amaciyla Manyas (Balikesir) ve Camlihemgin
(Rize)’den alinan drneklerin kan-serum proteinlerini kalitatif ve kantitatif olarak incelemis
ve aralarinda herhangi bir farklilik gézlemlememiglerdir. Sonugta B. b. verrucosissimus ve
B. b. spinosus’un sinonim olabilecegini bildirmislerdir. Ayrica Ozdemir ve Baran (2002)
Murat Dagi’ndan (Kiitahya-Usak) elde ettikleri tek 6rnedi morfolojik karakterlerine gore
B. b. spinosus olarak degerlendirmiglerdir.

De Lange (1973) Bufo bufo’nun tiir ici sistematigine katkida bulunmak icin yaptig1
bir calismada B. bufo Orneklerini morfolojik yOnden incelemis ve B. b. spinosus’un
taksonomik durumuna ¢dziim bulmaya calismigtir. Sonugta, derideki sigillerin farkliliginin
iklimsel faktdrlerden kaynaklandigini, kuzey bolgelerdekilerin sivri sigillere sahip
olduklarini, giineydekilerin ise sahip olmadiini gérmiistiir. Ayrica ortalama ve maksimum
viicut boyunun kuzeyden giineye gidildik¢e arttifim fakat arka ayaklarinda bir farklilik
olmadigim goézlemlemistir. Bu sonuglara gore, De Lange Akdeniz kismundaki
populasyonlarin ayr: alttiirler olmadigini savunmustur.

Macey ve arkadaglan ise (1998) Dogu Tibet bolgesinde Bufo bufo grubuna ait 3
tiirlin (B. andrewsi, B. gargarizans, B. minshanicus) filogenetik iliskilerini saptamak igin
mtDNA’sinin 1063 bazlik kismum (ND1 ile ND2 genleri arast) analiz edip B. excul, B.
viridis ve B. verrucosissimus ile karsilastirmislardir. Incelenen {ic tiiriin birer monofiletik
grup oldugunu ve B. verrucosissimus’un ise bu tiirlerle kardes takson oldugunu
bildirmiglerdir.

Bufo bufo grubunun genetik farkliliklarini ve filogenetik iligkisini inceleyen gesitli
caligmalar bulunmaktadir. Bunlardan birisi, Isvigre Alp’lerindeki Bufo bufo tiiriiniin
genetik farkliliklarini inceleyen Liischer ve arkadaglarinin (2001) yaptifi caligmadir.
Arastirmacilar Isvigre’deki B. b. bufo ve B. b. spinosus populasyonlarinin 8 enzimini yatay

nigasta jel elektroforezi ile analiz ederek iki alttiir arasinda net bir genetik farkliligin



gozlenmedigini bildirmislerdir. Ayrica Bufo bufo populasyonlarmin (alttiir dahil) ¢ok
diisiik bir genetik farkliliga sahip olduklarin1 ortaya koymuglardir. Akdeniz bolgesindeki B.
b. spinosus’un morfolojik karakterlere dayanan alttiir durumu Liischer ve arkadaglarinin
(2001) yaptig: genetik caligmalarla dogrulanmamugtir. Bu arastirmacilar Akdeniz B. bufo
populasyonlarint kuzeydekilerden ayiran morfolojik karakterlerin ekolojik olarak ortaya
cikmus olabilecegini bildirmislerdir. Aym aragtirmacilar morfolojik olarak B. b. bufo ve B.
b. spinosus alttlirleri arasindaki en biiyiik farkhlifin viicut boyu ve agirlik oldugunu
bulmuslardir. Bu farklilifin genetik olarak mu ekolojik olarak mu ortaya ¢iktigt
bilinmemektedir. Bu yiizden viicut boyu ve aguligin filogenetik calismalarda
kullanilmasinin uygun olmadigini kaydetmislerdir.

Ancak tilkemizde molekiiler sistematige dayali caligmalarin olduk¢a az sayida olmasi
nedeniyle birgok canlhi grubunun simiflandirtlmas: tam olarak belirlenememistir. Bu tez
calismasinin amaci taksonomik durumu halen problemli olan Bufonidae familyasina ait
Tiirkiye, Yunanistan ve Italya’nin bazi bdlgelerinden elde edilen Bufo bufo 6rneklerini hem
morfolojik hem de molekiiler diizeyde incelemek ve daha dnceden Tiirkiye’den bildirilen
farkli alttiirlerin varligint test etmektir. Molekiiler acidan bireylerin mitokondriyal
DNA’larmin 16S rRNA geninin 936 bp’lik kismunin baz siralar tespit edilmis, yapilan
filogenetik analizler sonucu meydana gelen filogramlar incelenmistir. Morfolojik veriler

ise ANOVA, PCA ve ayirma analizleri uygulanarak incelenmigtir.

1.2. Amfibilerin Genel Ozellikleri

Amfibiler (kurbagalar), baliklarla siiriingenler arasinda yer alan bir omurgali sinifidir.
Ciinkii baz1 Ozellikleri baliklara, bazi Ozellikleri de daha iist gruplara benzemektedir.
Nitekim embriyolar1 balik embriyosuna, dort ayaklarinin bulunmasi da kara omurgalilarina
benzer. “Amfibia” Yunanca c¢ift yasamli manasindadir. Ciinkii kurbagalarin bir kismi
kismen suda, kismen de karada yagarlar. Gelismeleri genellikle suya baglidir.
Yumurtalarin1 genellikle suya birakirlar, larva evreleri de genellikle suda gecer. Karada
yasayanlar da yumurta birakmak iizere suya girerler. Baliklara benzer atadan meydana
geldikleri kabul edilen amfibiler, karada yagayabilmek igin bazi degisiklikler
gecirmislerdir. Ornedin ylizgecler yerine bacaklar, solungaglar yerine de akcigerler
meydana gelmistir (Baran ve Atatiir, 1998).



Sudan karaya gecen grup olarak taminan amfibilerin bazi tipik ozellikleri soyle
stralanabilir; derileri ¢iplaktir, yani deride pul, tily ve kil gibi yapudar bulunmaz. Derileri
bol salgi bezi icerir. Bu bezlerin salgilar ile deri devamli olarak islak 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 tegkil eder. Larva devresinde kuyruklu
kurbagalar etgil, kuyruksuz kurbagalar ise bitkisel besin alirlar. Geligmeleri genel olarak
metamorfozludur, yani gelismelerinde bir larva devresi vardir. Metamorfoz devresi tiirlere,
sicaklik derecesine ve diger dig sartlara gére uzun veya kisa olabilmektedir (Baran ve
Atatiir, 1998).

Kuyruklu kurbaga tiirleri ¢ok canli renklerde olmasina karsilik, kuyruksuz olanlarda
viicut rengi ortama uyum saglamustir. Ornegin, Rana dalmatina (cevik kurbaga) tiiriiniin
yanindan gecerken ancak hayvamin sigramasi sonucunda fark edilmesi miimkiindiir.
Kurbaga tiirleri iki fakt6re tahammiil edemezler. Bunlar kuraklik ve tuzluluktur. Bu
nedenle kurbaBalar denizlerde bulunamazlar. Yine kurbaZalar deri yapilari ve diger
ozellikleri nedeniyle kurak yerlerde yagsayamazlar (Baran ve Atatiir, 1998).

1.2.1. Amfibilerin Evolusyonu

[k karasal omurgalilar amfibilerdir. Karada viicutlarina destek saglayan pektoral ve
pelvik bacaklarinin gelismis olmasi, akcigerlerinde oksijenlenen kani tekrar pompalamak
tizere kalbe tasiyan akciger toplar damarinin meydana gelmis olmasi ve yaklagik 370
milyon yil 6nce (MYOQ), Karbonifer devrinde elverisli ekolojik kosullarin ortaya ¢ikmas,
bu sinifin iiyelerinin karada bol miktarda bulunmalarina olanak saglamistir. Bu nedenledir
ki, Karbonifer devrine Amfibi Cag1 da denilmektedir (Bahgeci, 2000).

Ilksel Amfibilerin viicudu daha ¢ok baliga benzemekteydi. Onlarin viicudu, su
kaybim 6nleyen pullar ve kuru bir deri ile kapliydi. Yaklasik 160 MYO, bu ilksel amfibiler
tamamen yok olmuglardir. Ciinkii Permiyenin sonu, gerek jeolojik ve gerekse biyolojik
bakimindan biiyiik degisimlerin yasandigi bir devirdir. Bu devirde son trilobitler ve son
plakodermler ortadan kalkmig; bir zamanlar bol miktarlarda bulunan brachiopodlar
azalmig; mercanlarin, mollusklarin, ekinodermlerin, kabuklularin ve baliklarin daha ilksel

tiplerinin yerini bu gruplarin modern temsilcileri almistir. Bu Permo-Triyasik krizde,



birgok amfibi grubunun nesli de tiikenmistir. Triyas’in sonuna kadar sadece suya bagiml1
olarak yasamlarimi stirdiiren amfibiler kalmis ve giinlimiizde yasayan az sayidaki form
bunlarin soyundan gelmistir (Bahgeci, 2000).

Amfibi yumurtalarinin, su kaybini 6nleyen i¢c membranlari ve kabuklar: olmadig: icin
dis ortamda ¢ok ¢abuk kururlar; bu nedenle yumurtalar dogrudan dogruya suya ya da 1slak
yerlere birakilir. Ik gergek akcigerler amfibilerde geligmistir, fakat bu organlar tam bir
solunum igin yetersizdir. Solunum nemli glandular derileri ve agizlarini cevreleyen zar
vasitastyla da yapilir. Amfibiler, derilerinin su kaybetmesi nedeniyle, nemli habitatlardan
fazla uzak kalamazlar. Amfibi larvalar1 ve siirekli olarak suda yasayan tiirlerin erginleri,
solungaglartyla solunum yaparlar (Bahgeci, 2000).

Amfibiler, her ne kadar ilkel goriinseler de, gercekte onlar basarili hayvan
gruplaridir. Onlar dinozorlardan vzun bir siire 6nce evrimlesmis olmalarina karsin,
dinozorlarin soyunun tiikkenmesinden bu yana, yani 65 milyon yddir yasamlarim

stirdlirmeyi basarmiglardir (Bahgeci, 2000).

1.3. Neden mitokondriyal DNA (mtDNA)?

Bir filogenetik calismada secilen genler, ilgili taksonomik seviyede filogenetik
geemisi yansitan korunmus bilgiler igermelidir. Mitokondriyal ribozomal genler, ¢cok genis
alandaki canli gruplarinda bir¢ok filogenetik soruyu cevaplamaktadir (Hertwig, 2004).
Omurgali hayvanlarin mitokondriyal DNA’s1 halkasal yapida ve cogunda oldugu gibi 16-
18000 baz c¢ifti uzunlugundadir. Bu DNA iizerinde 13 protein kodlayan bolge, 2 rRNA
geni, bir replikasyon kontrol bolgesi ve 22 tRNA geni bulunmaktadir (Sekil 1). Bunlarin
siras1 genelde omurgalilarda korunmugtur. Mitokondriyal DNA’da intronlar yoktur ve
tRNA’larin splicingi mRNA kaliplanint tiretir ve mtDNA kendi kendine replike olur.
Sitokrom oksidaz, ATP sentetaz ve NADH sistemleri sayesinde hiicre solunum
sistemlerine katkida bulunur. mtDNA’mn en 6nemli 6zellifi de anne tarafindan nesilden
nesile aktariliyor olmasidir. Boylece rekombinasyonun olmamasi kalitiminin daha kolay
izlenilmesini saglar ve populasyonlarin ge¢misleri hakkinda gii¢lii bir bilgi saglar.

Niiklear ribozomal RNA genleri ve mtDNA’nin tamami ¢ok eskiye dayal: filogenetik
iligkilerin ortaya ¢ikarilmasinda kullanilir. Hayvanlar {izerinde yapilan ¢aligmalarin
cofunda ise populasyon ve daha diisiikk seviyedeki taksonomik iligkilerin ortaya



Sekil 1. Omurgali hayvan mitokondriyal DNA’s1

koyulmasinda baza mtDNA genleri kullanilir. Bunlar 128, 16S ve sitokrom b (cyt b)
genleridir (Farias vd., 2001).

Mitokondriyal DNA’nin 16S rRNA, 12S rRNA ve cyt b genlerinin baz siralarimin
karsilastirllmasina dayanan ¢ok sayida taksonomik ve filogenetik ¢aligma bulunmaktadir.
Bu ylizden bu genlerin ¢ogaltiimasinda kullanilan primerler, oldukga genis bir kullamm
alanmina sahiptir. Canli gruplarindaki farkliliklar1 belirlemek i¢in yapilacak en dogru is,
DNA’daki degisiklikleri de gOsterdigi i¢cin mtDNA’min baz sirasinin analiz edilmesidir
(Kocher, 1989).

1.3.1. Mitokondriyal DNA’nin Yapisi ve Evolusyonu

Mitokondrilerde, sekerlerde depolanan enerji adenozin trifosfat (ATP)’1n sentezi igin
glic kaynafi olarak kullanilmaktadir. Hiicresel solunumda kullamlan proteinlerin
gogunlugu mitokondriyal DNA (mtDNA) tarafindan kodlanmaktadir. Kloroplast DNA’si
gibi, mtDNA’da genellikle kromozomal proteinlerden yoksun halkasal bir ¢ift sarmaldir.



Her bir hiicre bagina mitokondri sayisi, bazi tek hiicreli mantarlarda oldugu gibi dortten,
omurgalilarin kas hiicrelerinde oldugu gibi bine kadar ¢ok degiskenlik g6stermektedir.

Hayvanlarin mitokondriyal DNA’lar1 nispeten kiiciiktiir. Tiirler arasinda nispeten az
varyasyonlu, genellikle yaklagik 16 kb uzunlugunda ve tiimii halkasaldir. Intronlar yoktur,
rekombinasyon yok veya ¢ok nadirdir, anadan kalitilir (Freeman ve Herron, 2002).

1.4.Molekiiler Evolusyon

Protein ve DNA dizilerini ¢aligmak icin gelistirilen tekniklerin kesfi evolusyon
caligmalart i¢in yeni bir alan agmigtir. 1960°larda ilk biiyiik Olgekli aminoasit dizisi
¢ikarma ¢aligmalar: ile baglayan ve giiniimiizde toplam genom dizilerini ¢ikarma iizerine
veri patlamasi geklinde devam eden galigmalar sonucunda, arastirmacilar zaman iginde
proteinler ve niikleik asitlerin nasil degistikleri hakkinda pek ¢ok soruya cevap
bulmuglardar.

Molekiiler evrimsel ¢aligmalarin en temel hedeflerinden biri dort evolusyoner giictin
(mutasyon, gog, siiriklenme ve secilim) dizilerde giintimiizde gozlenen cesitliligi nasil
firettifini anlamaya c¢aligmaktir. Nétral teori bu girisimde 6nemlidir, ¢linkii uyum giicii
bakimindan ndtr olan ve bu yiizden yalmizca siiriikleme nedeniyle frekanslar1 degisen
aleller icin, sabitlenmenin hizini belirtir. Sonug olarak, molekiiler evolusyonun gozlenen
hiz ve modellerinden pozitif segilimin mi yoksa siiriiklenmenin mi sorumlu oldugunu
smnamak icin bir sifir model saglar. Populasyon biiyiikliigiiniin bir fonksiyonu olarak,
siiriiklenme ve secilimin nasil etkilestiklerini belirlediginden, yaklagik nétral model,
teorinin 6nemli bir uzantisidir (Freeman ve Herron, 2002).

Siiriiklenme yoluyla meydana gelen evolusyon orami, yalanci genler calisilarak
saptanabilir. Notral teori tarafindan Ongoriildiigii gibi, yalanci genler, kodlayici ve
kodlayici olmayan diziler arasinda gozlenmis degisimin en yiiksek oranina sahiptir.
Kodlayic: dizilerin biiyilk bir c¢ogunlugunda, baz degisimleri, degistirici baz
degisimlerinden ¢ok daha hizl birikirler. Lokuslar arasinda, molekiiler evolusyon hizi, bir
genin hiicre igin 6nemi1ﬁn bir fonksiyonu olarak degiskenlik gosterir. Bu gozlemler,
molekiiler evolusyonun zararli mutasyonlara kars: siiriiklenme ve se¢ilim yolu ile kontrol

altinda tutuldugunu Onermektedir. Bununla birlikte, arastirmacilar Snemli Orneklerde,



degistirici baz degigimlerinin yiiksek oraninin, yararli mutasyonlar iizerine secilimin bir
iiriinii olarak olustugunu gosterebilmislerdir (Freeman ve Herron, 2002).

Baz degisimlerinin, proteinlerin aminoasit dizilerini degistirmeseler bile, dogal
secilime cevap olarak frekanslar1 azalir veya artabilir. tRNA’larin bulunus durumlarindaki
varyasyon, translasyon etkinlifi icin secilime neden olabilir ve kodon egilimine yol
acabilir. Avantajli mutasyonlar tizerindeki segilim, baglantili suskun baz degisimlerini (bir
gen tarafindan kodlanan aminoasit dizisini degistirmeyen bir DNA baz dizisi) sabitlenmeye
gOtiirebilir; zararli mutasyonlar iizerine segilim ise baglantili suskun baz degisimlerinin
ayiklanmasina yol agabilir (Freeman ve Herron, 2002).

Hareketli elementler Skaryotik ve prokaryotik genomlarin belirgin bilesenleridir. Bu
lokuslar aract RNA veya DNA’larla hareket ederler, fakat konak organizmanin uyum
gliclinii artiran iirtinler i¢in kodlama yapmazlar. Ciinkii bunlar genomda yeni bir yere
hareket ettiklerinde, zararli mutasyonlara neden olduklarindan, parazit olarak tanimlanirlar.
Kloroplast ve mitokondriler endosimbiyotik bakteriler olarak ortaya c¢ikmuglardir ve
evolusyon tarihinin en biiyiik yatay gen transfer olaylarim temsil ederler. Kloroplast ve
mitokondriyal DNA’da gen sirasi, gen organizasyonu ve dizi degisim orani degismekle
birlikte, bu organellerin bilgi icerikleri oldukca iyi korunmustur .(Freeman ve Herron,
2002).

1.4.1. Dizi Degisiminin Miktar ve Hiz1

Molekiiler evolusyon sahasi, 1960’larin ortasinda biyokimyacilarin hemoglobin,
sitokrom ¢ ve Ozellikle insan ve omurgalilarda bol miktarda bulunan ve iyi ¢aligilmis diger
proteinlerin aminoasit dizi tayininde basarili olmalariyla baglatildi. Tirler arasindaki
molekiiler degisimin hiz ve miktarim karsilagtirmada evolusyoner biyologlara ilk firsat1 bu

veri setleri sagladi (Freeman ve Herron, 2002).

1.4.2. Molekiiler Evolusyonun Notral Teorisi

Kimura (1968, 1983), aminoasit dizi farklilagmasinin go6zlenen modellerini
aciklamak amaciyla, molekiiler evolusyonun Notral teorisini formiile etmigtir. Bu teori,

populasyonlarda sabitlenen baz degisimlerinin ¢ogunun uyum giicii agisindan nétr oldugu
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ve DNA dizileri diizeyindeki evolusyonda, genetik siirliklenmenin baskin oldugunu iddia
eder. Kimura, tiirler arasinda molekiiler diizeyde gozlenen farkliliklarin, yararh
mutasyonlar iizerine dogal secilimin iglemesi seklindeki bir agiklamanin biiylik Glciide
gegersiz olduguna inanmaktadir.

Kimura nétr mutasyonlarin evrimini agagidaki sekilde modellestirir:

- Eger diploid bir populasyonda N birey varsa, s6z konusu populasyonda her bir
genin 2N kopyasi mevcuttur.

- Simdiki populasyonda yer alan 2N kopyalarin tiimii gegmiste herhangi bir
dénemde var olmus olan tek bir alelden tiiremistir. Buna karsin, giiniimiizde varligim
stirdiiren 2N kopyalarindan yalnizca bir tanesi, gelecekte bir zaman, populasyonda bulunan
biitiin kopyalarin atasi olacaktir.

- Eger genlerin tiim 2N kopyalan segilim bakimindan esdegerse veya tagtyicinin
uyum giicii iizerindeki etkileri agisindan nétr iseler, her birinin populasyonda sabitlenecek
alel olma bakimindan sanslan esittir. Bu sans 1/2N’ye esittir.

- Her nesilde mutasyon populasyona yeni notr aleller katacaktir. Eger v her bir
basarih gamet basina her bir genin mutasyon oram ise 2Nv her bir neslin populasyonuna
kataca@1 yeni mutantlari olacaktir.

- Yukaridaki saptamalara dayali olarak yeni ndtr mutantlarin populasyonda
sabitlenme oranlari (2Nv) (1/2N) veya basitge v’ye esittir.

1.5. Tiirlesme Mekanizmalar

Bugiin yasayan tiim organizmalarin atalari yagsamin ortaya ¢iktig1 yaklagik 3,8 milyar
yil 6ncesine dayanmaktadir. O giinden bugiine populasyonlarin bdliinmesi ve yeni tiirler
olusturmak iizere farklilagmasi seklinde, milyarlarca degilse de milyonlarca dallanma olay:
meydana gelmistir. Mutasyon, dogal secilim, go¢ ve genetik siirtiklenme, populasyon igi
alel frekanslarimi degistiren siireglerdir ve populasyonlar arasinda genetik farklilagmaya
sebep olurlar.

Tiirlesmeyi incelemek, yasam tarihi ¢aligmalarina bir temel saglamanin yaninda, bazi
onemli pratik uygulamalara da sahiptir. InceleyeceBimiz materyalin ¢ogu, farklilagmg
organizma gruplari arasindaki gen akisinin boyutlari ve nedenleri (ya da gen akigmin

olmamas) iizerine odaklanmaktadir. Bu konulari anlamak, biyolojik cesitliligin korunmasi
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ve gen miihendisligiyle {iretilip cevreye birakilan organizmalari yonetmek acisindan

Onemlidir (Freeman ve Herron, 2002).

1.5.1 Tiir Kavramlar

Pek cok tiir kavramlari ortaya atilmig ise de, hepsi bir tiirlin ayut edici
karakteristiginin evrimsel bagimsizlik oldugu konusunda uzlasirlar. Farkli tiir kavramlar
evrimsel bagimsizlig1 belirlemek icin uyguladiklar: kriterler agisindan farklidirlar.

Tiirlesme {i¢ asamali bir siire¢ olarak analiz edilebilir: (1) Dagilis, vikaryans, ya da
poliployidi gibi biiyiik caplt kromozomal degisimler nedeniyle populasyonlarn izole
olmasi. (2) Genetik siiriiklenme veya secilim sayesinde farklilasma ve (3) Ikincil temas ile
farklilagmanin eliminasyonu ya da tamamlanmasi. Bununla birlikte, bu siraya uymayan
cok sayida istisna vardir. Baz1 durumlarda farklilagmay1 saglayan secilim baskis1 o kadar
giicliidiir ki populasyonlar fiziksel izolasyon olmadan da farklilagabilir. Ayrica, ikincil
temas olduktan sonra ¢ok ¢esitli sonuglarin ortaya ¢ikmasi olasidir. Bunlar kararli hibrit
zonlarin olugmast ve her iki atasal populasyondan genler igeren yeni bir tiiriin olugmasini
kapsar.

Mutasyon, secilim, gé¢ ve genetik siirliklenme her tiir tizerinde ayr1 ayn islendigi
zaman evolusyoner bagimsizlik ortaya c¢ikar. Bu, tiiriin kendi alellerinin yayilabilecegi bir
sinir olusturmast anlamina gelir. Sonug¢ olarak; farkli tiirler bagimsiz evolusyoner

yoOriingeler izler (Freeman ve Herron, 2002).

1.5.1.1. Biyolojik Tiir Kavram

Biyolojik tiir kavramina gore, evrimsel bagimsizlifi tamimlayan kriter, iireme
izolasyonudur. Yani, eger populasyonlar veya organizmalar hibritlesemez veya hibritlesse
bile verimli doller vermezlerse o zaman populasyonlar {ireme izolasyonuna sahiptir ve
gecerli bir tiir olarak kabul edilir. Biyolojik tiir kavrami, Ernst Mayr tarafindan 1942
yilinda ortaya atilmasindan bu yana ders kitaplarinda verilen tiir tamimi olmustur. Bu
kavram pek ¢ok zoolog tarafindan pratikte kullanilmaktadir ve Birlesik Devletlerin simgesi
haline gelmis, soyu tehlike altindaki tiirlerin korunmasi igin atilacak adimlari diizenleyen
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(Endangered Species Acts) temel biyolojik cesitlilik yasasinda uygulanan yasal bir
tanimlamadir.

Ureme izolasyonu, gen akist olmadiginin kesin bir kaniti oldugundan, tiir
kavraminda kullanilabilecek gercekten uygun bir kriterdir. Ureme izolasyonu evrimsel
bagimsizligin turnusol testidir. Biyolojik tiir kavraminin sartlart kavramsal olarak zorlayici
ve bazi durumlarda faydali sonuglar verse de gogunlukla uygulanmas: zordur. Ornegin,
eger komsu populasyonlarin yayilist cakigmiyorsa, bu populasyonlar arasinda tireme
izolasyonunun olup olmadigim hi¢bir zaman bilemeyiz. Bu yiizden biyologlar sdyle bir
somut yaklasim icerisine girmek zorundadirlar: “Bu populasyonlar zaten yeter derecede
farklilagsmis oldugundan gelecekte biraraya gelseler bile aralarinda ciftlesme olmayacaktir
ve bu yiizden biz farkl tiirler olarak adlandiririz.” Bu durumlarda, tiir teshislerini verilerle
test etmek miimkiin degildir. Bunun diginda, biyolojik tiir kavrami fosil formlara
uygulanamaz. Eseysiz iireyen populasyonlara uygulanmasi da zaten s6z konusu degildir

(Freeman ve Herron, 2002).

1.5.1.2. Filogenetik Tiir Kavramm

Filogenetik tiir kavramina gore, yakin akraba populasyonlar arasindaki filogeninin
ortaya cikartilmasi ve en kiiciik monofiletik gruplarin bulunmasiyla tiirler belirlenir.
Boylesi bir filogenetik agacta, tiirler agacin u¢ kistmlarini olugturur.

Filogenetik tiir kavraminin arkasindaki mantifa gore, efer populasyonlar izolasyon
sonucu birbirinden ayrilmuslarsa, sadece ¢zellikler bir filogeni i{izerinde populasyonlari
ayirt edebilir. Bu populasyonlarin, karakterler yardimiyla, filogenetik olarak ayirt edilmesi
miimkiindiir. Baska bir deyisle, filogenetik tiir kavramina gére ayr1 bir tiir tanimlamak icin,
tanimlayici 6zelliklerinin ortaya ¢ikigina yetecek kadar uzun siire populasyonlarin evrimsel
olarak bagimsiz olmus olmalan gerekmektedir. Bu yaklagimin cazip tarafi, test edilebilir
olmasidir. Tiirler filogeninin tahmininde kullanilan o6zelliklerdeki 6nemli istatistiksel
farkliliklar dogrultusunda isimlendirilirler.

Tahminler degisse de genel goriig, filogenetik tiir kavram uygulandigi takdirde
bugiinkii tiir sayistnin kolayca ikiye katlanacag:i seklindedir. Filogenetik tiir kavraminin
Onde gelen savunuculari bu durumdan rahatsiz degildirler. Bu kavramin savunuculari buna
“eger tiir sayisinda boyle bir artis olursa bu sadece biyolojik gercekliligi yansitir” seklinde

cevap vermektedirler.
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1.5.1.3. Morfolojik Tiir Kavram

Paleontologlar, tiirleri fosiller arasindaki morfolojik farklhiliklarni esas alarak
tanimlarlar. Morfolojik tiir kavraminin en biiyiik avantaji, yaygin olarak uygulanabilir
olmasidir. Ancak, dikkatli bir sekilde uygulanmadifinda tiir tantmlamalar: keyfi ve kisiye
Ozgii olabilmektedir. En kotii durum ise, farkli arastiricilar tarafindan yapilan
tanimlamalarin kargilastirilabilir olmamasidir.

Tiirleri tanimlarken paleontologlar bagka sikintilarla da ugrasmak zorundadirlar.
Yumusak doku anatomileri veya renkleri farkli olan fosil tiirler ayirt edilemezler. Aym
sekilde, morfolojik olarak benzer fakat Otiis, 1s1ya ve kuraklifa tolerans, habitat kullanim
veya kur davraniglar1 gibi 6zellikleri yoniinden oldukga farklilagmig olabilirler. Bunlara
kriptik tiirler adi verilir (Freeman ve Herron, 2002).

1.5.1.4. Alttiir Kavram ( Subspecies, ssp., subsp.)

Tiiriin altinda yer alan, bugiin i¢in kabul edilen en kiiciik sistematik kategoridir.
Mayr’e gore alttiir; tiirlin diger benzeri alt boliimlerinden taksonomik olarak farkli ve
cografik olarak simirlandirilmig olan mahalli populasyonlara ait bir topluluktur. Bu tarife
glre;

1. Alttiirtin cografik olarak tarif edilmesi gerekir ve alttiiriin yayilig sahasi tiiriin cografi
yayilis sahasi i¢inde bulunur.

2. Alttiirler genellikle bir tek populasyondan tegkil edilmeyip, populasyon
topluluklarindan yapilmigtir. Cok nadir durumlarda bir alttiir, hatta bir tir tek bir
populasyondan ibaret olabilir.

3. Diger benzeri gruplardan taksonomik olarak ayrilabilmelidir. Bu sebepten, herhangi
bir hayvan grubuna, bilinen bir tiiriin yeni bir alttiiriidiir diyebilmek igin, o tiirlin bilinen
populasyonlarindan hangi taksonomik karakterler bakimindan farkli oldugu kesin ve net
olarak belirtilmelidir. Ayirict veya farkldifi gOsterici taksonomik karakterler kalitatif
(nitelik olarak) ve kantitatif (sayisal olarak Olgiilebilen) olarak belirtilebilecek 6zellikler
olmalidir. Renk ve desen 6zellikleri kalitatif, biitiin l¢iilebilen karakterler ise kantitatiftir.

Alttiirler taksonomik bir kaide olarak ii¢ isimle isimlendirilirler ve bu duruma
trinomial isimlendirme denilir. Mesela; Triturus vulgaris kosswigi, Mertensiella luschani
finikensis, Anguis fragilis colchicus gibi.
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Herhangi bir tiir monotipik oldugu takdirde, onun alttiirii yok demektir. Alttiirler
ancak politipik tiirler icin s6z konusudur ve politipik bir tiiriin belirli bir sahada birden
fazla alttiirli bulunamaz, ¢linkii aym sahada yasayan fertler ayn1 gen havuzuna sahip
olduklarindan tireme izolasyonu s6z konusu degildir. Monotipik olarak bilinen bir tiiriin
yeni bir alttiirti bulunarak politipik hale ge¢gmesi s6z konusu oldugunda monotipik tiir ismi
nominat alttiirlin ismi olur (Yilmaz, 1997).

Alttiirler normal olarak kendine ait 6zel bir cografi alan1 iggal ettifine gore bir¢cok
sistematik¢inin kabul ettigi sekilde bu durum aymi zamanda bir cografi ik demektir.
Diinyadaki ekolojik sartlar bakimindan birbirinin tamamen aynisi olan iki cografi saha
bulunmayacagindan her alttiir teorik olarak farkli ekolojik sartlarda yasiyor ve oraya uyum
gostermis demektir. Bu durumu gz 6nitinde tutan bazi sistematikgiler ekolojik irk tabirini
kullanirlar. Cografi irkta esas olan mesafe oldugu halde, ekolojik irkta esas olan farkl
cevre sartlarina sahip olmadir. Sicakkanh ve gevre degistirme kabiliyetleri yiiksek olan
hayvanlar ekolojik sartlar bakimindan ¢ok fazla sinirlandirilmayacagindan bunlar cografi
itk kabul edilir. Ancak fazla yer degistiremeyen, ¢evre sartlarina ¢cok bagimli sogukkanl
hayvanlar i¢in ekolojik 1rk veya ekotip tabiri daha uygun goriilmektedir. Mesela; cografik
olarak birbirine ¢ok yakin bir bolgedeki bataklikta, cayirda ve ormanlik sahada yasayan bir
gastropod tiirii Arianta arbustorum’un her ii¢ biotopta farkli bir alttiirii yagar. Ekotipler
ozellikle habitata ait sartlar tarafindan meydana geliyor ve fenotipteki degiskenliklerin
genetik bir temeli yoksa bunlara ekofenotip denir. Ozellikle tatlisularda yasayan salyangoz
ve midyelerde siklikla rastlanan bu durumun tespit edilmesiyle ¢cok sayidaki alttiiriin yanlis
oldugu anlagilmis ve sadece biotop Ozelliklerine bagh olup, genotip karsilifi olmadan
meydana gelen fenotipik farkliliklarin ayni tiir veya alttiir yapilmasinin 6niine gecilmigtir
(Yilmaz, 1997).

Mayr ve bazi sistematik¢iler ekolojik ik yerine mikrocografik irk terimini de
kullanirlar, ¢linkii cografik olarak c¢ok fazla bir mesafe olmamakla birlikte ekolojik
sartlarin farkli oldugu cok kisa mesafeler s6z konusudur. Dolayistyla her cografi itk ayn1
zamanda bir ekolojik irk ve her ekolojik itk da mesafeye bagli olarak cografi veya
mikrocografi irkdir (Yilmaz, 1997).

Neticede ister cografi urk, ister ekolojik 1rk, isterse biyolojik irk olsun hepsi de alttiir
kategorisi icinde kabul edilirler. Genellikle biyolojik ve ekolojik irklar nadir olmalarina
karsilik, cografi wrklar cok yaygindir (Yilmaz, 1997).
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1.6. 1zolasyon Mekanizmalari

Tiirlesme ii¢-evreli bir siireg olarak analiz edilebilir: ilk basamak populasyonun izole
olma siireci, ikinci basamak c¢iftlesme taktikleri ve habitat kullanmim gibi 6zelliklerin
degisime uframasiyla sonuglanan siire¢ ve son basamak ise tireme izolasyonunu olusturan

siirectir.

1.6.1. Fiziksel izolasyon

Fiziksel izolasyon, gen akigini durduran 6nemli bir bariyerdir ve siiphesiz tiirlesme
slirecinin ikinci basamagi olan genetik ve ekolojik farklilagmayi baglatan Snemli bir
tetikleyicidir. Cografi izolasyonun ortaya gikisi, dafilma ve yeni bir habitata yerlesme
yoluyla ya da vikaryans olaylar1 yani mevcut bir dagilim alaninin yeni bir fiziksel bariyer

ile boliinmesi yoluyla olabilir (Freeman ve Herron, 2002).

1.6.2. Vikaryans Yoluyla Cografik izolasyon

Vikaryans tiirtin yayilig alanim, birbirinden izole olmus iki veya daha fazla alana
bolerek aralarindaki gen akisini engelleyen olaydir. Vikaryansin pek ¢ok mekanizmasi
vardir, bu mekanizmalar daglarin yiikselmesi ve ormanlik alanlarin béliinmesine neden
olan uzun siireli kurakliklar gibi yavas siiregli olabilecegi gibi, bir salyangoz
populasyonunun ikiye boliinmesine neden olabilen kilometrelerce uzunluktaki lavlar gibi

hizl siireglerde olabilir (Freeman ve Herron, 2002).

1.6.3. Kromozomlarda Degisiklikler

Eger bir mutasyon bir bireyin kromozomlarinda biiyiik capta degisikliie neden
olursa, bu olay mutasyona ugramis bireyin meydana getirecegi dollerin ata populasyondan
hizl1 ya da ani izolasyonuna sebep olabilir.

Yakin akraba tiirlerin karyotipleri kargilastinldiginda, kiigiik ¢apta kromozomal
degisiklikler oldukg¢a yaygindir. Boylesine mutasyonlar, populasyonlar arasinda genetik
farklilagsmaya neden olmasi agisindan 6nemli olabilse de (White, 1978), bugiine kadar
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kromozom farklilasmas:1 iizerine yapilan ayrintili caligmalarin biiyiik bir kismi nadiren

korelasyon gostermektedir (Freeman ve Herron, 2002).

1.7. Varyasyon ve Varyasyonun Nedenleri

Bir populasyon ¢ok sayidaki bireylerden meydana gelir. Her insanin kendine 6zgii
anatomik ve fiziksel 6zelliklerinin oldugu, farkli yetenek ve davranigsal 6zelliklere sahip
bulundugu bilinmektedir. Aym sekilde, yakindan tamidigimiz kopeklerde, kedilerde ve
atlarda da bu gibi bireysel varyasyonlarin (farkliliklarin) oldugu cok iyi goriilmektedir.
Fakat, nar biilbiilii, sincaplar, toprak solucanlari, deniz yildizlari, karahindiba ve muisir
bitkisi gibi uzaktan tamdigimz tiirlerdeki bireysel varyasyonlara genellikle dikkat etmeyiz.
Biitiin bu fenotipik varyasyonlar tiim canlilarda goriiliir ve genellikle bireylerin genetik
yapilarindaki farkliliklardan kaynaklanmaktadir. Bu nedenledir ki, varyasyonlar genetik
ve fenotipik varyasyonlar diye ayirmak miimkiindiir (Bahgeci, 2000).

1.7.1. Genetik Varyasyon

Genetik varyasyonun meydana g¢ikarilmas: zor bir istir; ancak gesitli tekniklerin
kullanilmasiyla miimkiin olmaktadir. Bu tekniklerden bazilart: kendilestirme baskisi,

protein ve kromozomal polimorfizm, DNA sekanst polimorfizmi’dir.

1.7.1.1. Kendilestirme Baskisi

Genetik varyasyonu Olgmenin yollarindan birisi, populasyondaki alellerin hangi
fonksiyonlarinin zararli oldugunun saptanmasidir. Zararl aleller, kendilesmenin bir sonucu
olan homozigotluktaki artisin goézlenmesiyle arastirlabilir. Kendilesme ile, Gnceden
heterozigot durumda bulunan resesif aleller homozigot duruma gegecekler ve eger bu
aleller zararli iseler, kendilestirme baskisi olarak ifade edilen yasama yetenegindeki
azalma, sonraki nesillerde ortaya ¢ikacaktir (Bahgeci, 2000).

Zararh aleller heterozigot durumda muhafaza edildiklerine gore, elbette ki nétr ya da

potansiyel olarak avantaj saglayan aleller de heterozigot durumda muhafaza edilecek ve
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populasyonlar1 karakterize eden normal heterozigot genotipler igerisindeki gizli genetik

varyasyonu temsil edeceklerdir (Bahgeci, 2000).

1.7.1.2. Protein Polimorfizmi

Mendel genetiginin kullanilmasiyla genetik varyasyonun ortaya konmasi hem yorucu
ve hem de uzun siire gerektiren bir istir. Bunun yerine, jel elektroforezi teknigi daha kisa
zaman igerisinde, elektrik yiiklerinin farkliifindan yararlanilarak protein molekiillerinin
birbirlerinden ayirt edilmesinde giivenilir bir sekilde kullanilmaktadir. Ornegin yapisal bir
gendeki varyasyon glutamik asit gibi yiiklii bir aminoasidin glisin gibi yiiksiiz bir amino
asidin yerini almasiyla sonuglaniyorsa, protein {izerindeki net yiik degisecektir; yiikteki bu
degisim ise elektroforez ile ortaya ¢ikarilabilecektir (Bahgeci, 2000).

Bir lokusa ait iki alel hafifce farkli elektroforetik form meydana getirdikleri zaman,
yani heniiz ayn1 fonksiyon gerceklestirildigi zaman meydana gelen proteinler allozimler
diye isimlendirilir. Incelenen farkl: tiirlere ait lokuslarin biiyiik bir oran, siirpriz bir sekilde
allozimleri meydana getirmektedir. Elektroforezis, muhtemelen aminoasit substitiisyonuna
(aminoasitlerin birbirinin yerine ge¢mesi) bagli gercek varyasyonun sadece %30’unu
ortaya koymaktadir; ciinkii bircok substitlisyon olayi, molekiil iizerindeki net elektrik
yiikiinii degistirmemektedir (Bahg¢eci, 2000).

1.7.1.3. Kromozomal Polimorfizm

Herhangi bir canl1 tiirii i¢in kromozom sayis1 sabit olmakla beraber, inversiyonlar ve
translokasyonlarin meydana gelmesine bagl olarak tiiriin kromozom materyalinin
diizenlenmesi genellikle polimorfiktir.

Inversiyonlar alel frekanslarini degistirmedigi gibi, onun varlig:s herhangi bir yeni
genin olusumuna da yol agmaz. Ancak, inversiyon krosingoverli gametlerin gozlenmesini
engeller. Boyle olunca, inversiyonlar, ilgili kromozomun inversiyon yapan kismi boyunca
siralanmig spesifik alelleri koruma egilimi gosterirler. Bu nedenle, eger bir tiirde
inversiyonlar varsa, inversiyon heterozigotlarimin lehine igleyen selektif bir etkinin ortaya

ciktigina inanilir. Bir bagka ifadeyle, inversiyon elverisli bir gen diizenlenmesini koruyarak
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populasyonun spesifik bir habitata uyumunu kismen de olsa saglar. Bu durumda linkaj
(gen baglantis1), seleksiyon i¢in olas1 bir kriter durumuna gelir.

Heterozigot translokasyonlarin genellikle subfertil olmalari ve %350 oraninda
anormal gametleri meydana getirmeleri nedeniyle, -onlar genetik varyasyonu azaltirlar.
Translokasyonlar hayvan populasyonlarinda nadir olarak goriiliirlerse de, heterozigot
translokasyonlar birgok bitkide bulunmaktadir (Bahgeci, 2000).

1.7.1.4. DNA Baz Dizisi Polimorfizmi

Genetik varyasyonu ortaya koymanin en kestirme yolu, bir populasyonun bireyleri
arasinda DNA’larinin baz dizilisindeki gercek farklilagmayi incelemektir.

Genetik varyasyonun sebeplerine bakildiginda; eseysel olarak c¢ogalan
organizmalarda varyasyonun {i¢ temel kaynagi vardir. Bunlar mayoz béliinme sirasinda
ortaya ¢ikan krosingover, haploid gametlerin birlesmesi, yani eseysel rekombinasyon ve
mutasyondur. Bunlardan ilk ikisinin yeni alellerin olusumuna herhangi bir etkileri yoktur;
ancak onlar var olan alellerin yeni kombinasyonlar meydana getirmesine yol acarak
varyasyonlara sebep olurlar. Bunlara karsililk nokta mutasyonlart ve ekzon
rekombinasyonu gibi biiyiik Olgekli mutasyonlar yeni alellerin olusmasini saglayan
potansiyel kaynaklardir.

Birlikte ele alindifinda, biitin bu iglemler, yeni alelleri ve yeni gen
kombinasyonlarini meydana getirerek yeni genetik degiskenliklere sebep olurlar ve
bunlarin tizerine de dogal seleksiyon etki ederek evolusyoner degisimleri baslatir (Bahgeci,
2000).

1.7.2. Fenotipik Varyasyon

Dogal seleksiyon sadece, fenotipte ifade edilen genetik varyasyonlar {izerinde etkili
olabilir. Bir populasyon icerisindeki herhangi bir fenotipik varyasyon iki birey arasinda
reprodiiktif farklilagmaya sebep olabilir. Ornegin, gelisim sirasinda farkli gevresel
kosullara, bir hastalifa veya kazaya maruz kalma sonucu ortaya ¢ikan varyasyon dogal
seleksiyondan etkilenir. Eger, kii¢iik bir populasyonda, nadir bulunan alellerin tastyicisi,

bir kaza sonucu 6liirse, populasyonun gen frekanslar1 degisecektir.
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Buna kargilik, somatik mutasyonlar tarafindan meydana getirilen varyasyonlar
evolusyoner degisimler icin ham materyal olmaz. Ornegin, bir hayvanin gelisimi sirasinda,
erken embriyonik donemde ektodermal bir hiicrede ©nemli bir mutasyonun olmasi
miimkiindiir. Bu mutant hiicreden meydana gelecek biitlin hiicreler aym1 mutant tipte
olacaktir. Bunun sonucunda, hayvanin sinir sisteminde onemli bir degisiklik meydana
gelecek, fakat bu degisim hayvanin yavrularina gegemeyecektir; ¢linkii ektoderm hiicreleri
gametleri verecek olan ana hiicreler degildir. Bu nedenle, somatik mutasyonlar tarafindan
meydana getirilen varyasyonlar tizerinde dogal seleksiyon is gormeyecektir.

Dogal seleksiyon yoluyla evolusyon teorisi, 19. yiizyilda J.B. Lamarc’in kazanilmis
karakterlerin katilim1 yoluyla evolusyon goriistine rakip olarak ortaya ¢ikmigtir. Lamarc,
bir bireyin yasama siiresince kazanmis oldufu somatik karakterlerin kendi yavrularina
aktarldigin1  diistinmekteydi. O’na gore her neslin Ozellikleri viicut parcalarinin
kullanilmas: ve kullamlmamas: sonucu ortaya c¢tkan modifikasyonlar tarafindan
belirlenmekte ve sonraki nesillere aktariimaktaydi. Lamarc’a gore evolusyoner degisimler,
birgok nesil boyunca kazanilan bu gibi modifikasyonlar tedrici olarak birikmesiyle
olmaktadir ve bunun en klasik drnegi uzun boyunlu ziirafalarin evolusyonudur.

Lamarc’ct goriise gore, kisa boyunlu atasal ziirafalar, beslenmek amaciyla
boyunlarini agaclarin yapraklarina erigsecek sekilde uzatmak durumundaydilar. Boynun bu
sekilde sik sik uzatilmasi onlarin yavrularinin boyunlarinin da azar azar uzamasina sebep
olmugtur. Daha yiiksekteki ve daha yesil yapraklara ulagmak i¢in boynun stirekli olarak
uzatimasimin sonucu olarak, her nesil kendinden Onceki nesilden daha uzun boyunlu
olmustur.

Diger taraftan, C. Darwin’in dogal seleksiyon teorisi, atasal ziirafalarin muhtemelen
kisa boyunlu olduklarini fakat boynun vzunlufunun -farkli genotiplere sahip olmalar
nedeniyle- bir bireyden diferine degistigini ileri siirer. Beslenme bakimmndan ortam
kosullarinda bir olumsuzluk ortaya c¢iktifinda, daha uzun boylu ziirafalar yasamlarini
stirdirmek ve yavru vermek, yani nesillerini devam ettirmek agisindan daha avantajlt bir
duruma gecmislerdir. Bu, biitiin kisa boyunlu bireylerin telef olduklarimi ya da biitiin uzun
boyunlu bireylerin yasamlarini siirdiirerek ¢ogaldiklarini ifade etmez; fakat uzun boyunlu
olanlarin oransal olarak daha cok sayida hayatta kaldiklarin1 ve yavru biraktiklarim ifade
eder. Sonug olarak, uzun boyunlu olmay: saglayan genlere sahip olan bireylerin oram

miiteakip nesillerde giderek artmugtir. Agaclar iizerindeki besinlere ulagsma bakimindan
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rekabetin artmasi uzun boyunlu bireyler icin selektif bir avantaj saglamis ve ziirafalarin

evolusyonu boylece devam etmigtir (Bahgeci, 2000).

1.8. DNA Dizin Analizi Sonucunda Evrimsel Agaclarin Olusturulmas:

Bir gurubun gelisimsel tarihi onun filogenisi olarak adlandirilir. Bir filogenetik agag,
bu tarihin grafiksel bir 6zetidir. Agag, dallanma olaylarinin modelini ve bazi durumlarda
zamanini tamumlar. Tiirlesme sirasim kaydeder ve hangi taksonlarin yakin ya da uzak
akraba olduklarim belgelendirir.

Filogeni tahmininde ilk adim, filogenetik olarak bilgi verici karakterlerin segimi ve
olgtilmesidir. Filogenetik c¢aligmalarda kullanilacak molekiiler ve morfolojik karakterler,
bagimsiz, homolog, caligmadaki taksonlar arasinda farklilik gosteren ve homoplasiye
direngli olmak zorundadurlar. Filogenetik g¢aligmalarda ikinci adim, eldeki verinin
analizinde parsimoni, maksimum olasilik ya da uzaklik metotlarindan hangisinin en uygun
olduguna karar vermektir. Parsimoni yaklagimlari, her bir karakterdeki degisme modelini
olusturmak yoluyla karakter durumu degismez sayis1 en az olan durumlara uygulanir. Bu
islem her bir aday agag iizerinde her bir karakter i¢in tekrarlanir. Birkag farkli bilgisayar
algoritmas1 olduk¢a c¢ok sayidaki olasi afa¢ arasinda tarama yapmak ve bunlan
degerlendirmek icin uygulanmaktadir. Parsimoni kriterine gore, Ornegin en iyi agac,
mevcut veri icin de@ismez sayisi en kiiciik olam1 (tiim karakterler icin) ortaya koyan
agactir. Daha sonra, cesitli istatistiksel teknikler tiim agac¢ ya da belli kladlar (monofiletik
grup) i¢in destek derecesini degerlendirmede kullanilir (Freeman ve Herron, 2002).

Filogenetik diislince, evrimsel biyolojide HIV (Human Immunodeficiency Virus)
bulagmasindan yagam cesitliliini siiflandirma sistemlerine kadar ¢ok cesitli problemlere
uygulanmaktadir. Filogenlerin bilgi verici olarak kullammlari, fosil kayitlarda iyi
belgelenmemis olaylarin zamanlarmin saptanmasi, filogeni olusturmada kullamilan
karakterler disinda kalan karakterlerin evrimlesme modeli ve orani galigmalari ve birlikte-
evrim ¢aligmalarint kapsamaktadir (Freeman ve Herron, 2002).
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1.8.1. Modeltest 3.6 ile En Uygun Baz Degisim Modelinin Bulunmasi

DNA dizilerinin analizinde, ¢zellikle filogenetik agaclarin olusturulmasinda ve
evrimsel parametrelerin tahmininde baz degisim modelleri sik¢a kullanilir. Bir
arastirmacinin  genelde kargilastii problem, objektif olarak dogru modeli se¢mesidir.
Modeltest (Posada ve Crandall, 1998) iki istatistiksel yolla bu sorunu ¢Gzen bir bilgisayar
programidir. Modeltest, PAUP programi tarafindan olusturulan olasilik skor degerlerini
(.scores dosyast) kullanan bir caligma prensibine sahiptir (Posada, 2003).

En sik kullanilan baz degisim modelleri, frekans ve degisim oranlarini tanimlayan
parametreleri icerir. Baz1 modeller, baz frekanslarinin esit oldugunu varsayarken, bazilari
da birbirinden farkli olduklarini varsayar. Bir i bazinin j bazina doniisme olasilifi, j’nin
i’ye doniisme olasilifina esit oldugundan dort baz arasinda alti olas: degisim orani s6z
konusudur (rAC, rAG, rAT, rCG, rCT, rGT). Kompleks modellerde bu alt1 oranin degeri
birbirinden farkli olabilir (Posada 2003).

Modeltest, en uygun baz degisim modelini hesaplanan hRLT (Hierarchical
Likelihood Ratio Tests) veya AIC (Akaike Information Criterion) degerlerine gore karar
verir. hLRT veya AIC sonuglarinin hangisinin kullanilacag istege baglhidir.

LRT = 2(In L;-In Ly)

L1 = daha kompleks olan modelin olasilig1 (alternatif hipotez)

Lo =Basit olan modelin olasilig1 (sifir hipotezi)

LRT degeri her zaman sifira egit veya ondan biiyiiktiir. LRT degeri sifira yaklastikca
kompleks modelin uygunlugu azaliyor demektir. AIC (Akaike, 1974) bir modelin
dogrulugu arastirilirken kaybolan bilginin Slciistidiir. AIC degeri ne kadar kiiciikse model,
o veri setine o kadar uygun demektir (Posada, 2003).

Modeltest’in calisma prensibi;

model.nex

l

Nexus uzantih veri dosyasin1 PAUP programinda ¢aligtir
l PAUP* verileri yiikler

PAUP* programindaki modelblock dosyasini ¢aligtir
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lPAUP* caligir ve
model.scores dosyasi olusur

l Modeltest’te veri dosyas: olarak kullan
Modeltest programini galigtir

l Sonugclar degerlendir
En uygun baz degisim modeli

1.8.1.1. Modeltest 3.6’daki Baz Degisim Modelleri

Uygun baz modeli, olast modellerin bir¢ok hipotezinin hiyerarsik olarak test
edilmesiyle bulunur. Bu hipotezler; Baz frekanslari esit mi? Transisyon / transversiyon (ti /
tv) egilimi var mu? Transisyon oranlar1 egit mi? Degismeyen (sabit) bolgeler var m?
Bolgeler arasinda oransal homojenlik var mi? Ornegin; baz frekanslarnin esit olup
olmadigim test etmek igin JC ile F81, LRT ile karsilastirilir. Ciinkii iki model arasindaki
tek fark, F81 modelinde esit olmayan baz frekanslan (alternatif hipotez) s6z konusuyken
JC modeli esit baz frekanslar1 {izerine (sifir hipotezi) kurulmustur. Olasi modellerin

hiyerarsik olasilik oran testleri ile karsilastirilmasi Sekil 2°de gosterilmigtir.

1.8.2. TCS Analizi

TCS, DNA baz dizileri dikkate alinarak genlerin soyaBacini (seceresini) tahmin
etmede kullanilan bir bilgisayar programidir (Templeton vd. , 1992). Bu metot maksimum
parsimoni, maksimum olasilik, neighbour joining gibi geleneksel yontemlerle birlikte
kullanilan tiir i¢i varyasyonu gosteren bir analizdir ve TCS ad1 verilen bir paket program
kullanilir (Clement vd., 2000).

TCS programi Nexus (Madison vd., 1997) veya PHYLIP (Felsenstein, 1991)
formatindaki DNA dizin dosyalarin1 agar. Haplotipleri bulur ve &rnek igindeki
frekanslarim1 hesaplayarak haplotipler arasindaki ikili uzaklik matrislerini olusturur.
Parsimoni metoduna dayanir ve haplotipleri bir ag seklinde birbirine baglar. Analiz
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sonucunda sekanslar, ikili uzaklik matrisleri, % 95°lik sinirin &tesindeki mutasyonel
adimlarin parsimoni olasiliklar1 ve ag seklinde bir grafik dosyasi olarak ortaya cgikar
(Clement vd., 2000). TCS, Java formatinda yazilmig bir programdir ve olusturulan ag
Postscript dosyas1 oldugundan, gérmek icin bagka grafik programlarina ihtiya¢ duyar.

1.8.3. Bayesian Analizi

MrBayes programi (Posada ve Crandall, 1998) John Huelsenbeck tarafindan
yazilmistir ve Bayesian analizi olarak bilinir. Nexus formatindaki veri dosyalarint okur,
Modeltest sonucunda bulunan en uygun baz degisim modelinin kullanilmasina izin veren
bir programdir. Oncelikle agac topolojilerinin bir dagilimimi olusturur ve daha sonra
Markov Chain Monte Carlo (MCMC) metotlarin1 kullanarak aga¢ topolojilerinin son
dagilimin: olusturur.

1.9. Filogenetik Analizler

1.9.1. Maksimum Parsimoni

Evrimsel akrabalik iligkisini belirlemenin en temel diizeydeki mantig: basittir: En
yakin akraba taksonlar en fazla ortak Ozellige sahip olmahdirlar. Uzerinde caligilan
taksonlar arasindaki degisken, kalitsal ve biri digerinden bagimsiz her bir 6zellik ya da
karakter, kimin kimden gelistigini ortaya koymak icin bize yardim eder. Bu karakterler;
DNA dizisi, belli iskelet elementleri ya da cigek kisimlarinin varligi ya da yoklugu gibi
Ozellikler olabilir. Tek kosul, farkli karakterlerin birbirlerinden bagimsiz olmalar1 ve her
birinin c¢alisilan tiim tiirlerde homolog bir karakter durumu olarak kodlanabilmeleridir
(Freeman ve Herron, 2002).

Ancak calisilacak karakterleri secerken evolusyoner akrabalik iliskilerinin, sadece
ortak bir atadan geldikleri i¢in benzer olan Ozelliklerin yardimiyla agiklanabilecegini
kavramak gerekir. Bu paylagilan tiiremis karakter durumlari, grubun biittin iiyelerinin ortak
atasindaki karakter durumlarinda bir degisime bagli olarak ortaya ¢ikan benzerliklerdir.
Boyle ortak bir atadan degistikleri i¢in paylagilan 6zellikler sinapomorfi olarak bilinirler

(Freeman ve Herron, 2002).
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Parsimoni, olas1 birgoklar1 arasindan hangi dallanma modelinin evrimsel tarihi en
dogru bicimde yansittifin tanimlamada bir yaklagim saglar. Parsimoniye gore tercih edilen
agac, acifa cikmis olan evrimsel degismenin toplam miktarim1 en aza indirgeyen agactir.
Parsimoniyi davet eden mantik basit ve zorlayicidir. Bircok durumda, konvergens ve
geriye doniisiin, ortak bir atadan gelen degisime bagli olan benzerlige oranla daha az
olacaklar1 varsayilabilir. Oyleyse en parsimonik afacin, veriden elde edilen homoplasi
(konvergens ve geriyedoniis) miktarim1 azaltacagim1 ve bunun calisilan tiirler arasindaki
gercek filogenetik akrabalifin en iyi tahmini olacagim s6ylemek miimkiindiir (Freeman ve
Herron, 2002).

1.9.2. Maksimum Olasilik ve Genetik Uzakhk

Parsimoni metotlarimin bir sakincasi1 bir aragtirmaciya sunulan biitiin bilgiyi
kullanamamasidir. Molekiiler filogeniler icin olasilik yaklasimi su soruyu sormaktadir:
farkl: tipteki niikleotid degisikliginin agifa c¢ikma olasiliklarni tamimlayan bir
matematiksel formiil ve dal uzunluklar1 bilinen belli bir aga¢ verildiginde, bu belli DNA
dizisi setini elde etme olasilif1 nedir? Bu stratejiyi hayata gecirmek icin, bir bilgisayar
programi her agac topolojisini degerlendirir veya gozlenen verinin olugturulmasi olasiiini
hesaplar. Eger aga¢ dogruysa her dalin olusturulma olasiliklar1 toplami gézlenen verinin
olusturmas: olasihi@int temsil eder. Bu olasilik agaclarin olasilift olarak rapor edilir.
Oyleyse, yarisan agac topolojilerinin kabul ya da reddi igin kriter en yiiksek olasilig1 olan
agac1 segmektir. Maalesef, olasilik metotlar1 hesaplamada yavastirlar ve bu teknikle ¢ok
biiyiik veri setleri, daha hizli parsimoni metotlar1 kullanilarak yapildig: kadar kapsamli
analiz edilemezler (Freeman ve Herron, 2002).

Oldukga radikal bir yaklasim, karakterler verisini (morfolojik bir 6zelligin varligi
veya yoklugu ya da bir gendeki homolog bir bolgede bir niikleotidin kimligi gibi) bir
uzaklik degerine doniistirmektedir. Ornegin, iki takson arasinda niikleotid pozisyonu
yiizdesi farkliliklart hesaplanabilir (% 10 farklilik, 100 baz basina ortalama 10 niikleotidin
degistigi anlamina gelir). Ayrik karakterlerin tek bir uzaklik Olgiisiine doniistiiriilmesi,
spesifik bilginin kaybi ile sonuglanir, fakat taksonlar arasmdaki toplam benzerlik
derecesini ifade edebilir (Freeman ve Herron, 2002).

Olasilik metotlarinda oldugu gibi, uzaklik analizleri de, aragtirmacilarin ¢oklu
karakterlerden gelen bilgiyi iki takson arasindaki tek bir biitiin uzaklifin OGl¢iimiine
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cevirmek igin bir karakter evrim modeli 6ngdrmelerine gereksinim duyar. DNA dizileri
icin yaygin bigimde kullanilan bir formiil, aym yerdeki ¢oklu baz degisimleri ile transisyon
ve transversiyon baz degisimlerinin frekansindaki farkliliklar diizeltir (Kimura, 1980).

Uzaklik verisinden bir filogeni tahmini yapmak icin, taksonlar1 kiimeleyen bilgisayar
programlart kullanilir; en benzer formlu sonuglar arasinda biri diferine yakin bulunur.
Taksonlar1 kiimelemeyi benzerlikler temelinde yapan bu genel stratejiye fenetik yaklagim
ad1 verilir (Sneath ve Sokal, 1973). Tercih edilen agag, taksonlar arasinda toplam mesafeyi
en aza indirgeyen aZactir. Birkag farkli kiimeleme algoritmasi yaygin big¢imde
kullanilmakta olup, analiz edilen mesafenin dogasi konusunda az ya da gok sinirlayici
ongoriilerde bulunabilir. Bu yaklasim sonucunda diziler arasindaki genetik uzaklik giftleri
matrisi olusturulur, ayni pozisyonlardaki ¢oklu degisiklikleri ortaya koymak igin
gelistirilen bir formiil kullamlarak hesaplanir (Kimura, 1980). Kiiciik genetik uzaklik ortak
atadan yakin zamanda ayrilmaya ve yakin filogenetik iliskiye isaret etmelidir (Freeman ve
Herron, 2002).

1.9.3. Agaclarm Degerlendirilmesi

Birkag (ya da tiim) olasi agaclar1 kargilastirdiktan sonra, sorulmast gereken soru: en
parsimonik agacin ne kadar iyi oldugudur. Bir¢ok arastirmaci optimal afaca yakin agag
topolojilerini gézle inceler ve optimalden nasil farkli olduklar: iizerine tahmini bir yargiya
varirlar. Eger, optimale yakin agaglar, optimal agactan sadece az bakimdan farkliysalar, en
optimal agact grubun gelisimi konusunda sonuca varmak icin kullanmak daba giivenli
olabilir. Buna ek olarak, bilgisayar programlar ¢ok sayida agaci degerlendirebilir ve
optimale yakin biitiin afaglarca desteklenen bir topolojiyi temsil eden bir uyumluluk agaci
olusturabilirler (Freeman ve Herron, 2002).

1.9.3.1. Se¢-bagla Testi (Bootstrapping)

En tatumlu agaglarn giivenirlilik dereceleri istatistiksel olarak da degerlendirilebilir
(Swofford vd., 1996; Huelsenbeck ve Rannala, 1997). Bu probleme yonelik
yaklagimlardan biri seg-bagla testi (bootstrapping) olarak adlandirilir. Se¢-bagla testinde,

bilgisayar mevcut veri setinden tekrarli érnekleme yoluyla yeni bir veri seti olusturur.
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Ornegin, calismada 300 baz ciftlik bir dizi bulunuyorsa, bilgisayar bu pozisyonlardan birini
rasgele se¢mek ve bunu yeni veri setinde ilk 6ge olarak kullanmakla sec-bagla testine
baglar. Daha sonra, rasgele sectifi bir pozisyon, yeni veri setinin ikinci veri noktasim
olusturur (ikinci veri noktasinin birincisinin ayn1 olma sansi 1/300°diir). Bilgisayar orijinal
verinin rasgele bir orneklemesini temsil eden, 300 baz cifti iceren yeni bir veri seti
olusturuncaya kadar bu isleme devam eder. Sonra, bu yeni veri seti filogeniyi hesaplamak
icin kullamilir. Bu iglemi tekrarlamak suretiyle arastirmaci, yeniden &rneklenmis veri
setinden olugan agaclarda belli bir dalin acifa ¢ikma yiizdesini % 50, % 80 ya da % 100
seklinde ortaya koyabilir. Se¢-bagla tahmininde bir dal ne kadar ¢ok kere agiga ¢ikarsa, bu
dalin gercekte var oldugu konusunda ki glivenimiz artmaktadir. Eger belli bir dal igin seg-
bagla destegi az ise, arastirmaci genellikle agacin bu kismindaki dallama modelini
belirleyemedigi sonucuna vararak ve bunun sonucunda da yaymladid1 agacta bu dal: tek

diigtimden cok-catall1 olarak verir (Freeman ve Herron, 2002).



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyaller

Bu calismada materyal olarak sigilli kurbaga, Bufo bufo, (Linnaeus, 1758)
kullantlmistir. Diinyada Bufonidae familyasina ait tiirlerin yarisindan gogu Bufo cinsine
aittir ve Avustralya, Papua Yeni Gine ve Madagasgar hari¢ Amerika, Avrasya ve Afrika
dahil olmak iizere diinyanin birgok yerinde yayilis gostermektedir. Kozmopolit
dagihimlarindan ve degisik yasam ge¢mislerinden dolay: bu kurbagalar biyocografik ve
canlilarin geligimleri ile ilgili ¢caliymalarda arastirmacilarin ilgisini ¢ekmektedir (Pramuk
vd., 2001). Bufonidae familyas: iginde 33 cins ve yaklasik 450 tiir vardir (Frost, 2002).
Tiirlin sistematigi ise asagidaki gibidir:

Alem : Animalia

Sube : Chordata

Altsube  : Vertebrata

Siif : Amphibia

Takim : Anura

Aile : Bufonidae

Cins : Bufo

Tiir : Bufo bufo (Linnacus, 1758)

2.1.1. Morfolojik Karakterler

Sigilli kurbaBa (Bufo bufo)da viicut boyu 10-15 cm. kadar, parotoid bezler ¢ok
biiyiik, gbz bebegi yatay, gOz irisi altin veya bakir rengindedir. Derileri ¢ok fazla
kabarcikli, sirtta sik ve bariz sigiller bulunur. Erkeklerde ses kesesi yoktur. Baz1 parmak
altlarinda ttiberkiiller ¢ift siralidir. St taraf genellikle kahverengi, bazen kirmizims1 veya
grimsi olabilir. Bu renk iizerinde daha koyu lekeler vardir. Alt taraf kirli beyaz veya grimsi
ve koyu lekelidir (Baran ve Atatiir, 1998). Viicut rengi bulundugu cevreye gore degisir.
Disiler erkeklere gore daha kirmizims: veya kahverengi olur (Beebee ve Griffiths, 2000).
Bu ¢aligmada farkli bolgelerden incelenen Bufo bufo tiiriine ait bazi bireylerin fotograflar
Sekil 3,4, 5, 6,7, 8,9 ve 10°da verilmistir.
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Sekil 3. Rize (Camlihemsin)’den yakalanan disi bir Bufo bufo bireyi (dorsal)

Sekil 4. Rize (Camlihemsin)’den yakalanan disi bir Bufo bufo bireyi (ventral)
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Sekil 5. Artvin (Borgka)’den yakalanan disi bir Bufo bufo bireyi (dorsal)

Sekil 6. Trabzon (Magka)’dan yakalanan disi bir Bufo bufo bireyi (dorsal)



A1

Sekil 8. Giresun’dan yakalanan disi bir Bufo bufo bireyi (dorsal)
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Sekil 10. italya (Sicilya)’dan yakalanan disi bir Bufo bufo spinosus bireyi (dorsal)
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Bufo bufo’da erkekler daha kiiciik boydadir. Bunlan disilerden ayirt eden diger
karakterler sunlardir: On bacaklar daha kash ve dolayisiyla daha kalin yapilidir; deri
¢ogunlukla daha az sigillidir; lireme zamaninda 6n parmaklarin ilk iigiiniin i¢ taraflarinda
siyah ve dikenli kabarciklar meydana gelir. Bu kabarciklar bazen iireme zamani gegtikten
sonra da bir siire kaybolmaz. Normal olarak erkeklerin boyu 10 cm., disilerin ise 15 cm.

kadar olabilir (Ozeti ve Yilmaz, 1994).

2.1.2. Ekolojik-Biyolojik Ozellikler

Karasal bir tiirdiir. Giindiizleri tas altlarinda, toprak i¢indeki delik v.s. gizlenecek
yerlerde bulunur. Bocek, solucan, siimiiklii bocek gibi avlarini yakalamak igin
alacakaranlktan sonra disariya ¢ikar. Avini, dilini disariya firlatmak suretiyle yakalar (dil
onden yapisik arkadan serbesttir). Karada hareketi yavastir; bu hareket kismen kisa
sigramalar yapmak seklinde olur. Beslenme ihtiyaci daha fazla oldugundan, geng bireyler
giindiizleri nemli yerlerde faaliyet gosterirler (Ozeti ve Yilmaz, 1994).

Karasal bir tiir olmakla beraber senede bir defa iiremek igin suya gider. Sudaki
hareketleri (yiizmesi) ceviktir. Tercih ettigi sular cogunlukla havuz veya golciiklerdir,
bazen s1§ sularda da bulunur. Bu ortamda erkekler, disilere nazaran daha fazla sayidadir ve
ekseriyetle es bulurken aralarinda ses ¢ikararak kavga yaparlar. Sesleri, kiiciik bir kopek
yavrusunun uzaktan havlamasini andirir (Ozeti ve Yilmaz, 1994).

Amplexus’da, erkek ©n bacagiyla disiyi koltuk bolgesinden kavrar. iki esin
¢iftlesmesi bir hafta kadar devam edebilir (soguk havalarda 15 giin kadar siirebilir). Bu
devreden sonra, ciftlesme firsati bulamamis erkekler daha bir siire suda kalirlar ve es
edinmek amaciyla ele gegirdikleri diger kurbaga tiirlerini yakalarlar (hatta baliklari, cansiz
objeleri bile).

Yumurtalar her biri birer ovidukttan olmak iizere, iki kordon halinde ¢ikar. Birkag
saat siiren bu olayda (kordonlarin disan ¢ikmasinda) erkekler de arka ayaklariyla yardim
ederler. Kordonlar disar1 giktikga disi tarafindan su birikintileri veya suda bulunan kopmus
agag dallan1 v.s. iizerine sardirilir (Ozeti ve Yilmaz, 1994).

Yumurtalar siyah renkte olup caplarn 1.5-2.00 mm. kadardir. Bir kordon iginde
yumurtalarin dizilisi, birakildiklar1 yere gére degisirse de genellikle 3 — 4 siralidir. Eger
suda bol bitki veya ¢ali varsa bunlara takilan jelatin kordon uzar ve yumurtalar iki sirali

goriiliirler. Jelatinimsi maddeden yapilmis olan bu saydam miisterek kiliftan baska her bir
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yumurtanin etrafinda yine jelatinimsi maddeden yapilmus ayri bir kilif daha vardir.
Kordonlarin boyu normal olarak ii¢ metreyi asmaz (bazi yazarlara gore bes metre veya
daha fazla olabilir). Bir disi tarafindan birakilan yumurta sayist yaklasik olarak 5000 —
7000 kadardir (Ozeti ve Yilmaz, 1994).

Larvalar tam tesekkiil etmeden (dis solungaglari meydana gelmeden ve kuyruk
kisimlari ancak belli iken) kiliftan ¢ikarlar. Bu esnada dis kilif da kismen erimis olur.
Serbest hale gelen embriyolar, heniiz hareketsiz olduklari i¢in bir siire kilifa yapisik olarak
kalirlar (bunlari hareketsiz ve yapisik durumda uzun siralar halinde gormek miimkiindiir).

Yasl larvalarda bariz olarak goriilen spirakulum, viicudun sol tarafinda olup geriye
ve yukartya doniiktiir. Aniis orta hat iizerinde bulunur. Kuyrugun ug tarafi yuvarlaktir.
Agizdaki gaga kismu siyahtir, Sirt taraflar1 siyahims1 kahverengi veya siyahtir; karin tarafi
siyahimsi gridir. En biiyiik larvalart 30 — 32 mm kadar olabilir (bunun yaklagik 20 mm. si
kuyruga aittir). Labial dis siralar1 2/3 seklindedir. Alt ¢cenedeki labial dislerin hepsi agiz
genisligi kadardir (Ozeti ve Yilmaz, 1994).

Larvalar iki-ii¢ ay icinde metamorfozlarini tamamlayarak geng¢ yavrular olarak
karaya ¢ikarlar. Kurak mevsimlerde karaya cikan yavrular kendilerini topraktaki yariklar
icinde veya taslar altinda gizlerler ve kuvvetli bir yagmurdan sonra hepsi birden siirii
halinde disari ¢ikarlar. Bazen yanlis olarak, bunlarin yagmurlarla beraber geldigi zannedilir
(kurbaga yagmuru). Cinsi olgunluga dort yilda erisilir. Erginlerin kig uykusu karada gecer.
(Ozeti ve Yilmaz, 1994).

2.1.3 Cografi Dagihs

Tiir, Fas’in kuzey daglarini, Cezayir ve Tunus’u i¢ine alan kuzeybati Afrika’da
(Frost, 2002), kuzeyde Iskandinavya’ya kadar ve Portekiz’den Sibirya’daki Baykal
Golii’ne kadar yayilmaktadir (Beebee ve Griffiths, 2000). Sekil 11 ve 12’da eski Sovyetler
Birligi’ndeki ve Avrupa’daki dagilimi harita iizerinde goriilmektedir. Vertikal dagilis1 3000
m.’ye kadar ¢ikar (Ozeti ve Yilmaz, 1994; Baran ve Atatiir, 1998).

Yurdumuzda bu tiire ait kayitlarda, bu zamana kadar bahsedilen yerler Kuzeybati
Anadolu, Trakya, Ege, Karadeniz sahilleri ve Akdeniz bolgesinin sahil kisimlaridir (Ozeti
ve Yilmaz, 1994).
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Sekil 12. Bufo bufo’nun Avrupa’daki yayilis alani (Gasc vd., 1997).
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2.2. Yontem
2.2.1. Orneklerin Toplandig Alan

Bu calismada incelenen Bufo bufo 6rneklerinin toplandigi yerler; Artvin (Erenkoy,
Borgka), Rize (Findikli, Camlihemsin, Karasu, Giindogdu), Trabzon (Arakli, Akcaabat,
Yesilova, Macka), Mersin (Mezitli), Giresun ve Giresun Adasi. Ayrica [talya’nin Matera
(Garaguso), Yunanistan’in Metsova (Pindos Daglar1) kentlerinden Bufo bufo 6rnekleri ve

Sicilya (talya)’dan B. b. spinosus 6rnekleri elde edilmistir (Sekil 13).

F\M 1%7 Gurcistan

TURK IWE

Sekil 13. Analiz edilen 29 Bufo bufo bireyinin elde edildigi lokaliteler (rakamlar Tablo
8’deki populasyon numaralaridir)

2.2.2. Orneklerin Toplanmasi ve Morfolojik Olgiimler

Calisma siiresince yakalanan ve daha ¢nceden yakalanmis K.T.U. ve Torino
Universitesi, Biyoloji Boliimii, Zooloji Laboratuarlarinda saklanan toplam 95 (43 erkek, 52
disi) 6rnek incelenmistir. Bu 6rneklere ait bilgiler ve bulunduklari laboratuarlar Tablo 1’de
verilmigtir. Castellano ve Giacoma (1998)’nin kullandig: temel karakterler esas alinarak

her bir 6rnekten 20 farkl: 6l¢iim alinmugtir (Sekil 14).



Tablo 1. Analiz edilen Bufo bufo bireylerine ait bilgiler
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Ulke Sehir Lokalite Disi | Erkek | Larva | Laboratuar
Tirkiye | Artvin | Erenkdy 2 |4 |- K.T.0.
Borcka 3 - - K.T.U.
Rize Camlihemsin 1 - - KT.U.
Findiklx 4 1 - K.T.U.
Giindogdu 1 - - K.T.U.
Karasu 3 - - K.T.U.
Trabzon | Yomra - 1 - K.T.U.
Tonya 1 - - K.T.U.
Cargibas 1 1 - K.T.U.
Mersin - 1 - K.T.U.
Uzungol 1 - - K.T.U.
of 1 - - K.T.U.
Kayabag1 1 - - K.T.U.
Arakh 1 - - K.T.U.
Vakfikebir 3 - - K.T.U.
Sis Dag1 2 |- - KT.0.
Yesilova 3 1 - KT.U.
Akcaabat 1 - - K.T.U.
Macka 3 5 - K.T.U.
Siirmene 1 1 - K.T.U.
Giresun | Merkez 3 |- - K.T.U.
Adapazan | Merkez 2 |- - K.T.U.
Mersin Mezitli 3 |- - K.T.U.
Italya Asti 1 7 - Torino U.
Mugello 1 6 - Torino U
Bergamo | S. Felice al Logo | 3 2 - Torino U
Varese Cuassoal Monte |4 |7 - Torino U
Lecco Onno 1 6 - Torino U
Matera Garaguso - - 5 K.T.U.
Sicilya 1 - - K.T.U.
Yunanistan | Metsova | Pindos Daglart | - - 2 K.T.U.
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Sekil 1. Castellano ve Giacoma (1998)’nmin kullandi1 temel karakterler esas alinarak
Olgiilen 20 morfolojik karakter. Bireylerin kaydedilen viicut olgiiler: (1)VU,
Viicut uzunlugu; (2) BU, Bas uzunlugu; (3) BG, Bas genisligi; (4) BDA, Burun
delikleri aras1 mesafe; (5) BD-BUA, Burun deligi-burun ucu mesafesi; (6) BD-G,
Burun delikleri-goz aras1 mesafe; (7) GOZ-TYM, Goz-tympanium aras1 mesafe;
(8) GC, Goziin cap; (9) TC, Timpanium ¢apy; (10) PU, Parotoid uzunlugu; (11)
(D-D), Dirsekler aras1 mesafe; (12) D-B, Dirsek-bilek aras1 mesafe; (13) ONAY,
On ayak uzunlugu; (14) 1.PARU, 1. parmak uzunlugu; (15) FU, Femur uzunlugu;
(16) TU, Tibia uzunlugu; (17) TAU, Tarsus uzunlugu; (18) AAU, Arka ayak
uzunlugu; (19) DMT-2.P, DMT-2.perde arasi mesafe; (20) DMTU, Dis
metatarsal tiiberkiil uzunlugu.
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2.2.3. Niimerik Analizler

Toplam yedi lokaliteden elde edilen 95 (43 erkek, 52 disi) bireyin 6lgiilen 20 farkls
karakter bakimindan eseyler ve lokaliteler arasinda fark olup olmadifi Varyans Analizi
Tablosu (ANOVA) kullanilarak hesaplanmigtir. Ikiden fazla ana kiitle aritmetik
ortalamasinin kargilastirilmas: ile ilgili testte izlenecek siireg ANOVA tablosu ile
Ozetlenebilir. Buna gore F test istatistifi varyans analizi yardimiyla kullanilir: Farkli ana
kiitlelerden secilen Ornek aritmetik ortalamalar1 arasindaki farklarin karelerinin ortalamasi,
her bir 6rnegin kendi icindeki farklarin karelerinin ortalamasina boliiniir. F test istatistigi
belirlendikten sonra sonuca varilir.

Faktor analizi i¢in Oncelikle 52 disi birey lizerinde Olgiilen 20 morfolojik karakter
kullanilarak 20 x 20 boyutunda bir veri matrisi elde edilmis ve Temel Bilesenler Analizi
(PCA) ad1 verilen faktdr ¢ikartma (extraction) metodu kullanilarak yapilmistir. Rotasyon
teknigi olarak ise bir faktOr lizerindeki biiyiik yiiklerin dagildigi degigsken sayilarini
minimum yapan Varimax teknigi kullanilmistir, Fakttr analizi veriler arasindaki iligkilere
dayanarak verilerin daha anlamli ve Gzet bir bicimde sunulmasiu saglayan bir ¢ok
degiskenli istatistiksel analiz tiiriidiir. Amag esas olarak degiskenler arasindaki karsiliklt
bagimliligin kdkenini aragtirmaktadir,

Ayirma analizinde ise stepwise ve Mahalanobis uzaklik metotlart kullanilmigtir. Bu
analiz, iki veya daha fazla sayidaki grubun ayirimi ile ilgilenen birgok degiskenli ilgi
analizidir. Amagclan arasinda analiz 6ncesi tanimlanmig iki veya daha fazla sayida grubun
ortalama nitelikleri arasinda Onemli farklarin olup olmadifinin test edilmesi, gruplar
arasindaki farka her bir degiskenin katkisinin saptanmasi ve grup ici degisime oranla
gruplar arasindaki ayrimi maksimize eden tahmin degiskenleri kombinasyonunun
belirlenmesi sayilabilir (Kurtulus, 1985; Field, 2000).

Yukarida izah edilen biitiin sayisal analizler (ANOVA, PCA ve Diskriminant) SPSS
bilgisayar programi kullanilarak yapilmugtir. PCA, incelenen bireylerdeki varyasyonu en
iyi agiklayan karakterleri belirlemek amaciyla yapilmistir. Bunun icin ilk olarak her bir
verinin on tabanina gore logaritmasi alinarak standardize edilmistir. Olugturulan
korelasyon matrisinden temel bilesen analizi yoluyla her degiskeni en iyi tamimlayan
Ozdegerleri (Eigenvalue) belirlenmigtir. Daha sonra incelenen bireylerdeki varyasyonu en
iyi aciklayan bilegenler ve bu bilesenler tizerinde en etkili olan karakterler belirlenmis ve
bu bilesenlere gore grafikleri ¢izilmistir.
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2.2.4. Molekiiler Analizler
2.2.4.1. Kurbaga Parmaklarindan Genomik DNA’larmn Izolasyonu

Genomik DNA’larin izolasyonu, bireylerin parmak uclarindan aliman kas
orneklerinden Promega Wizard Genomic DNA Purification ve Qiagen kitleri kullanilarak
gerceklestirilmis ve kullanilincaya kadar —20 °C’de saklanmigtir.

2.2.4.2. Mitokondriyal 16S rRNA Geninin PCR Yardum ile Artirilmasi ve DNA
Dizin Analizi

16S rRNA, saflastirilan genomik DNA’dan 16110 (5’- AGT GGG CCT AAA AGC
AGC CA -3’) forward primeri ile 16H1 (5’- CTC CGG TCT GAA CTC AGA TCA CGT
AGG-3’) revers primerleri kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonuyla (PCR) ile ¢cogaltild1
(Hay vd., 1995). Reaksiyon karisimi, 5 pl (10X) PCR tamponu, 4,5 pl (2 mM)
dNTP’lerden, 1’er pl forward ve reverse primer DNA’s1 (10 mM), 3 ul MgCl; (1,5 mM),
0,5 ul Tag DNA (2,5 u) ve 50 pl’ye tamamlanacak sekilde ddH,O ilave edilerek hazirlandi.
PCR reaksiyonu ise denaturasyon i¢in 94°C’de 15 saniye bekletildikten sonra, 50°C’de 15
saniye, 72°C’de 45 saniye ve 94°C’de 1 dakikaya ayarlanarak 35 dongii seklinde yapildi.
PCR reaksiyonu sonucu olusan iiriin % 1,2°lik agaroz jelde yiiriitiildii.

Yukarida aciklanan primerler kullanilarak genomik DNA’dan artirilan mitokondriyal
16S rRNA genleri bir TA klonlama vektorii olan pGEM-T (Promega) vektoriine klonlandi.
Dogrulugu teyit edilen klonlarin DNA dizin analizi, tiniversal M 13 primerleri kullamilarak
Davis Sequencing ve Macrogen firmalarinda gerceklestirildi.

2.3. DNA Dizin Analizi Sonucunda Evrimsel Agaclarin Olusturulmasi

Elde edilen baz dizileri gesitli metotlar kullanilarak analiz edilmistir: PAUP* 4.0b10
(Phylogenetic Analysis Using Parsimony, * and other methods; Swofford, 1998) paket
program kullanilarak maksimum parsimoni, maksimum olasilik ve genetik uzaklik; TCS
(Clement vd., 2000) programi kullanilarak tiir i¢i varyasyon analizi ve MrBayes 3.0b4
(Huelsenbeck ve Ronquist, 2001) kullanilarak Bayesian analizleri yapilmigtir. Ayrica
filogenetik analizler i¢in en uygun baz degisim modelini bulmak i¢in PAUP* ile birlikte
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Modeltest 3.6 (Posada ve Crandall, 1998), baz dizilerinin bu programlar i¢in uygun
formatlara doniistiiriilmesi i¢in Clustal X ve Clustal W (Thompson vd., 1997) programlar
ve agag dosyalarim goriintiilemek igin TreeView programlar kullanilmigtir.

2.3.1. Modeltest 3.6 ile En Uygun Baz Degisim Modelinin Bulunmasi

En uygun evrimsel baz degisim modeli Modeltest (Posada ve Crandall, 1998),
programuni kullanilarak, hRLT (Hierarchical Likelihood Ratio Tests) degerlerine gore
karar verilmigtir.

2.3.2. TCS (The Method of Templeton, Crandall and Sing) Analizi

DNA baz dizisi 6ncelikle Nexus formatina doniistiiriilmiis, TCS (Clement vd., 2000)
programi kullanilarak haplotipler belirlenmis ve tiir i¢ci varyasyonu gosteren bir ag
olusturulmustur.

2.3.3. Maksimum Parsimoni

Elde edilen baz dizileri, PAUP* 4.0b10 (Phylogenetic Analysis Using Parsimony, *
and other methods; Swofford, 1998) paket program kullanilarak maksimum parsimoni,
maksimum olasilik analizleri yapilmig ve genetik uzaklik matrisleri hesaplanmisgtir.

Maksimum parsinomi analizi, horistik (bulugsal, heuristic search) metoda gore
Modeltest’te bulunan baz degisim modelini (HKY85) dikkate alarak 10000 rasgele ilave
tekrarlar olugturularak, TBR (Tree-bisection-reconnection) ve MulTree yOntemleri

kullanilarak yapilmustir. Se¢-bagla testi (Bootstrapping) ise 1000 tekrar ile yapilmusgtir.

2.3.4. Maksimum Olasilik ve Genetik Uzakhk

Maksimum olasilik analizi horistik metoda gére HKY85 modelini dikkate alarak
10000 rasgele ilave kopya, TBR (Tree-bisection-reconnection) yontemi ve 1000 tekrarls
sec-bagla testi ile yapilmugtir. Genetik uzaklik analizi ise yine HKY85 baz degisim
modeline gore horistik metoda gore yapilmusgtir.
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2.3.5. Bayesian Analizi

Nexus formatina doniistiiriilen DNA baz dizilerinden olugan veri dosyasi, Modeltest
analizi sonucunda bulunan baz degisim modelini kullanarak MrBayes programi
(Huelsenbeck ve Ronquist, 2001) ile Bayesian analizi yapilmigtir. Analizde dort Markov
zinciri (MCMC) kullanilmis ve her bir zincirde her 100. 6rnek kaydedilmistir.

2.3.6. TreeView Program

Filogenetik analizler sonucu olusan agaclarin goriintiilenmesi icin TreeView

programi kullanilmustir.



3. BULGULAR

3.1. Niimerik Analizler

3.1.2. Varyans Analizi (ANOVA)

Niimerik analizler; Italya, Trabzon, Giresun, Mersin, Rize, Artvin ve Adapazari
olmak iizere toplam 7 bolgeden elde edilen 95 Bufo bufo 6rneginden olciilen 20 farkl
morfolojik karakter kullanilarak yapilmistir. Yapilan ANOVA analizi sonucu timpanium
capt (TC), 6n ayak uzunlugu (ONAY), arka ayak uzunlufu (AAU), dis metatarsal
tiiberkiil-2. perde aras1 mesafe (DMT-2.P) karakterleri hari¢ (TC: F= 0,12, p>0,05; ONAY:
F=0,91, p>0,05; AAU: F=6,12, p>0,05; DMT-2.P: F= 2,87, p>0,05) tiim karakterler
bakimindan disi ve erkekler arasinda fark oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Her iki egeyin tiim
karakterler bakimindan ortalama ve standart sapma degerleri Tablo 2’de verilmigtir.

Disi ve erkek bireyler arasinda 6nemli farkliliklar oldugundan diger analizler igin disi
bireyler kullamilmigtir. Disi bireylerin &lgiilen 20 karakterin bolgelere gore ortalama ve
standart sapma degerleri Tablo 3’de verilmigtir. Yapilan ANOVA testi sonucunda bas
genisligi (BG, F=2,36, p<0,05), burun deligi-burun ucu mesafesi (BD-BUA, F=14,57,
p<0,01), timpanium g¢ap1 (TC, F=3,80, p<0,01) ve tibia uzunlugu (TU, F=2,94, p<0,05)
hari¢ diger tiim karakterler bakimindan bélgeler arasinda fark olmadigi bulunmustur.
Yapilan Tukey testi sonucunda ise sadece BD-BUA &zelligi bakimindan Italya érnekleri
bir grupta, digerleri farkl: grupta yer almugtir.

3.1.3. Faktor Analizi

Faktor analizi iki asamada gerceklestirilmistir. Birinci asamada Varimax rotasyon
¢cOziimii metodu ile olgiilen 20 morfometrik 6zelligi aciklayabilmek icin ka¢ faktSriin
yeterli olduguna karar verilmistir. Kullanilacak agiklayici degiskenlerin faktSr analizi
uygulamaya elverisli olup olmadigi Kaiser-Meyer-Olkin (KMO) ve Bartlett kiiresellik
testleriyle Slcililmiistiir. Bu test sonuglarina gore Olgiilen degerlerin faktor analizi yapmaya
uygun oldugu belirlenmigtir (K-M-O degeri: 0,93, Bartlett Testi’nde Khi-kare: 1105,
p<0,01).



Tablo 2. Bufo bufo bireylerinin 20 farkl: viicut dl¢iisiiniin ortalama ve standart sapma (s.d.)
degerleri (mm) (Karakterlerin aciklamas: Sekil 14°de verilmistir)

Karakter Erkek (N=43) Disi (N=52)

Ortalama s.d. Ortalama s.d.
1. VU 76,2 54 93,0 16,2
2. BU 18,9 2.2 22,5 4,8
3. BG 25,3 2,4 30,2 8,2
4, BDA 5,0 0,6 5,7 1,1
5. BD-BUA 4,9 1,2 4,1 1,6
6. BD-G 4,1 0,8 5,1 1,1
7. GOZ-TYM 2,4 0,6 3.2 1,0
8. GC 7,5 0,8 8,7 2,1
9. TC 3,6 4,1 3,8 1,5
10. PU 15,5 2,1 19,3 4,0
11. DD 65,3 6,5 75,0 12,5
12. D-B 21,6 2,4 25,6 4,8
13. ONAY 22,2 21,9 25,2 4,7
14. 1.PARU 7.7 1,1 11,1 3,5
15. FU 31,0 3,6 39,4 7.2
16. TU 26,2 3,7 29,5 54
17. TAU 18,3 2,0 23,1 4,4
18. AAU 33,0 2,8 36,1 7.9
19. DMT-2.P 20,6 2,5 21,9 4.4
20. DMTU 3,7 0,7 4.4 1,1
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Tablo 3. Disi Bufo bufo bireylerinin 20 farkli viicut Slciisiiniin bolgelere gore ortalama
(ort.) ve standart sapma (s.d.) degerleri (mm)

ftalya ~ Trabzon Giresun Mersin  Rize Artvin  Adapazan
Karakter  Ort. Ort. Ort. Ort. Ort. Ort. Ort.
(s.d.) (s.d.) (s.d.) (s.d.) (s.d.) (s.d.) (s.d.)
vU 98,0 87,1 82,9 101,3 93,7 95,8 115,1
11,4 11,8 10,8 6,2 17,4 13,6 11,6
BU 23,6 20,3 21,8 23,5 23,6 24,2 27,0
2,7 5,8 3,6 2,3 4,9 4,0 0,2
BG 34,9 25,6 27,5 32,5 31,7 32,5 37,5
4,7 9,8 6,2 2,0 74 53 0,7
BDA 6,5 52 4,9 59 5,5 5,9 6,2
0,7 0,9 0,5 0,8 1,2 1,0 1.5
BD-BUA 6,6 34 3,1 3,7 32 3,7 4.8
0,6 1,2 0,2 0,2 0,6 0.8 1,2
BD-G 5,7 4,7 4,7 5,2 4,9 5,2 6,8
0,6 1,3 0,9 1,1 0,9 1,3 0,7
GOZ- 3,3 3,0 3,0 3,7 3,0 3,8 4,1
TYM 0,8 1,0 1,0 0,5 0,8 1,3 0,5
GC 7,8 9,0 9,0 6,2 9,5 9,2 9.4
2,7 1,9 1,2 3,0 1,7 1,1 1,9
TC 4,9 32 29 6,1 33 3,8 4,3
1,8 0,7 0,6 4,0 0,6 1,0 0,1
PU 18,0 18,2 19,4 24,5 19,5 19,9 22,7
2,7 4,2 24 1,1 5.3 3,5 2,9
D-D 81,1 69,9 70,5 74,7 75,1 79,6 86,7
12,5 14,0 10,6 4,0 11,6 8,6 3,3
D-B 26,1 23,7 24,3 26,8 26,1 28,6 32,1
2,9 57 4,5 2,2 4,0 4,3 0,7
ONAY 24,7 23,6 25,4 27,6 25,8 21,7 29,8
3,7 4,7 4,5 2,3 5,2 58 4,1
1.PARU 10,1 10,6 9,6 11,7 10,5 14,3 13,6
1,6 3,1 2,6 0,9 2,2 74 0,6
FU 40,4 374 374 41,3 39,7 40,9 474
7,6 8,4 6,0 0,3 7,3 4,9 3,0
TU 33,2 26,5 27,1 30,3 29,3 31,9 34,8
3,8 55 4.9 24,1 3,5 7,0 1,3
TAU 21,8 22,3 22,0 24,1 24,2 254 26,8
3,8 53 4,1 1,5 3,9 4,0 0,7
AAU 31,5 34,7 35,6 37,7 99,5 40,7 40,4
10,6 7,9 6,7 2,0 5,8 5,0 2.8
DMT-2.P 2273 20,4 20,1 22,0 23,0 23,7 25,1
2,5 3,6 4.4 0,3 4,0 3,9 2,7
DMTU 4,6 4,1 4,0 4,7 4,3 4,5 6,2

0,9 1,2 0,9 0,8 0,8 1,1 0,7
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Baslangi¢c ¢oziimiinde Temel Bilesenler Analizi (PCA) adi verilen faktor ¢ikartma
metodu kullanilmigtir. Bu analizde ilk islem standardize edilen ham verilerden 20 x 20
boyutunda bir simetrik korelasyon matrisinin hesaplanmasidir (Tablo 4). Elde edilen bu
matrisin faktor sayisina karar vermede kullanilan 6z degerler (Eigenvalue), varyans ve
eklemeli varyans degerleri hesaplanmistir. Genel bir kural olarak, 6z degeri 1’den biiyiik
olan faktorler secilmistir. Faktdr analizi baslangic ¢6ziimiiniin istatistiki sonuglar1 Tablo
5’te verilmistir. Boylece 52 disi bireye ait 20 degisken yerine bunlardan daha az sayida
olan ve bilegen olarak adlandirilan yeni degiskenler elde edilmistir.

Buna gore 0z deger, varyans ve eklemeli varyans kriterleri g6z Oniine alinarak 3
faktoriin yeterli oldufuna karar verilmistirr Bu 3 ana faktSr varyansin % 78’ini
aciklamaktadir. Birinci ana fakt6r toplam varyansin % 63,4°tinii, ikinci ana faktor % 9’unu
ve tigtincii ana faktdr ise % 5,2°sini aciklamaktadir. Tablo 6’de varimax metoduna gore
faktor analizi rotasyon sonuglari ve degiskenler verilmistir.

Faktorlerin isimlendirilmesinde degiskenlerden fakttr yiikii 0,5 ve iizerinde olanlar
degerlendirmeye alinmugtir. Tablo 6’de ayrica bagimlilik orami verilmistir. Toplum
bagimlilik orammmin yiiksek cikmasi elde edilen sonuclarin istatistiki olarak anlamli
oldugunu gostermektedir. Ornegin belirlenen 3 faktdr viicut boyu (VU) degigkeninin %
94’iinii, femur uzunlugunun (FU) ise % 89’unu agiklamaktadir.

Toplam degisimin % 63,4’lint agiklayan birinci faktdrde goziin capi, 1. parmagin
uzunlugu (1.PARU), arka ayak vzunlugu (AAU), bas uzunlugu (BU) ve genisligi (BG)
degiskenleri hari¢ geri kalan 16 degiskenin faktor ylikii yiiksek ¢ikmugtir.

Ikinci ana faktorde goziin ¢ap1 (GC), 1. parmagin uzunlugu (1.PARU) ve arka ayak
uzunlugu (AAU) degiskenlerinin faktor yiikleri yilksek cikmustir. Bu faktor dlgiilen tiim
degiskenlerin % 9’unu acgiklamaktadir.

Ukgiincii ana faktor ise bireylerin bas boyu ve genisligi (BU ve BG) degiskenlerini
acikladig icin bas 6lciimleri ile ilgili fakt6rdiir. Toplam degisimin % 5’ini agiklayan bu
faktoriin bagimlilik orani da oldukga yiiksektir (% 85 ve % 78).

PCA analizi sonucu olugan faktor skorlarindan yararlanilarak olusturulan grafikte her
bolgeye ait bireylerin birinci ve ikinci bilesen {izerindeki izdiistimleri verilmigtir (Sekil 15).
Grafikte goriildiigli gibi bolgeler arasinda tam bir gruplagma meydana gelmemesine
ragmen, Italya orneklerini digerlerinden aywran kismi bir gruplagsma oldugu dikkati
cekmektedir.
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Tablo 5. Faktor analizi baglangic ¢6ziim istatistik sonuglari

Faktsr No Oz Deger % Varyans  Eklemeli Varyans %
(Eigenvalue)
1 12,68 63,39 63,39
2 1,80 9,00 72,39
3 1,04 5,21 77,60
4 0,93 4,67 82,27
5 0,71 3,54 85,81
6 0,55 2,72 88,53
7 0,44 2,20 90,74
8 0,32 1,61 92,35
9 0,29 1,43 93,79
10 0,25 1,28 95,06
11 0,20 0,98 96,05
12 0,16 0,82 96,87
13 0,15 0,74 97,61
14 0,13 0,63 08,24
15 8,83E-02 0,44 98,68
16 7,77TE-02 0,39 99,07
17 6,7E-02 0,34 99,40
18 5,41E-02 0,27 99,67
19 3,67E-02 0,18 99,86

[y}
(o]

2,88E-02 0,14 100
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Tablo 6. Faktor analizi rotasyon ¢6ziimii

Degisken Bilegenler Bagimlilik Oram
1 2 3
VU 0,90 0,34 0,19 0,94
BU 0,42 0,16 0,81 0,87
BG 0,24 2,27E-02 0,90 0,86
BDA 0,83 0,16 0,33 0,82
BD-BUA 0,81 -0,35 0,25 0,83
BD-G 0,87 0,10 0,29 0,84
GOZ-TYM 0,77 0,24 0,24 0,71
GC 8,67E-02 0,52 -0,31 0,37
TC 0,68 -0,25 0,31 0,62
PU 0,69 0,45 0,19 0,71
D-D 0,86 0,36 0,16 0,89
D-B 0,84 0,38 0,24 0,91
ONAY 0,77 0,50 0,12 0,86
1.PARU 0,50 0,52 0,24 0,58
FU 0,85 0,40 0,11 0,89
TU 0,86 0,20 0,24 0,84
TAU 0,69 0,58 0,20 0,86
AAU 0,12 0,68 0,17 0,50
DMT-2.P 0,79 0,35 0,12 0,76
DMTU 0,86 0,35 0,12 0,87
5 aeesB -:-
[=] e o ] &
= %:U’ B Adapazari
.g a ° O Artvin
@ /=]
o . a 2 Rize
= n%f: o Mersin
a %p E o O Giresun
=1 O Trabzon
‘% ° o Jalya
Bilesen 1 Bilesen 2

Sekil 15. Faktor analizi sonucu olugan her bolgeye ait bireylerin birinci ve ikinci

bilegen tizerindeki izdiigtimleri
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3.1.4. Ayirma (Diskriminant) Analizi

Faktor analizi sonucu goriilen kismi ayrilig1 test etmek amaciyla disi bireyler, Italya
ve diger bolgeler olmak iizere iki grup olarak ayirma analizine tabi tutuldugunda, tek
fonksiyonla bu ayirimin istatistiksel olarak dnemli oldugu (Wilks’s Lambda= 0,194, df= 4,
p<0,001) ve bireylerin % 100 dogru olarak gruplandifi goriilmiistiir (6zdeger: 4,144,
korelasyon katsayisi: 0,90). Stepwise metodu altinda uygulanan Mahalanobis uzaklik
metoduna goére bu aymrmda sirastyla BD-BUA (burun deligi-burun ucu mesafesi), GOZ-
TYM (Goz-timpanium aras1 mesafe), D-D (dirsekler arasi mesafe) ve TU (tibia uzunlugu)
Ozelliklerinin rol oynadig1 belirlenmistir. Bu karakterlerin standardize edilmis ayirma
fonksiyon katsayilart Tablo 7°de verilmigtir. Analizde tek fonksiyon kullanildifi icin
grafiksel 6zeti olusturulamamaistir.

Tablo 7. Disi Bufo bufo bireylerine ait standardize edilmis ayirrma fonksiyon

katsayilari
Fonksiyon 1
BD-BUA 1,737
GOZ-TYM -0,660
D-D -2,110
TU 1,420
Ozdeger 4,144

Varyans (%) 100

3.2. Molekiiler Analizler

3.2.1. DNA Dizin Analizi

Bu caligmada 16 populasyondan toplam 29 bireyin 16S ribosomal RNA geninin 936
bazlik kisminin DNA dizin analizi yapilmugtir. Kullanilan Orneklerin elde edildigi
lokasyonlar ve mitokondriyal haplotiplerin listesi Tablo 8’da ve gen siralari Tablo 9°da
verilmigtir. Bu gen siralart ayrica GenBank’da AY555020 — AY555025 ve AY840225-
AY840247 numaralar: arasinda kayit edilmistir.
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Tablo 8. Bufo bufo bireylerinin elde edildigi lokasyonlar ve mitokondriyal haplotiplerin
listesi.

Populasyon  Lokasyon n  Haplotip Tiir Genbank
no (lilke) kodu
1 Erenkdy, Artvin (Tiirkiye) 1 ERE B. bufo AY555023
2 Borgka, Artvin (Tiirkiye) 1 BOR B. bufo AY840247
3 Findikls, Rize (Tiirkiye) 1 FIN B. bufo AY555024
4 Giindogdu, Rize (Tiirkiye) 1 GUN B. bufo AY840244
5 Karasu, Rize (Tiirkiye) 1 GUN B. bufo AY840246
6 Camlihemsin, Rize (Tiirkiye) 1 CAM B. bufo AY840245
7 Arakli, Trabzon (Tiitkiye) 1 ARA B. bufo AY555025
8 Stimela, Trabzon (Tiirkiye) 3 SUM1 B. bufo AY840231
SUM2 AY840232
SUM3 AY840233
9 Akcaabat, Trabzon (Tiirkiye) 1 AKC B. bufo AY840234
10 Yesilova, Trabzon (Tiirkiye) 1 AKC B. bufo AY840235
11 Giresun (Tiirkiye) 3 GIR1 B. bufo AY840238
GIR2 AY840237
GIR3 AYB840236
12 Adapazan (Tiirkiye) 2  ADAl B. bufo AY840242
ADA2 AY840243
13 Mersin (Tiirkiye) 3 MERI1 B. bufo AY840239
MER2 AY840240
MER3 AY840241
14  Metsova (Yunanistan) 3 MET1 B. bufo AY555022
MET2 AY840230
15 Matera (talya) 5 MATI B. bufo AY555021
MAT2 AY840227
MAT3 AY840228

16  Sicilya (Italya) 1  MAT1  B. b spinosus AY555021
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3.2.2. DNA Dizilerinin Clustal X ve Clustal W Programlar Kullanilarak
Karsilastirnlmas:

DNA dizileri Clustal X ve Clustal W programlar: kullanilarak karsilastinlmis ve

analizler i¢in uygun olan Fasta, Nexus ve PHYLIP formatlarina doniistiirtilmiistiir.

3.2.3. TCS Analizi

TCS (version 1.18) analizine gore incelenen 29 DNA dizisinde 23 haplotip
bulunmustur (Tablo 8) ve bu haplotipler en fazla 17 baz farklilifiyla birbirleriyle
baglanmis bir af meydana getirmistir (Sekil 16). Gilindogdu - Karasu (Rize), Akgaabat -
Yesilova (Trabzon) ve Matera — Sicilya (Italya) drneklerinin baz siralart arasinda fark
bulunamamustir. Analiz ettigimiz Orneklere ek olarak Letonya’dan bir Bufo bufo
(AY325988; Pauly vd., 2004) 6rneginin 890 bazlik 16S rRNA geni dizisi de analize dahil
edilmigtir. Sekil 16’den de goriildiigii gibi haplotipler arasi gruplagsma sadece Mersin,
Stimela (Trabzon) 6rnekleri ile Borgka (Artvin), Camlihemsin, Findikli’y1 (Rize) igine alan
haplotipler arasinda vardir. Haplotipler arasinda 17 baza kadar farklilik olmasina ragmen
cografik olarak gruplasma yok denecek kadar az oldugu goriilmektedir. Ayrica bu analize
gore Sicilya ve Letonya haplotipleri atasal haplotipler olarak belirlenmistir.

3.2.4. Modeltest 3.6 Programi ile En Uygun Baz Degisim Modelinin Bulunmasi

TCS analizi sonucunda saptanan 23 haplotipin DNA dizisi Modeltest 3.6
programinda analiz edildiginde hiyerarsik olasilik oran testlerine (hLRTSs, Tablo 10) gére
en uygun baz degisim modelinin HKY85 (Hasegawa vd., 1985) oldugu goriilmiistiir (-lnL=
2079). Baz frekanslar1 ise 0.33 (A), 0.2297 (C), 0.1752 (G), 0.2651 (T) ve Ti / Tv oram
2.6892 olarak bulunmustur. Ayrica analiz sonucu olusan ‘scores’ dosyas: filogenetik

analizler icin PAUP* program tarafindan kullanilmigtir.
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Tablo 10. Modeltest 3.6 programinin analiz sonuglari

Esit baz frekanslar

Ti=Tv

Sifir hipotezi = JC
Alternatif hipotez = F81
2(InL1-InLO) = 49,9712
P degeri <0,000001

Sifir hipotezi = F81
Alternatif hipotez= HKY
2(InL1-InLO) = 98,3740
P degeri <0,000001

Ti oranlar esit

Sifir hipotezi = HKY
Alternatif hipotez= TrN
2(InL1-InL.O) = 3,3281
P degeri = 0,068104

Tv oranlar esit

Karakterler arasinda esit oransal homojenlik

Sifir hipotezi = HKY
Alternatif hipotez= K81uf
2(InL1-InL0) = 2,0356
P degeri = 0,153649

Sifir hipotezi = HKY

Alternatif hipotez= HKY+G

2(InL1-InLO) = 0,1729
P degeri = 0,338795

Sabit karakterler yok

Sifir hipotezi = HKY

Alternatif hipotez= HKY+I

2(InL1-InL0) = 0,2529

-InL.0 = 2153,2610
-InL.1 =2128,2754
df=3

-In1.0 = 2128,2754
-InLL1 = 2079,0884
df=1

-InL.0 = 2079,0884
-InLL1 = 2077,4243
df=1

-InL.0 = 2079,0884
-InL1 = 2078,0706
df =1

-InLO = 2079,0884
-InL.1 = 2079,0020
df =1

-InL0 = 2079,0884
-InL1 = 2078,9619
df =1
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3.2.5. Maksimum Parsimoni (Maksimum Tutumluluk) Analizi

Parsimoni analizinde 938 karakter incelenmis ve 796’sinin sabit, 128’inin ise
degisken karakter oldugu fakat parsimonik bilgi icermedigi, 14’liniin ise parsimonik bilgi
icerdigi goriilmistiir. Horistik inceleme sonucunda toplam 9160834 farkli agac topolojisi
olusturulmus ve en iyi parsimonik agaclarin skoru 148 olarak bulunmus ve son olarak 11
tanesi kaydedilmigtir. Bu 11 agacin ‘strict konsensus’ filogrami ve 1000 tekrarl: se¢-bagla
testi degerleri Sekil 17°te goriilmektedir. Buna gore haplotipler arasinda belirli cografik
bolgeleri birbirinden ayiracak dallanmalar meydana gelmemistir. TCS analizi sonucu
olusan aga benzer olarak Findikli, Camlithemsin, Borgka haplotipleri ayni grupta yer

alirken Yunanistan ve Mersin haplotipleri de kendi iginde beraber gruplanmistir.

3.2.6. Maksimum Olasilik ve Genetik Uzakhk Analizleri

Maksimum Olasilik analizinde horistik inceleme sonucunda toplam 12365 farkl
agac topolojisi olusturulmug ve bulunan en iyi agaglarin skor sayisi1 2071,16’dir. Analiz
sonucu, tek farklari AY555025 ile AY840244 no’lu haplotiplerinin yer degisimi olan 2
agac meydana gelmistir (Sekil 18). ML sonucu olusan agag, haplotiplerin gruplagmasi
bakimindan MP agacindan farksiz oldugu goriilmiistiir. 1000 tekrarli se¢-bagla testi sonucu
olusan % 50 majority rule konsensus agaci ile Maksimum Parsimoni analizi sonucu olugan
strict konsensus agacinin birbiriyle ayni oldugu goriilmiigtiir. ML analizi sonucundaki se¢
bagla testi degerleri de MP agacinin iizerinde verilmistir (Sekil 17).

Haplotiplerin uzaklik matriksi de yine HK'Y85 modeli kullanilarak tespit edilmistir
(Tablo 11). Sekil 17°te de goriildiigii gibi haplotipler arasindaki genetik varyasyon oldukca
diigiiktiir ve % 0,11-1,85 arasinda degisim gostermektedir (Tablo 11). En diisiik farklilik
olan % 0,11, Italya haplotipleri ile Akcaabat, Giresun haplotipleri arasinda (GIR2 ve
GIR3) ve Akgaabat ile Arakli, Adapazar1t (ADA2) ve Giindogdu haplotipleri arasinda
gorilmistiir. En yiiksek farkliik olan % 1,85 ise Borcka ile Adapazari (ADAL)
haplotipleri arasinda bulunmustur. Italya haplotipleri (MAT1, MAT2, MAT3) % 0,11
farklilhikla en ¢ok Akcaabat ve Giresun haplotiplerine (GIR2 ve GIR3) benzerlik
gosterirken (1 baz farklilikla), % 1,19’1a en fazla Borcka haplotipinden (10 baz farklilikla)
farkls bulunmusgtur. Yunanistan haplotipleri ise (MET1 ve MET2) % 0,32 farklilikla en ¢ok
Akcaabat ve Giresun haplotiplerine (GIR2 ve GIR3) benzerlik gosterirken (3 baz
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farklilikla), % 1,52 ile (14 baz farklilikla) en fazla yine Borcka haplotipinden farkls

bulunmustur.

3.4. Bayesian Analizi

Toplam 2 milyon agag igerisinden her 100. agacin secilmesiyle yapilan Bayesian
analizi sonucu olusan majority rule konsensus agag ve posterior olasilik degerleri Sekil
19’te goriilmektedir. Agacin topolijisi incelendiginde MP ve ML agaglan ile olusan
gruplagsmalar bakimimndan (Mersin, Stimela, Yunan haplotiplerinin kendi iginde
gruplasmas: ve Findikli, Camlithemsin, Borcka haplotiplerinin ayni1 grupta yer almasi)
biiytik benzerlik gostermesine ramen Letonya haplotipinin digerlerinden ayri bir dalda yer
almas ile diger agaclardan farklilik gostermektedir.
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g

B

Letonya

Sekil 17. En parsimonik 11 agacin strict konsensus filogrami. Maksimum Parsimoni ve
Maksimum Olasilik analizlerinin bootstrap (sec-bagla testi) degerleri dallar
iizerinde verilmistir (MP /ML)
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Sekil 18. HKY85 modeli uygulanarak Maksimum Olasilik (ML) analizi sonucu olusan
filogram.
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Bayesian posterior olasilik degerleri
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4. TARTISMA

Sigilli kurbafa (Bufo bufo)’'nin taksonomik durumu bugiine kadar yapilan
morfolojik ve molekiiler calismalarla ortaya konulmaya calisilmigtir. Bu tez ¢aligmasinda
ise aym tiiriin daha 6nceki ¢alismalarindan elde edilmis olan morfolojik bulgulara Artvin,
Rize, Trabzon, Giresun, Mersin, Adapazar ve Italya populasyonlar: calisilarak, bazi ilave
sonuglar elde edilmis ve daha 6nce Tiirkiye’de caligilmamis olan mitokondriyal 16S rRNA
geninin 936 bazlik kismu dizin analizi yapilarak tiir i¢i varyasyon ve filogenetik sonuglar
tespit edilmigtir.

Bu caligmada, 7 farkli bolgeden elde edilen 95 Bufo bufo rneginin 20 farkli
morfolojik karakterine ANOVA testi uygulandifinda TC (timpanium c¢ap1), ONAY (6n
ayak uzunlugu), DMT-2.P (DMT-2.perde aras1 mesafe) ve AAU (arka ayak uzunlugu)
Ozellikleri hari¢ tiim karakterler bakimindan disi ve erkekler arasinda fark oldugu
goriilmiistiir. Fark goriilen 6zelliklerden BD-BUA (burun deligi-burun ucu mesafesi) ve
GOZ-TYM (gbz-tympanium aras1 mesafe) hari¢ diger tiim 6zellikler bakimindan disilerin
erkeklerden daha biiylik degerlere sahip oldugu gozlenmistir. Bu durum kuyruksuz
kurbagalarda goriilen ve genellikle disilerin erkeklerden daha biiyiik oldugu ‘seksiiel
dimorfizm’ ile ilgilidir ve daha 6nce kara kurbagalar ile ilgili yapilan birgok ¢alismada da
dogrulanmustir (Gittins vd., 1980; Gittins, 1983; Reading, 1990).

Disi ve erkek bireyler arasinda onemli farkliliklar oldugundan, morfolojik
karakterler bakimmdan bolgeler arasinda fark olup olmadigini belirlemek amaciyla disi
bireylere uygulanan ANOVA testi sonucunda bag genisligi (BG, F=2,36, p<0,05), burun
deligi-burun ucu mesafesi (BD-BUA, F=14,57, p<0,01), tympanium c¢ap1 (TC, F=3,80,
p<0,01) ve tibia uzunlugu (TU, F=2,94, p<0,05) hari¢ diger tiim karakterler bakimindan
bolgeler arasinda fark bulunmamistir. Yapilan Tukey testi sonucunda ise sadece BD-BUA
ozelligi bakimindan Italya 6rnekleri bir grupta, digerleri farkli grupta yer almistir. Yani
morfolojik karakterler bakimindan bolgeleri birbirinden ayiracak veya gruplandiracak
istatistiki agidan 6nemli sonuglar elde edilmemistir. Yalmzca Italya 6rneklerinin daha sivri
burunlu oldugu goriilmiistiir.

Reading (1990) Ingiltere’nin giineyinde birbirine ¢ok yakin (27 km) iki lokalitedeki
Bufo bufo populasyonlarini incelemis ve digerinden yaz mevsiminde % 27, kisin ise % 37

daha fazla yagmur alan bolgedekilerin daha iri viicutlu oldugunu gostermiglerdir. Iki
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bolgenin iklim ve habitatinin sorumlu oldugu diisiiniildiigiinde, daha heterojen ve daha
fazla yagmur alan bolgedeki kurbafalarin viicut biyiikliiklerinin daha fazla oldugu
goriilmiistiir. Reading (1990)’in elde ettigi bu sonuclar B. viridis (Nevo, 1972; Jorgensen,
1984), B. calamita (Hemmer ve Kadel, 1972; Boomsma ve Arntzen, 1985) ve B. marinus
(Zug vd., 1975)’ta bulunan sonuglarla ayn1 dogrultudadir. Sonugta kurbagalarin viicut
biiytikliiklerinin bolgeler arasindaki gevresel sartlara ve besin bolluguna bagli oldugu
varsaylmistir (Reading, 1990). Bu degerlendirmeler dikkate alindifinda, ozellikle viicut
boyu bakimindan bélgeler arasinda bir farkin gézlenmemesi, bizim bulgularimiza ters
diismektedir. Bunun nedeni, incelenen birey sayisinin bolgelere gore az sayida olmasi veya
bu farklilifin gercekten gevresel sartlara ve 6zellikle besin bolluguna bagh oldugudur.

Bu ¢alismada yer alan Bufo bufo tiiriinlin yurdumuzdaki alttiir durumu morfolojik
verilere dayali olarak arastirilmig ama kesin bir sonu¢ elde edilememistir. Bu nedenle
sistematik durumu halen karnigiklifim1 korumaktadir. Bugiine kadar tiirtin Tiirkiye’den ii¢
alttiirii  bildirilmigtir. Bodenheimer (1944), Kuzeybati Anadolu, Ege Bdlgesi ve
Karadeniz’den toplanan Ornekleri nominat alttiirden almustir. Eiselt (1965), Trabzon’dan
elde edilen Ornegi Kafkaslarda dagilis gosteren B. b. verrucosissimus alttiirii olarak kabul
etmistir. Fakat son yillara kadar alttiir olarak bilinen B. b. verrucosissimus, Orlova ve
Tuniyev (1989) tarafindan ayrt bir tiir olarak kabul edilmistir (Tarkhnishvili, 1996).
Basoglu ve Ozeti (1973)’ye gore Rize’den elde edilmis Frankfurt Zooloji Miizesi’nde yer
alan bir ornek ise Kuzeybat1 Afrika ve Akdeniz bolgesinde yayildig: kabul edilen B. b.
spinosus olarak tayin edilmistir. Clark ve Clark (1973), Hopa ve Balikesir yakimlarindaki
Mustafakemalpasa’dan buldugu iki 6rnegi B. b. spinosus olarak kaydetmistir. Bunun
nedeni ise daha iri viicutlu olmalar1 ve sigillerinin farkliligidur.

Yilmaz (1984), ozellikle viicut vzunlugunun biiyiik degerlerde olmasi nedeniyle
Trakya’dan elde ettigi ornekleri; Sparreboom ve Arntzen (1987), Akcakoca, Akyazi ve
Zonguldak’tan elde ettikleri 6rnekleri; Tok (1999), Resadiye (Datga) Yarumadasi’ndan elde
ettigi ornekleri (viicut uzunluklar disilerde 130,6; 125,0; 89,2 ve erkekte 65,6 mm); Baran
ve arkadaslari (1997) ise yaptiklart caligmada Camlithemsin (Rize)’den elde ettikleri
orneklerin B. b. spinosus alttiiriine dahil edilmesini uygun bulmuslardir. Ayrica Ozdemir
ve Baran (2002) Murat Dagi’ndan (Kiitahya-Usak) elde ettikleri tek Ornegi morfolojik
karakterlerine gére (viicut uzunlugu: 100,7, bas uzunlugu: 27,5 ve bas genisligi: 39,6 mm)
B. b. spinosus olarak degerlendirmislerdir. Bu tez ¢aligmasinda ise Bufo bufo’nun bolgelere

gore ortalama viicut boylari 82,9 ile 115,1 mm arasinda degismesine ragmen daha 6nce de
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bahsedildigi gibi viicut boylari bakimindan bélgeler arasinda istatistiksel olarak fark
bulunmamigtir.

Yimaz ve Kumlutas (1995), Tiirkiye’de yasayan (Trakya, Ege, Akdeniz ve
Karadeniz Bolgesi) Bufo bufo’nun dagilisi ve taksonomik durumu hakkinda yaptiklari
incelemede viicut uzunluk ve oranlarinin, diinyanin degisik bolgelerinden toplanan
Orneklerin bulundugu British Museum’da Avrupa ve Asya’nin gesitli yerlerinden elde
edilmig Orneklerin incelendigi Boulenger (1898)’in eserindeki Slctimlerle hemen hemen
aynt oldugu veya biiyik benzerlik gosterdigini bildirmislerdir. Sonu¢ olarak, sadece
morfolojik karakterlerin (sigillik, renk ve desen) yurdumuzdaki Bufo bufo’larin alttiir
durumu hakkinda bir hiikiim vermeyecegini vurgulamiglardir.

Ayrica Yilmaz ve Kumlutag (1995), daha 6nceleri Bufo bufo’larin alttiir ayriminda
kullanilan sigillilik karakterinin taksonomik agidan ¢ok kesin ve mithim bir karakter
olmadigini da belirtmislerdir. De Lange (1973), derideki sigillerin farkliliginin iklimsel
faktorlerden kaynaklandigini, kuzey bolgelerdekilerin sivri sigillere sahip olduklarini,
giineydekilerin ise yass1 sigillere sahip oldugunu gdrmiistiir. Nitekim Hemmer ve Bohme
(1976) de bu karakteri sistematik olarak siipheli karsilayarak, cografik bolge yaninda
mevsimsel olarak da degisen (lireme mevsimine bagli olarak) bir karakter oldugunu
vurgulamuglardir. Ciinkii sigillik karakteri yaga, mevsime ve cinsiyete bagl olarak degisen
bir 6zellik olup, aym bolgede ¢ok iri, sivri ve sik sigilli 6rneklerin yaninda seyrek ve yasst
sigillerde goriilebilir (Yilmaz ve Kumlutag, 1995). Bu nedenle sigillilik karakteri bu
caligmada kullanilmamustir. |

Bufo bufo’nun tiir i¢i sistematigine katkida bulunmak i¢in De Lange (1973), yaptig1
calismada bu tiirlin Orneklerini morfolojik yonden incelemis ve B. b. spinosus’un
taksonomik durumuna ¢6ziim bulmaya caligmustir. Sigillilik 6zelligine ek olarak, ortalama
ve maksimum viicut boyunun kuzeyden giineye gidildikge arttiini, Akdeniz kismindaki
populasyonlarin ayri alttiirler olmadifini savunmustur ve ‘spinosus’ alttiirliniin
karakteristik 6zelligi olarak varsayilan viicut biiyiikliigiiniin sadece alttiiriin yayilis sahasi
iginde olmadigin belirtmistir. Yapilan ¢aligmalarda muhtemelen rasgele biiyiik bireylerin
toplandigini ileri siirmiistiir. Bu sonuglar bizim bulgularimizla da desteklenmektedir ve
Tiirkiye’de Bufo bufo tiiriine ait farkl: alttiirlerin olmadig: seklinde agiklanabilir. Fakat Tok
(1999)’un da belirttigi gibi durumun agiklifa kavusturulmasi igin daha bol materyal
tizerinde yapilacak morfolojik ¢aligmalar yaninda degisik taksonomik yontemlerden de
yararlanmak gerekmektedir.
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Yapilan faktor analizinde (Temel Bilesenler Analizi=PCA) 6z deger, varyans ve
eklemeli varyans kriterleri g6z Oniine alindifinda 3 faktoriin yeterli oldugu goriilmiistiir.
Bu 3 ana fakttr varyansin % 78’ini agiklamaktadir. Birinci ana fakttr toplam varyansin %
63,4’1inii, ikinci ana faktér % 9’unu ve ticlincii ana faktor ise % 5,2’sini aciklamaktadir.
Toplam degisimin % 63,4’ iinii aciklayan birinci fakttrde goziin ¢api, 1. parmagin uzunlugu
(1.PARU), arka ayak uzunlugu (AAU), bas uzunlugu (BU) ve genisligi (BG) degiskenleri
harig geri kalan 16 degiskenin faktor yiikii yiiksek ¢ikmustir. Ikinci ana faktorde goziin capt
(GC), 1. parmagin uzunlugu (1.PARU) ve arka ayak uzunlugu (AAU) degiskenlerinin
faktor yilkleri yiikksek cikmigtir. Bu faktor Olgiilen tiim degiskenlerin % 9’unu
aciklamaktadir. Uclincii ana faktor ise bireylerin bag boyu ve genisligi degiskenlerini
acikladig icin bag Olgtimleri ile ilgili faktdrdiir. Toplam degisimin % 5’ini agiklayan bu
faktoriin bagimlilik orani da oldukga yiiksektir (% 85 ve % 78).

PCA analizi sonucu olugan faktor skorlarindan yararlanilarak olusturulan grafikte her
bolgeye ait bireylerin birinci ve ikinci bilesen iizerindeki izdiisiimleri incelendifinde
bolgeler arasinda ANOVA analizinde oldugu gibi Italya 6rneklerini digerlerinden ayiran
kismi bir gruplasma oldugu dikkati cekmektedir. Bu sonu¢ dikkate alinip biitiin bireyler
Italya ve diger bolgeler olmak iizere iki grup olarak ayirma analizine (Diskriminant
Analizi) tabi tutulduunda, bu ayirimun istatistiksel olarak Onemli oldugu (Wilks’s
Lambda= 0,194, p<0,001) ve bireylerin % 100 dogru olarak gruplandif: goriilmiistiir
(6zdeger: 4,14, korelasyon katsayisi: 0,90). Stepwise metodu altinda uygulanan
Mahalanobis uzaklik metoduna gore bu ayirimda sirastyla BD-BUA (burun deligi-burun
ucu mesafesi), GOZ-TYM (G6z-tympanium aras1 mesafe), D-D (dirsekler arasi mesafe) ve
TU (tibia uzunlugu) Ozelliklerinin rol oynadigi belirlenmistir. Boylece yukarida da
bahsedildigi gibi Bufo bufo tiiriinde morfolojik olarak bolgeleri birbirinden ayiracak farkl
alttiirlerin olmadigi PCA analizi ile de desteklenmistir seklinde yorumlanabilir. Fakat
ANOVA testindeki sonuca benzer olarak Italya ornekleri 6zellikle BD-BUA karakteri
bakimindan digerlerinden ayrildig1 yani daha sivri burunlu oldugu goriilmektedir.

Bu calismada, morfolojik verilere ek olarak Artvin’den Italya’ya kadar olan bolgede
16 populasyondan toplam 29 bireyin mitokondriyal 16S rRNA’smin inceledigimiz 936
bazlik kisminda Bufo bufo populasyonlar1 arasinda maksimum 17 baz farklilik
bulunmustur. Bu farklilik Macey ve arkadaglarinin (1998) Asya’daki Bufo andrewsi
populasyonlar: iizerine yaptigi ¢aligma sonucunda buldugu verilere benzerdir (1063 baz
ciftlik DNA dizisinde 22 baz degisimi). Cografik olarak oldukca uzak olan bolgelerdeki
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populasyonlar arasinda diisiik varyasyonlar bildiren Liu ve arkadaslar1 (2000), Harris ve
arkadaglar1 (1998) ve Harris (2001)’in ¢aligmalariyla da benzer bir sonug ortaya ¢ikmigtir.
Liu vd. (2000) Asya’da birbirinden cografik olarak oldukca uzak olan Bufo melanostictus
populasyonlarinda 5 baz degisimi bulmugtur. Harris (2001) ise mitokondriyal 16S rRNA
geninin 576 bazlik kismm iizerinde yaptig1 ¢aligmasinda Ingiltere’yi de icine alan Bat1 ve
Orta Avrupa’da toplam 8 Bufo calamita populasyonunu incelemis ve en fazla 4 baz
farklilik bulmustur. Tir igindeki bu diisiik varyasyon Harris ve arkadaslart (1998)
tarafindan siiriingenlerde de bildirilmigtir. Ayrica bu tez ¢aligmasinda, tiir i¢indeki genetik
farklilik diisik olmasina ragmen oldukca fazla haplotip bulunmustur (29 bireyde 23
haplotip). Riberon vd. (2001) bizim bulgularimiza benzer olarak Salamandra atra tiiriinde
13 populasyonda 10 haplotip tespit etmistir. Bunun sebebi analiz edilen mtDNA
fragmentinin uzun olmasi (936 bp) ve hizli bir populasyon artig1 sonucu yakin zamanda
meydana gelen mutasyonlar olabilir. Ayrica ¢ogu taksonun etkilendigi Pleistocene dénemi
de neden olmus olabilir. Birbirine ¢ok uzak cografik alanlardaki canlilarda gozlenen diisiik
seviyedeki molekiiler farkliliklar, yakin zamanda meydana gelen degisimleri akla getirir
(Riberon vd., 2001).

Bu calismada analiz edilen Giindogdu - Karasu (Rize), Akgaabat - Yesilova
(Trabzon) ve Matera — Sicilya orneklerinin baz siralari arasmnda fark bulunamamugtir.
Bunun sebebi Giindogdu ile Karasu’nun ve Akgaabat ile Yesilova’nin birbirine ¢ok yakin
olmas: olabilir. Italya’nun Sicilya bolgesi’nden elde edilen Bufo bufo spinosus oldugu
varsayilan Ornek ile Matera kentinden elde edilen 6rnegin baz siralarinin aymi olmasi de
Lange (1973)’in Akdeniz kismindaki populasyonlarin ayri alttiirler olmadifi savim
desteklemektedir. Analiz etti§imiz Orneklere ek olarak Letonya’dan bir Bufo bufo
(AY325988; Pauly vd., 2004) 6rneginin 890 bazlik mitokondriyal 16S rRNA geni dizisi de
analize dahil edilmistir. TCS analizi sonucu olusan agda, MP ve ML analizleri sonucu
olusan filogramlardan da goriildiigii gibi haplotipler aras1 gruplagma sadece Yunanistan,
Mersin, Siimela 6rnekleri ile Borcka, Camlihemsgin, Findikli’y1 icine alan haplotipler
arasinda vardir. Yunanistan’in Metsova bodlgesi’nden elde edilen iki 6rnegin analiz edilen
16S rRNA geninde 2 baz farklilik bulunmugtur ve MP, ML ve Bayesian analizleri sonucu
olusan filogramlarda bir grupta yer almistir. Mersin’den ve Siimela’dan elde edilen 3’er
O6regin de TCS, ML ve Bayesian analizi sonucu olusan filogramlarda birer grupta yer
almasinin nedeni aymi populasyondan olmalari ve aralarinda (Mersin grubunda 3-4,
Stimela grubunda 4-5 baz) az farklilk olmasidir. Aym sekilde Findikli, Borcka ve
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Camlihemsin ornekleri de biitiin filogramlarda bir grup olusturmugtur. Camlihemsin ile
Borgka haplotipi arasinda 7 baz farklilik bulunurken, Camlihemsin ile Findikli haplotipi
arasinda 3 ve Borgka haplotipi arasinda ise 4 baz farklilik tespit edilmigtir. Bunun nedeni
de yine bu bolgelerin birbirine yakin olmasi ve iiglinlin de benzer sekilde dag
populasyonlarina ait olmast olabilir. Bu ¢alismada incelen tiim haplotipler arasinda 17 baza
kadar farklilik olmasina ramen cog@rafik olarak gruplasma yok denecek kadar az oldugu
goriilmektedir. Her ne kadar morfolojik verilere gtre BD-BUA karakteri bakimindan
Italyan ornekleri kismi bir aymmm gosterse de, DNA dizin analizleri sonuglar1 farkh bir
alttiiriin varligini desteklemiyor goziikmektedir.

Diger taraftan Hemmer (1975) Bufo bufo bufo ile Bufo bufo spinosus iizerindeki
elektroforetik galigmasiyla bu iki alttiiriin genis dagilis alanindaki melez populasyonlarma
dikkat ¢ekmekle beraber zoocografik acidan c¢ok kesin ve aywrici bir netice ortaya
koymamugtir. Liischer vd. (2001) ise Isvicre’de B. b. bufo ve B. b. spinosus tiirlerinden
olusan toplam 24 populasyonun genetik farkliligini allozim teknikler (10 lokus tarafindan
kodlanan 8 enzimin yatay nigasta jel elektroforezi) kullanarak analiz etmiglerdir. Caligma
sonucunda, Cek Cumhuriyeti ve kuzey Almanya’dan elde ettikleri B. bufo Orneklerini
kuzeydekilerden ayiran morfolojik karakterlerin ekolojik olarak belirlendigi veya bagimsiz
olarak kendiliginden gelistigi fikrini ortaya koymuslardir. Anadolu, Italya ve
Yunanistan’daki B. bufo populasyonlar1 iizerine yapilan bu tez caligmasinda BD-BUA
karakteri disinda 6nemli bir morfolojik ve genetik farklihgm bulunmamas: Liischer vd
(2001)’nin ¢alismalarimi da desteklemektedir.

Yapilan bu ¢alisma sonucunda Bufo bufo haplotipleri arasinda % 0,11 ile % 1,85
arasinda degisen farklilik bulunmugtur. Letonya’dan elde edilen B. bufo ile bizim
inceledigimiz Ornekler arasinda da tiir i¢ci varyasyon degeri arasinda bir farklilik
gozlenmistir. Bu durum Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden elde edilen B. viridis ile
Ukrayna’dan elde edilen &rnek arasinda aymi gen bakimindan benzer (% 0,11 - % 0,91)
bulunmustur (yaymnlanmamus bilgi).

Bufo cinsinde her 1 milyon yilda her bir nesil arasinda % 0,69’luk bir molekiiler
degisim oldugu bilinmektedir (Macey vd., 1998). Avrupa ile bizim Srneklerimiz arasinda
cografik olarak en uzak bolgeler arasindaki (Italya-Borgka) en biiyiik molekiiler farklilik %
1,19°dur. Bu orandan yola ¢ikarak yaklasik 0,86 milyon yil 6nce Pleyistosen devrinde
farklililagtiklart sonucu ortaya c¢ikmustir. Avrupa semenderlerinin  filocografyasim
inceleyen Babik ve arkadaglart (2005)’nin ¢aligmasinda da bizim bulgularimiza benzer
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olarak tiir i¢i genetik farklilagsmanin Snemli bir boliimiiniin Pleyistosen’de basladig tespit
edilmigtir. Bu durum diger kuyruklu kurbaga tiirlerinde Tan ve Wake (1995), Tarkhnishvili
vd. (2000), Riberon vd. (2001) ve Weisrock vd. (2001) tarafindan da benzer bulunmustur.
Filocografik caligmalar, Pleyistosen devrindeki buzullagmalarin tamamen bir tiirlesmeye
sebep olmadigini fakat Snemli genetiksel cesitliligin ortaya ¢tkmasinda rol oynadigim
gostermigtir (Babik vd., 2005).

Pleyistosen devrinde baglayan farklilagmalari ayrica Tetis Denizi’nin kapanmasiyla
Anadolu’nun periyodik olarak orta Avrupa’dan izolasyonuna sebep olmasi (Steininger ve
Rogl, 1984) da desteklemektedir. Ciinkii baz1 palearctik bolgeler canli gegisleri i¢in Snemli
koridorlar olusturur ve Anadolu bir¢ok kez fauna ve flora degisimlerinden etkilenmistir.
Avrupa, Asya ve Afrika kitalar1 arasinda yer aldigindan Oligosen’in sonlarindan beri
bircok kez canli gegislerine tanik olmustur (Steininger vd., 1985; Koswig, 1955). Bu
yiizden Anadolu ile Avrupa arasinda meydana gelen baglantilar sonucunda vikaryantlarin
olmas1 miimkiindiir. Weisrock vd. (2001)’ne gore Sekil 20’da goriildiigi gibi; A)
Oligosende (23 milyon yil Once) Orta Avrupa ile Anadolu bir kara pargasiyla
baglantiliydilar, B) Erken Miyosende (20 milyon yil nce) Orta Avrupa bir deniz yoluyla
Anadolu’dan ayrilmstir, C) Orta Miyosende (14 milyon yil 6nce) Orta Avrupa ve Anadolu
tekrar birlesmistir, D) Ge¢ Miyosende (12 milyon yil 6nce) Orta Avrupa ile Anadolu tekrar
deniz ile birbirinden ayrilmistir. Son olarak Anadolu platosu, Arap Yarimadasi’nin kuzeye
dogru hareketi sonucu 5-10 milyon yil Once yikselerek tamamen ortaya ¢ikmigtir
(Quennel, 1984; Steininger ve Rogl, 1984) (Weisrock vd., 2001).

Pliyosen ve Pleyistosen’deki buzul ¢aglarin (2-4 milyon yil 6nce) etkileri, genetik
degisimler ve tiirlerin farklilagmas1 aragtirmacilanin 6zellikle ilgisini ¢ekmektedir (Cooper
vd., 1995; Hewitt, 1996; Klicka ve Zink, 1997; Lunt vd., 1998; Taberlet vd., 1998; Hewitt,
2000; Trewick vd., 2000; Ibrahim vd., 2002). Milankovitch teorisine gore, buz tabakalar
140000 yillik bir donemde var olmuglar ve sonra Arctik zirvelerinden giineye dogru
giderek yok olmuslardir. Buzul ¢aglar arasinda sicaklikta ortalama 10-12°C’lik bir diisiis
meydana gelmistir (Webb ve Bartlein, 1992; Roy vd., 1996; Taberlet vd., 1998).

Biyocografik olarak Pliyosen ve Pleyistosen’deki buzul c¢aglarda iklimde meydana
gelen ani degismeler buzullagmis bolgelerde (Ozellikle orta ve kuzey Avrupa) hassas
populasyonlarin yok olmasina veya giineye dogru yayilmalarina neden olmustur (Hewitt,
1996). Aym1 zamanda sofuk iklimleri tercih eden tiirlerin biiylik olasihkla buzul
dénemlerde sigmnak olarak gordiikleri yerlerde (6rnegin; iberya, Italya, Yunanistan,
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Balkanlar ve Anadolu) yasamlarim siirdiirdiikleri ve daha sonra kuzeydeki kara
pargalarinda tekrar kolonize olduklari varsayilmaktadir (Cooper vd., 1995; Hewitt, 1996;
Taberlet vd., 1998). Giiney Avrupa kesiminde, Anadolu en 6nemli s181nak bolgedir. Hem
Cooper vd. (1995) ve hem de Ibrahim vd. (2002) kuzey populayonlarnin gergekte
Anadolu’dan orijinlendiklerini gostermistir. Bufo bufo’lar iizerinde yaptigimiz bu
caligmaya gore haplotipler arasinda fazla farkliliklarin olmamasi, TCS analizine gore
Sicilya haplotipinin atasal haplotip olarak belirlenmesi ve 6zellikle Avrupa’nin kuzeyinde
yer alan Letonya Ornegi ile bu calismada kullamlan Ornekler arasinda beklenildiginin
aksine 6nemli bir farkliligin olmamasi, Avrupa populasyonlarinin ¢ogunun buzul ¢aglardan
sonra Anadolu’yu da igine alan Ortadogu Bolgesi’nden kolonize oldugu tahmin
edilmektedir.

Q‘l&%’ ;

' Oligocene 23 MYBP
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Sekil 20. Anadolu ile Avrupa arasinda meydana gelen baglantilar (Weisrock vd., 2001)
A) Oligosende (23 milyon yil 6nce) Orta Avrupa ile Anadolu bir kara
parcasiyla baglantiliydilar, B) Erken Miyosende (20 milyon yil 6nce) Orta
Avrupa bir deniz yoluyla Anadolu’dan ayrilmustir, C) Orta Miyosende (14
milyon yil 6nce) Orta Avrupa ve Anadolu tekrar birlesmigtir, D) Geg
Miyosende (12 milyon yil 6nce) Orta Avrupa ile Anadolu tekrar deniz ile
birbirinden ayrilmistir (Weisrock vd., 2001)
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Anadolu’nun potansiyel bir siginak olmasinin muhtemel iki sebebi vardir. Bunlardan
birincisi; Anadolu’nun Akdeniz havzasindaki en giiney bolge olmas: diger bolgelere oranla
buzul ¢aglardaki iklimsel degisimlerden daha az etkilenmesidir. Ikincisi ise; buzul ¢aglarda
ve ara donemlerde topografya ve iklim Ozellikleri bakimindan 6nemli bir sigmak bolgesi
olmustur. Buzul ¢aglarda diizliikler si§inak olarak gorev yaparken yiiksek kesimler ise
buzul donemler arasinda soguk iklimi tercih eden populasyonlar igin benzer rolii
tistlenmistir (Ciplak, 2004).

Bu tez calismasi sirasinda yapilan morfolojik ve molekiiler analiz sonuglari farkh iki
alttiirin varligin1 desteklemiyor goziikmektedir. Bu sonuca benzer olarak, en son Tagkavak
ve Tosunoglu (2001)’nun Manyas (Balikesir) ve Camlihemsin (Rize)’den elde ettikleri
toplam 10 Bufo bufo bireyi iizerinde yaptiklari caligmada, kan-serum proteinlerini
poliakrilamid-disk elektroforezi ve densitometri ile incelemis ve iki populasyon arasinda
fark olmadigini bildirmiglerdir. Bulgularimin daha ¢ok Hemmer (1975) ve Hemmer ve
Bohme (1976)’nin caligmalarindaki B. b. bufo’dan ziyade B. b. spinosus alttiiriine
benzedigi icin Manyas ve Camlihemsin populasyonlarinin tek bir alttiirii temsil ettikleri
sonucuna varmiglardir. Ayrica B. b. bufo ile B. b. verrucosissimus’un sinonim olduklarinm
rapor etmiglerdir. Bu tez caligmasinda incelenen Letonya B. bufo Ormeginin diger
Omeklerden Onemli bir farklilk gostermemesi, bu tiiriin morfolojik ve genetik
varyasyonunu ortaya g¢ikarmak icin daha genis alanda Ornekleme yapilmasi gerektigini
gostermektedir.

Bu caligmada yapilan PCA ve ayirma analizleri ile her ne kadar tek bir karakter
bakimindan (BD-BUA) Italya 6rneklerinin morfolojik olarak farkli bir grup olugturdugu
goriilse de bu sonu¢, DNA dizin analizi sonucu yapilan filogenetik analiz sonuglar ile
desteklenmemektedir. Sonucgta bu 7 populasyonun mitokondriyal 16S rRNA geni
bakimindan Tiirkiye’de en fazla % 1,85 farklilik gosterdigi, fakat bu farkliligin bir alttiir ya
da tiir olusturacak kadar olmadig1 ve bunun tiir i¢i varyasyon oldugu goriilmiistiir.



5. SONUCLAR

Sigilli kurbaga (Bufe bufo)’nin morfolojik ve molekiiler yonden incelendigi bu
caligmada asagidaki sonuglar bulunmustur:

1. italya, Trabzon, Giresun, Mersin, Rize, Artvin ve Adapazar olmak tizere toplam 7
bolgeden elde edilen 95 Bufo bufo orneginden Olgiilen 20 farkli morfolojik karakter
kullanilarak yapilan istatistiksel analiz sonucu tympanium c¢ap1 (TC), 6n ayak uzunlugu
(ONAY), arka ayak uzunlugu (AAU), DMT-2.perde arast mesafe (DMT-2.P) karakterleri
hari¢ tiim karakterler bakimindan disi ve erkekler arasinda fark oldugu bulunmustur.

2. Disi bireylere uygulan ANOVA testi sonucunda bas genisligi (BG), burun deligi-
burun ucu mesafesi (BD-BUA), timpanium ¢ap: (TC) ve tibia uvzunlugu (TU) hari¢ diger
tiim karakterler bakimindan incelenen bolgeler arasinda fark bulunmamistir. Yapilan
Tukey testi sonucunda ise sadece BD-BUA 6zelligi bakimindan Italya 6rnekleri bir grupta,
digerleri farkli grupta yer almigtir.

3. PCA analizi sonucu ortaya ¢ikan 3 faktoriin toplam varyansin % 78’ini agikladifi
tespit edilmistir. Birinci ana faktér toplam varyansin % 63,4’ linii, ikinci ana faktor % 9’unu
ve liglincii ana faktor ise % 5,2’sini agikladigi bulunmustur. Birinci faktdrde goziin gaps, 1.
parmagin uzunlugu (1.PARU), arka ayak uzunlugu (AAU), bas uzunlugu (BU) ve genisligi
(BG) degiskenleri hari¢ geri kalan 16 degiskenin fakttr yiikiiniin yiiksek oldugu; ikinci ana
faktorde goziin capt (GC), 1. parmagin uzunlugu (1.PARU) ve arka ayak uvzunlugu (AAU)
degiskenlerinin fakt6r yiiklerinin yiiksek oldugu ve iigiincii ana faktoriin ise bireylerin bag
boyu ve genisligi degiskenlerini agikladif: tespit edilmistir. Ayrica PCA analizi sonucu
bolgeler arasinda ANOVA analizinde oldugu gibi Italya &rneklerini digerlerinden ayiran
kismi bir gruplasma oldugu goriilmiistiir. Bireyler Italya ve diger bolgeler olmak iizere iki
grup olarak ayirma analizine tabi tutuldugunda, bu aymnmin istatistiksel olarak onemli
oldugu ve bireylerin % 100 dogru olarak gruplandii ve bu ayirimda sirasiyla BD-BUA
(burun deligi-burun ucu mesafesi), TC (timpanium ¢ap1), D-D (dirsekler aras1 mesafe) ve
TU (tibia vzunlugu) 6zelliklerinin rol oynadigi belirlenmigtir. Boylece ANOVA testindeki
sonuca benzer olarak Italya orneklerinin 6zellikle BD-BUA karakteri bakimindan
digerlerinden ayrildig1 yani daha sivri burunlu oldugu goriilmiistiir.

4. Artvin’den Italya’ya kadar olan bolgede 16 populasyondan toplam 29 bireyin
mitokondriyal 16S rRNA’sinin 936 bazlik kisminda Bufo bufo populasyonlart arasinda
toplam 23 haplotip, ve haplotipler arasinda maksimum 17 (% 0,11 - % 1,85) baz farklilik
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bulunmustur. Italya’dan elde edilen Bufo bufo spinosus ile B. bufo 6rneginin aym gen
sirasina sahip oldugu tespit edilmigtir. Ayrica Latvian Cumbhuriyeti’'ndeki B. bufo ile
incelenen drnekler arasinda beklenilenin disinda 6nemli bir farklilik gézlenmistir.

5. Bufo cinsinde her 1 milyon yilda her bir nesil arasinda % 0,69’luk bir molekiiler
degisim oldugu bilinmektedir (Macey vd., 1998). Avrupa ile bizim Orneklerimiz arasinda
cografik olarak en uzak bolgeler arasindaki (italya-Borcka) en biiyiik molekiiler farklilik %
1,19°dur. Bu orandan yola ¢ikarak yaklasik 0,86 milyon yil 6nce Pleyistosen devrinde
farklilagtiklar1 sonucu ortaya gikmustir.

6. Morfolojik (ANOVA, PCA ve ayirma analizleri) ve filogenetik (TCS, MP, ML
ve Bayesian analizleri) analiz sonuglarina gore incelenen Bufo bufo tiirtinde Snemli bir tiir

ici farklilagmanin olmadig: anlagiimaktadir.



6. ONERILER

1. Kara kurbagasi (Bufo bufo)’min yayilis alan1 dikkate alinarak (batt Avrupa’dan
Baykal Golii'ne kadar) daha genis alanda, daha fazla sayida birey iizerinde morfolojik ve
molekiiler ¢aligmalar yapilarak daha genis bilgilere ulagilabilir.

2. Mitokondriyal DNA’nin 16S rRNA genine ek olarak sitokrom b, 12S, ND ve
kontrol bolgelerine ait genler de caligilarak tiir i¢i varyasyon ve filogenetik iligkiler daha
detayli ve dogru olarak anlagilabilir.

3. Italya ile diger bélge ornekleri arasinda farklilik gésteren BD-BUA (burun deligi-
burun ucu mesafesi) karakterinin, daha fazla sayida Ornek iizerinde ve daha detayl

incelenmesi, gergekten farkli olup olmadigini ortaya koymada yararli olacaktir.
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