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OZET

Bu calismada, Seritli Semender (Triturus vittatus)’in Tirkiye’deki taksonomik
durumu morfometrik, 16S rRNA ve cyrB genleri ile iskelet kasi proteinleri arasindaki
farkliliklara gore incelenmistir. Morfometrik incelemelerde 9 ilden 18 ayr1 populasyondan
toplam 179 birey (86 & ve 93 Q) erkekler icin 8, disiler i¢inse 7 ayr1 karakter bakimindan
karsilastirlmistir. 7. vittatus’un bireylerinin 4 ana gruba (Hatay, Mersin ve Adana, Bati
Karadeniz ve Dogu Karadeniz) ayrilarak yapilan One-Way ANOVA Tukey testine gore bu
4 grubun Olciilen tiim degerlere gore birbirinden 6nemli derecede (p< 0,05) farkli oldugu
goriilmiistiir. Bu 4 grubu birbirleri arasinda ikili olarak karsilastirmak amaciyla
gerceklestirilen Mann-Whitney U testi sonucunda da hem disiler hem de erkekler igin
onemli derecede (p< 0,05) farkliliklar bulunmustur.

T. vittatus bireyleri molekiiler bakimdan da 11 ilden 20 ayrn populasyonda 16S
rRNA ve cyrB genleri incelenerek karsilastinlmistir. TCS analizine gore 16S rRNA
geninin 541 bazlik kismu i¢in baz dizilisi elde edilen 118 bireyde 15 haplotip ve cyrB
geninin 397 bazlik kismi i¢in baz dizilisi elde edilen 112 bireyde 25 haplotip bulunmustur.
TCS analizinde hem 16S rRNA hem de cytB geni i¢in bulunan haplotiplerin morfolojik
incelemelerde de ortaya cikan 4 ana grupta toplandiklar goriilmiistiir. PAUP programi
kullanilarak yapilan analizleri sonucunda ortaya ¢ikan filogramlarda da 7. vittatus’un 4 ana
kola ayrildig: goriilmiistiir.

Semenderler icin Tiirkiye’de ilk kez iskelet kasi1 proteinleri kullanilarak
gerceklestirilen SDS-PAGE sonucunda ise Bati ve Dogu Karadeniz Bolgeleri’ndeki
bireyler arasinda farklilik bulunmustur. Bati Karadeniz Bolgesi’ne ait bireylerde toplam 25
adet protein bant1 bulunurken Dogu Karadeniz Bolgesi’ne ait bireylerde ise toplam 26 adet
protein banti bulunmustur.

Bu ¢alisma sonucunda, Tiirkiye’deki Seritli Semender (7. vittatus)’in, T. v. vittatus
(Hatay), T. v. cilicensis (Adana ve Mersin), T. v. nestrovi (Bati Karadeniz) ve T. v.

ophryticus (Bat1 Karadeniz) adl 4 alttiire ayrilabilecegi onerilmistir.

Anahtar Kelimeler: 7. vittatus, Morfometrik, 16S rRNA, CyrB, Iskelet kasi, Tiirkiye
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SUMMARY

Study of Taxonomical Status of the Banded Newt (Triturus vittatus) by Morphology,
Skeletal Muscle Proteins and 16S rRNA and CysB Data

In this study, taxonomical status of the banded newt (Triturus vittatus) was
investigated through morphometrical features, 16S rRNA and cy/B genes, and skeletal
muscle differences. In the morphometrical investigations, 179 specimens (86 & ve 93 Q)
from 18 different populations in 9 provinces were compared by 7 characters for females
and 8 characters for males. According to One-Way ANOVA Tukey test performed by
putting the 7. vittatus specimens into 4 basic groups (Hatay, Mersin and Adana, Bati
Karadeniz and Dogu Karadeniz) it was found that those 4 groups were different
significantly (p< 0,05). Also it was shown from the results of the Mann Whitney U test
conducted to compare these groups each other, that these 4 groups are significantly
different (p< 0,05) for both sexes.

T. vittatus specimens were also compared in 20 different populations from 11
provinces by 16S rRNA and cyrB genes. According to TCS analysis for the 541 bp part of
the 16S rRNA gene 15 haplotpypes were found in 118 specimens while for the 397 bp part
of the cyrBgene 25 haplotypes were found in 112 specimens. It was shown in TCS analysis
that, neither for 16S rRNA nor for cyrB genes haplotypes were joined into the 4 basic
groups. It was found also in the phylograms obtained from the PAUP program analyses
that T. vittatus specimens were joined into 4 basic branches.

Some differences were found between Western and Eastern Black Sea specimens
with the result of the SDS-PAGE performed using the skeletal muscle proteins of the newts
for the first time. Overall 25 protein bands were found in Western Black Sea specimens
while there were 26 protein bands in Eastern Black Sea specimens.

In conclusion, we suggest that the banded newt (7. vitfatus) in Turkey could be
classified in 4 subspecies, namely 7. v. vittatus in Hatay, T. v. cilicensis in Adana and

Mersin, T. v. nestrovi in Western Black Sea and T. v. ophryticus in Eastern Black Sea.

Key Words: T. vittatus, Morphometric,16S rRNA, CyrB, Skeletal Muscle, Turkey
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Tiirkiye’de bulunan Amfibiler (iki Yasamlilar) Anura (Kuyruksuz kurbagalar =
Salientia, Ecaudata) ve Urodela (Kuyruklu kurbagalar = Caudata, Gradientia) olmak iizere
iki takima aittirler. Ulkemizde Urodela takimima ait 12 semender tiirii bulunmaktadir.
Bunlarin hepsi Salamandridae familyast mensubudurlar. Bu 12 tiiriin iilkemizdeki
subspesifik durumu yani alttiir durumu ile ilgili cok sayida taksonomik calisma yapilmig
olup, bu ¢alismalar c¢esitli yeni yontemler kullanilarak siirdiiriilmektedir (Olgun ve Baran
1993; Baran vd., 1994; Olgun vd., 1997; Litvinchuk vd., 2005; Kutrup vd., 2006). Yakin
zamana kadar yurdumuzdaki tiirler ve alttiirler hakkinda yapilan sistematik calismalarin
biityiik cogunlugunda morfolojik (Baran ve Atatiir, 1998; Baran vd., 2001; Baran vd., 2004)
veya kan serum proteinlerini konu alan serolojik (Ozeti ve Arikan, 1989) yontemler
kullanilarak aragtirma yapilmistir. Molekiiler biyolojideki ilerlemelerle birlikte, hayvan
taksonomisinde belirli genlere ait baz dizilislerinin tespit edilerek sistematik calisma
yapmak daha giivenilir sonuglari elde etmek icin ka¢imlmaz olmustur. Ulkemizdeki
semender tiirlerinden biri olan Triturus vittatus (Jenyns, 1835) (Seritli Semender)’un alttiir
durumu da giiniimiizde hala mevcudiyetini siirdiiren bir aragtirma konusudur. Bu tiiriin
yurdumuzda morfolojik tasnife gore belirlenmis 3 alttiirli bulunmaktadir. Bunlar; 7. v.
vittatus (Jenyns, 1835), T. v. cilicensis (Wolterstorff, 1906) ve T. v. ophryticus (Berthold,
1846) adh alttiirlerdir. 7. v. vittatus alttiirii Antakya (Yolbast koyii, Altinozii, Harbiye,
Samandag ve Teknepinar), ve Gaziantep (Komiirler, Sakcagézii, Islahiye)’'te, 7. v.
cilicensis alttiirii Mersin, Adana, Osmaniye, Kilis ve Adiyaman (Gélbasi)’da (Franzen ve
Schmidtler, 2000; Franzen, 2001) ve T. v. ophryticus alttiirii ise Kafkaslardan Anadolu’nun
Karadeniz sahili boyunca Bursa ve Istanbul civarma kadar olan yerlerde yayilis
gostermektedir (Ozeti ve Yilmaz, 1994). Buna karsin, Steinitz (1965) Giiney Anadolu’da
sadece 7. v. vittatus alttiiriiniin bulundugunu ve Tiirkiye’de T. vittatus’a ait 2 alttiir
oldugunu rapor etmistir. Buna ek olarak Litvinchuk vd. (2005) omur sayilari, genom
biiyiikliigii ve allozim verilerine dayanarak Tiirkiye’de 2 tiiriin (7. vittatus ve T. ophryticus)
oldugunu ve T. ophryticus’un Bati Karadeniz’deki bireylerinin 7. o. nestrovi alttiiriine,

Dogu Karadeniz’deki bireylerinin ise 7. o. ophryticus alttiiriine ait oldugunu rapor



etmislerdir. Bunu destekler sekilde Arntzen ve Olgun (2000); Litvinchuk vd. (2001, 2004)
de Bati Karadeniz’deki bireylerin omur sayilar1 ve genom biiyiikliikleri bakimindan Dogu
Karadeniz’dekilerden farkli olduklarini belirtilmislerdir .

Bugiine kadar Tiirkiye’deki taksonomik durumu heniiz tam olarak aydinlatilamamis
olan Triturus vittatus (Seritli Semender)’un konu edildigi bu caligmanin amaclari; i) Seritli
Semender’in Tiirkiye’deki taksonomik durumunun ilk defa 16S rRNA ve cyfB genlerinin
baz dizilislerine gére molekiiler yonden arastirilmasi ii) yine ilk defa iskelet kasindaki
protein bantlar1 arasindaki farkliklarinin SDS-PAGE yontemiyle incelenmesi; iii) son
zamanlardaki calismalarda rapor edilen 7. viffatus’un Bati ve Dogu Karadeniz
Bolgeleri'ndeki populasyonlara ait bireylerin birbirinden farkli olup olmadiginin

arastirilmasidir.

1.2. Neden Mitokondriyal DNA (mtDNA) ?

Bir filogenetik ¢alismada secilen genler ilgili taksonomik seviyede filogenetik
gecmisi yansitan korunmus ge¢misi igermelidir. Mitokondriyal ribozomal genler, cok genis
alandaki canli gruplarinda bir¢ok filogenetik soruyu cevaplamaktadir (Hertwig vd., 2004).

Omurgali hayvanlarin mitokondriyal DNA's1 halkasal yapida ve ¢ogunda oldugu
gibi 16-18000 baz cifti uzunlugundadir. 13 protein kodlayan bolge, iki rRNA geni, bir
replikasyon kontrol bolgesi ve 22 tRNA geni vardir. Bunlarin siras1 genelde omurgalilarda
korunmusgtur. Mitokondriyal DNA'da intronlar yoktur ve tRNA'larim ikizi mRNA
kaliplarimi iiretir ve mtDNA kendi kendine olur. Sitokrom oksidaz, ATP sentetaz ve
NADH sistemleri sayesinde hiicre solunum sistemlerine katkida bulunur. mtDNA'nin en
onemli Ozelligi de anne tarafindan nesilden nesile aktariliyor olmasidir. Boylece
rekombinasyonun olmamasi kalitmin daha kolay izlenilmesini saglar ve populasyonlarin
gecmisleri hakkinda giiclii bir bilgi saglar.

Niiklear ribozomal geni ve mtDNA'nin tamami cok eskiye dayali filogenetik
iligkilerin ortaya cikarilmasinda kullanilir. Hayvanlar iizerinde yapilan calismalarin
cogunda ise populasyon ve daha diisiik seviyedeki iligkilerin ortaya koyulmasinda bazi
mtDNA genleri kullanilir. Bunlar 12S, 16S ve sitokrom b (cyrB) genleridir (Farias vd.,
2001). Mitokondriyal DNA’da yer alan genler Sekil 1’deki mitokondriyal DNA haritasinda
(Ozdemir, 2005) gosterilmistir.



Mitokondriyal DNA'nin 16S rRNA, 12S rRNA ve cytB genlerinin baz1 siralarinin
karsilastirilmasina dayanan cok sayida taksonomik ve filogenetik ¢alisma bulunmaktadir
(Caccone vd., 1997; Ozdemir, 2005; Sotiropoulos vd., 2007;. Bu yiizden bu genlerin
cogaltilmasinda kullanilan primerler, olduk¢a genis bir kullanim alanina sahiptir. Canh
gruplarindaki farkliliklar1 belirlemek icin en dogrusu, DNA'daki degisiklikleri de
gosterdigi icin mtDNA'nin baz sirasinin analiz edilmesidir (Kocher vd., 1989; Ozdemir,

2005).
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Sekil 1. Mitokondriyal DNA haritasi

1.3. Mitokondriyal DNA'nin Yapisi ve Evrimi

Mitokondrilerde sekerlerde depolanan enerji adenozin trifosfat (ATP)'in sentezi i¢in
giic kaynag olarak kullanilmaktadir. Hiicresel solunumda kullanilan proteinlerin
cogunlugu mitokondriyal DNA (mtDNA) tarafindan kodlanmaktadir. Kloroplast DNA's1
gibi, mtDNA'da genellikle kromozomal proteinlerinden yoksun halkasal bir ¢ift sarmalidir.

Her bir hiicre basina mitokondri sayisi, baz1 tek hiicreli mantarlarda oldugu gibi
dortten omurgalilarin kas hiicrelerinde oldugu gibi bine kadar ¢ok degiskenlik

gostermektedir (Ozdemir, 2005).



Hayvanlarin mitokondriyal DNA'lar1 nispeten kiigiik tiirler arasinda nispeten az
varyasyon olan, cogu yaklasik 16 kb ve tiimii halkasaldir. Intronlar1 yoktur, rekombinasyon

yok veya ¢ok nadirdir, anadan kalitilir (Freeman ve Herron, 2002).

1.4. Molekiiler Evrim

Protein ve DNA dizilerini ¢alismak icin tekniklerin kesfi evrim caligsmalar i¢in yeni
bir alan acmustir. 1960'larda ilk biiyiikk 6l¢ekli aminoasit dizisi ¢ikarma calismalart ile
baslayan ve giiniimiizde toplam genom dizilerini ¢ikarma iizerine veri patlamasi seklinde
devam eden calismalar sonucunda, arastirmacilar zaman icinde proteinler ve niikleik
asitlerin nasil degistikleri hakkinda pek ¢ok soruya cevap bulmuslardir (Toto ve Annoni,
1964; Bailly, 1984; Tiffoche vd., 1993).

Molekiiler evrimsel calismalarin en temel hedeflerinden biri dort evrimsel giiciin
(mutasyon, gog, siiriklenme ve secilim) dizilerde giiniimiizde gozlenen cesitliligi nasil
tirettigini anlamaya calismaktir. Notral teori bu girisimde Onemlidir, ¢iinkii uyum giicii
bakimindan nétr olan ve bu yiizden yalmizca siiriikleme nedeniyle frekanslar1 degisen
aleller i¢in sabitlenmenin hizini belirtir. Sonug¢ olarak; molekiiler evrimin gézlenen hiz ve
modellerinden pozitif se¢ilimin mi yoksa siiriiklenmenin mi sorumlu oldugunu sinamak
icin bir sifir model saglar. Populasyon biiyiikliigiiniin bir fonksiyonu olarak siiritklenme ve
secilimin nasil etkilestiklerini belirlediginden, yaklagik notral model teorinin 6nemli bir
uzantisidir.

Siiriikklenme yoluyla evrim orani, yalanci genler ¢alisilarak saptanabilir. Notral teori
tarafindan ©n goriildiigii gibi yalanci genler, kodlayici ve kodlayici olmayan diziler
arasinda gozlenmis degisimin en yiliksek oranina sahiptir. Kodlayici dizilerin biiyiik bir
cogunlugunda, baz degisimleri, degistirici baz degisimlerinden ¢ok daha hizli birikirler.
Lokuslar arasinda, molekiiler evrim hizi, bir genin hiicre icin 6neminin bir fonksiyonu
olarak degiskenlik gosterir. Bu gozlemler, molekiiler evrimin zararli mutasyonlara karsi
siiriiklenme ve se¢ilim yolu ile kontrol altinda tutuldugunu dnermektedir. Bununla birlikte,
arastirmacilar 6nemli 6rnekler de degistirici baz degisimlerinin yiiksek oraninin, yararl
mutasyonlar iizerinde sec¢ilimin bir iirtinii olarak olustugunu gosterebilmislerdir. Baz
degisimlerinin, proteinlerin amino asit dizilerini degistirmeseler bile, dogal secilime cevap
olarak frekanslar1 azalir veya artabilir. tRNA'larin bulunus durumlarindaki varyasyon,

translasyon etkinligi icin secilime neden olabilir ve kodon degisimine yol agabilir.



Avantajli mutasyonlar tizerindeki sec¢ilim, baglantili suskun baz degisimlerini sabitlenmeye
gotiirebilir; zararli mutasyonlar iizerine secilim ise baglantili suskun baz degisimlerinin
ayiklanmasina yol agabilir.

Hareketli elementler okaryotik ve prokaryotik genomlarin belirgin bilesenleridir.
Bu lokuslar aract RNA veya DNA'larla hareket ederler, fakat konak organizmanin uyum
giiciinii artiran iirtinler icin kodlama yapmazlar. Ciinkii bunlar genomda yeni bir yere
hareket ettiklerinden zararli mutasyonlara neden olduklarindan parazit olarak tanimlanirlar.
Kloroplast ve mitokondriler endosimbiyotik bakteriler olarak ortaya ¢ikmislardir ve evrim
tarihinin en biiyiikk yatay gen transfer olaylarin1 temsil ederler. Kloroplastik ve
mitokondriyal DNA’da gen sirasi, gen organizasyonu ve dizi de8isim oran1 degismekle
birlikte bu organellerin bilgi igerikleri olduk¢a iyi korunmustur (Freeman ve Herron,

2002).

1.4.1. Dizin Degisiminin Miktar ve Hizi

Molekiiler evrim sahasi, 1960'larin ortasinda biyokimyacilarin hemoglobin,
sitokrom c ve oOzellikle insan ve omurgalilarda bol miktarda bulunulan ve iyi ¢alisiimis
diger proteinlerin amino asit dizin tayininde basarili olmalar1 ile baslatildi. Tiirler arasinda
molekiiler degisimin hiz ve miktarimi karsilastirmada evrimci biyologlara ilk firsati bu veri

setleri sagladi (Freeman ve Herron, 2002).

1.4.2. Molekiiler Evrimin Notral Teorisi

Kimura (1968, 1983), amino asit dizi farklilagsmasinin goézlenen modellerini
aciklamak amaciyla, molekiiler evrimin noétral teorisini formiile etmistir. Bu teori,
populasyonlarda sabitlenen baz degisimlerinin ¢ogunun uyum giicii agisindan notr oldugu
ve DNA dizileri diizeyindeki evrimde, genetik siiriiklenmenin baskin oldugunu iddia eder.
Kimura (1968, 1983), tiirler arasinda molekiiler diizeyde gozlenen farkliliklarin, yararh
mutasyonlar iizerine dogal secilimin islemesi seklindeki bir agiklamanin biiyiik Slciide
gecersiz olduguna inanmaktadir.

Kimura (1968, 1983) notr mutasyonlarin evrimini agsagidaki sekilde modellendirir:

- Eger diploid bir populasyonda N birey varsa s6z konusu populasyona her



bir genin 2N kopyasi mevcuttur.

- Simdiki populasyonda yer alan 2N kopyalarin tiimii gecmiste her hangi bir
donemde var olmus olan tek bir alelden tiiremistir. Buna karsin giiniimiizde
varligin siirdiiren 2N kopyalarindan yalnizca bir tanesi, gelecekte bir zaman,
populasyonda bulunan biitiin kopyalarin atas1 olacaktir.

- Eger genlerin tiim 2N kopyalar1 secilim bakimindan esdegerse veya
tagtyicinin uyum giicii iizerindeki etkileri agisindan notr iseler, her birinin
populasyonda sabitlenecek alel olma bakimindan sanslari esittir. Bu sans 1/2N'ye
esittir.

- Her nesilde mutasyon populasyona yeni notr aleller katacaktir. Eger v her
bir basarili gamet basina her bir gen mutasyon orasi ise 2Nv her bir neslin
populasyona katacagi yeni mutantlar1 olacaktir.

- Yukaridaki saptamalara dayali olarak yeni notr mutantlarin populasyonda

sabitlenme oranlar1 (2Nv) (1/2N) veya basitce v'ye esittir (Ozdemir, 2005).

1.5. Tiirlesme Mekanizmalari

Bugiin yasayan tiim organizmalarin atalarn yasamin agiga ciktigr yaklasik 3,8
milyar yil 6ncesine dayanmaktadir. O giinden bugiine populasyonlarin béliinmesi ve yeni
tiirler olugturmak iizere farklilagsmasi seklinde, milyarlarca degilse de milyonlarca dallanma
olayr meydana gelmistir. Mutasyon, dogal secilim, go¢ ve genetik siiritklenme, populasyon
ici alel frekanslarim1 degistiren siireclerdir ve bu populasyonlar arasinda genetik
farklilagsmaya sebep olurlar.

Tiirlesmeyi incelemek, yasam tarihi ¢aligmalarinda bir temel saglamanin yaninda,
bazi 6nemli pratik uygulamalara da sahiptir. Inceleyecegimiz materyalin ¢ogu, farklilagmus
organizma gruplart arasindaki gen akisinin boyutlar1 ve nedenleri (ya da gen akisinin
olmamasi) iizerine odaklanmaktadir. Bu konular1 anlamak biyolojik ¢esitliligin korunmasi
ve gen milhendisligi ile {iretilip cevreye birakilan organizmalart ydnetmek agisindan

onemlidir (Freeman ve Herron, 2002).



1.5.1. Tiir Kavramlar:1

Pek cok tir kavrami ortaya atilmig ise de, hepsi bir tiirlin ayirt edici
karakteristiginin evrimsel bagimsizlik oldugu konusunda uzlasirlar. Farkhi tiir kavramlar
evrimsel bagimsizligi belirlemek i¢in uyguladiklar kriterler acisindan farklidirlar.

Tiirlesme ii¢ asamali bir siire¢ olarak analiz edilebilir: (1) Dagilis, vikaryans, ya da
poliploidi gibi kiigiik capli kromozomal degisimler nedeniyle populasyonlarin izole olmasi.
(2) Genetik siiriiklenme veya secilim sayesinde farklilasma ve (3) Ikincil temas ile
farklilagsmanin eliminasyonu (¢ikarilmasi) ya da tamamlanmasi. Bununla birlikte, bu siraya
uymayan cok sayida istisna vardir. Bazi durumlarda farklilasmay1 saglayan se¢ilim baskisi
o kadar giicliidiir ki populasyonlar fiziksel izolasyon olmadan da faklilasabilir. Ayrica,
ikincil temas olduktan sonra ¢ok ¢esitli sonuglarin ortaya ¢ikmasi olasidir. Bunlar kararl
hibrit zonlarin olusmas1 ve her iki atasal populasyondan genler iceren yeni bir tiiriin

olusmasini kapsar (Ozdemir, 2005).

1.5.1.1. Biyolojik Tiir Kavramm

Biyolojik tiir kavramina gore, evrimsel bagimsizligi tanmimlayan kriter, tireme
izolasyonudur. Yani eger populasyon veya organizmalar hibritlesemez veya hibritlesme
bile verimli doller veremezlerse o zaman populasyon iireme 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 tanimi olmustur. Bu
kavram pek ¢ok zoolog tarafindan pratikte kullanilmaktadir ve Birlesik Devletlerin simgesi
haline gelmis, soyu tehlike altindaki tiirlerin korunmasi i¢in atilacak adimlar diizenleyen
(Endangered Species Acts) temel biyolojik c¢esitlilik 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 sartlar1 kavramsal olarak zorlayici
ve baz1 durumlarda faydali sonuclar verse de cogunlukla uygulanmasi zordur. Ornegin eger
komsu populasyonlarin yayilisi cakismiyorsa, bu populasyonlar arasinda iireme izolasyonu
olup olmadigim higbir zaman bilemeyiz. Bu yiizden biyologlar soyle bir somut yaklagim

icerisine girmek zorundadirlar: “bu populasyon zaten yeter derecede farklilagmis



oldugundan gelecekte bir araya gelseler bile aralarinda c¢iftlesme olmayacaktir ve bu
yiizden biz farkli tiirler olarak adlandiririz.” Bu durumda, tiir teshislerini verilerle test
etmek miimkiin degildir. Bunun disinda, biyolojik tiir kavrami fosil formlara uygulanamaz.
Eseysiz iireyen populasyonlara uygulanmasi 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, tiir agacin u¢ kisimlarini olusturur.

Filogenetik tiir kavramimin arkasindaki mantiga gore, eger populasyonlar izolasyon
sonucu birbirinden ayrilmiglarsa, sadece 6zellikler bir filogeni iizerinde populasyonlari
ayirt edebilir. Bu populasyonlarin, karakterler yardimiyla, filogenetik olarak ayirt edilmesi
miimkiindiir. Baska bir degisle, filogenetik tiir kavramina gore ayri bir tiir tanimlamak igin
tanimlayici1 ozelliklerin ortaya ¢ikisina yetecek kadar uzun siire populasyonlarin evrimsel
olarak bagimsiz olmus olmalan gerekmektedir. Bu yaklasimin cazip tarafi, test edilebilir
olmasidir. Tiir filogeninin tahmininde kullanilan 6zelliklerdeki ©nemli istatistiksel
farkliliklar dogrultusunda isimlendirilir.

Tahminler degisse de genel goriis, filogenetik tiir kavrami uygulandigr takdirde
bugiinkii tiir sayisinin ikiye katlanacagi seklindedir. Filogenetik tiir kavraminin énde gelen
savunucular1 bu durumdan rahatsiz degildirler. Bu kavramin savunucular1 buna “eger tiir
sayisinda boyle bir artis olursa bu sadece biyolojik cesitliligi yansitir” seklinde cevap

vermektedir (Ozdemir, 2005).

1.5.1.3. Morfolojik Tiir Kavramm

Paleontologlar, tiirlii fosiller arasindaki morfolojik farkliliklarn esas alarak
tanimlarlar. Morfolojik tiir kavraminin en biiyiikk avantaji, yaygin olarak uygulanabilir
olmasidir. Ancak, dikkatli bir sekilde uygulanmadiginda tiir tamimlamalan keyfi ve kisiye
0zgli olabilmektedir. En kotii durum ise, farkli arastinicilar tarafindan yapilan

tamimlamalarin karsilastirilabilir olmamasidir. Genomik DNA’ya dayali siniflandirma



metotlar1, genellikle tiir i¢i farkliliklarin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Bu metotlar
sayesinde, fenotipik verileri destekleyici sonuglar elde edilmektedir. Genomik DNA
parmak izlerininin belirlenmesinde iki ana teknik kullanilmaktadir.

Tiirleri tamimlarken paleontologlar baska sikintilarla da ugrasmak zorundadirlar.
Yumusak doku anatomileri veya renkleri farkli olan fosil tiirler ayirt edilemezler. Ayni
sekilde, morfolojik olarak benzer fakat otiis, 1s1ya ve kurakliga tolerans, habitat kullanimi
veya kur davramiglan gibi 6zellikleri yoniinden oldukg¢a farklilagmis olabilirler. Bunlara

kriptik tiirler ad1 verilir (Freeman ve Herron, 2002).

1.5.1.4. Alttiir Kavram

Tiirtin altinda yer alan, bugiin i¢in kabul edilen en kiigiik sistematik kategoridir.
Mary'e gore alttiir; tiirtin diger benzeri alt boliimlerinden taksonomik olarak farkli ve
cografik olarak sinirlandirilmis olan mahalli populasyonlara ait bir topluluktur. Bu tarife
gore:

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

2. Alttiirler genellikle bir tek populasyondan teskil edilmeyip, populasyon
topluluklarindan yapilmistir. Cok nadir durumlarda bir alttiir, hatta bir tiir 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 i¢in, o tiiriin
bilinen populasyonlarindan hangi taksonomik karakterler bakimindan farkli oldugu kesin
ve net olarak belirtilmelidir. Diagnostik taksonomik karakterler kalitatif (nitelik olarak) ve
kantitatif (sayisal olarak olciilebilen) olarak belirtilebilecek ozellikler olmalidir. Renk ve
desen ozellikleri kalitatif, biitiin dl¢iilebilen karakterler ise kantitatiftir.

Alttiirler taksonomik bir kaide olarak ii¢ isimle isimlendirilirler ve bu duruma
trinomial isimlendirme denilir. Mesela; Triturus vulgaris kosswigi, Lyciasalamandra
luschani finikensis, Anguis fragilis colchicus gibi.

Herhangi bir tiir monotip oldugu takdirde, onun alttiirii yok demektir. Alttiirler
politipik tiirler i¢in s6z konusudur ve politipik bir tiiriin belirli bir sahada birden fazla
alttiiriic bulunamaz. Ciinkii aym1 sahada yasayan fertler aym1 gen havuzuna sahip

olduklarindan iireme izolasyonu s6z konusu degildir. Monotipik olarak bilinen bir tiiriin
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yeni bir alttiirii bulunarak politipik hale ge¢mesi s6z konusu oldugunda monotipik tiir ismi
nominat alttiiriin ismi olur.

Alttiirler normal olarak kendine ait 6zel bir cografi alam isgal ettigine gore bir ¢ok
sistematikcinin kabul ettigi sekilde bu durum aym zamanda bir cografi irk demektir.
Diinyadaki ekolojik sartlar bakimindan birbirinin tamamen aynisi1 olan iki cografi saha
bulunamayacagindan her alttiir teorik olarak farkli ekolojik sartlarda yasiyor ve oraya
uyum gostermis demektir. Bu durumu goz Oniinde tutan bazi sistematik¢iler ekolojik 1rk
tabirini kullanirlar. Cografi irkta esas olan mesafe oldugu halde, ekolojik irkta esas olan
farkli cevre sartlarina sahip olmadir. Sicak kanli ve cevre degistirme kabiliyetleri yiiksek
olan hayvanlar ekolojik sartlar bakimindan c¢ok fazla simirlandirilamayacagindan bunlar
cografi irk kabul edilir. Ancak fazla yer degistiremeyen, ¢evre sartlarina ¢ok bagimli soguk
kanli hayvanlar icin ekolojik irk veya ekotip tabiri daha uygun goriilmektedir. Mesela;
cografi olarak birbirine ¢ok yakin bir bolgedeki bataklikta, cayirda ve ormanlik sahada
yasayan bir gastropod tiirii Arianta arbustorum'un her ii¢ biotopta farkli bir alttiirii yasar.

Ekotipler 6zellikle habitata ait sartlar tarafindan meydana getirilir ve fenotipteki
degiskenliklerin genetik bir temeli yoksa bunlara ekofenotip denir. Ozellikle tatlisularda
yasayan salyangoz ve midyelerde siklikla rastlanan bu durumun tespit edilmesiyle ¢ok
sayidaki alttiiriin yanlis oldugu anlasilmis ve sadece biotop ozelliklerine bagh olup genotip
karsilig1 olmadan meydana gelen fenotipik farkliliklarin aym tiir veya alttiir yapilmasinin
Oniine gecilmistir.

Mayr ve bazi sistematikgiler ekolojik 1rk yerine mikrocografik irk terimini de
kullanirlar, ¢iinkii cografik olarak ¢ok fazla bir mesafe olamamakla birlikte ekolojik
sartlarin farkli oldugu ¢ok kisa mesafeler sz konusudur. Dolayisiyla her cografi irk ayni
zamanda bir ekolojik 1k ve her ekolojik 1k da mesafeye bagli olarak cografi veya
mikrocografiirktir.

Neticede ister cografi 1rk, ister ekolojik 11k, isterse de biyolojik 1rk olsun hepsi de
alttiir kategorisi icinde kabul edilirler. Genellikle biyolojik ve ekolojik irklar nadir

olmalarina karsilik cografi irklar cok yaygindir (Yilmaz, 1997; Ozdemir, 2005).

1.6. izolasyon Mekanizmalari

Tiirlesme iic-evreli bir siire¢ olarak analiz edilebilir: ilk basamak populasyonun

izole olma siireci, ikinci basamak ciftlesme taktikleri ve habitat kullanim1 gibi 6zelliklerin
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degisime ugramasi ile sonuglanan siirec ve son basamak ise iireme izolasyonu olusturan

siirectir.

1.6.1. Fiziksel izolasyon

Fiziksel izolasyon, gen akisini durduran dnemli bir bariyerdir ve siiphesiz tiirlesme
siirecinin ikinci basamagi olan genetik ve ekolojik farklilasmayi baglatan ©nemli bir
tetikleyicidir. Cografi izolasyonun ortaya cikisi, dagilma ve yeni bir habitata yerlesme
yoluyla ya da vikaryans olaylart yani mevcut bir dagilim alaninin yeni bir fiziksel bariyer

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

1.6.2. Vikaryans Yoluya Cografik izolasyon

Vikaryans tiiriin yayilis alanini, birbirinden izole olmus iki veya daha fazla alana
bolerek aralarindaki gen akisimi engelleyen olaydir. Vikaryansin pek cok mekanizmasi
vardir. Bu mekanizmalar, daglarin yiikselmesi ve ormanlik alanlarin béliinmesine neden
olan wuzun siireli kurakliklar gibi yavas siire¢li olabilecegi gibi, bir salyangoz
populasyonunun ikiye boliinmesine neden olabilen kilometrelerce uzunluktaki lavlar gibi

hizli siirecler de olabilir (Freeman ve Herron, 2002).

1.6.3. Kromozomlarda Degisiklikler

Eger bir mutasyon bir bireyin kromozomlarinda biiyiik ¢apta degisiklige neden
olursa, bu olay mutasyona ugramis bireyin meydana getirecegi dollerin ata populasyondan
hizli ya da ani izolasyonuna sebep olabilir.

Yakin akraba tiirlerin karyotipleri karsilastirildiginda, kiiciik c¢apta kromozomal
degisiklikler oldukca yaygindir. Boylesine mutasyonlar, populasyonlar arasinda genetik
farklilasmaya neden olmasi acisindan onemli olabilse de (White, 1978), bugiine kadar
kromozom farklilasmasi iizerine yapilan ayrintili calismalarin biiyiik bir kismi nadiren

korelasyon gostermektedir (Freeman ve Herron, 2002).
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1.7. Varyasyon ve Varyasyonun Nedenleri

Bir populasyon ¢ok sayida bireyden meydana gelir. Her insanin kendine 0zgii
anatomik ve fiziksel 6zelliklerinin oldugu, farkli yetenek ve davramsgsal ozelliklere sahip
bulundugu bilinmektedir. Aym1 sekilde, yakindan tamdigimiz kopeklerde, kedilerde ve
atlarda da bu gibi bireysel varyanslarin (farkliliklarin) oldugu cok iyi goriilmektedir. Fakat
nar biilbiilii, sincaplar, toprak solucanlari, denizyildizlari, karahindiba ve misir bitkisi gibi
uzaktan tanidigimiz tiirlerdeki bireysel varyasyonlara genellikle dikkat etmeyiz. Biitiin bu
fenotipik varyasyonlar tiim canlilarda goriiliir ve genellikle bireylerin genetik yapilarindaki
farkliliklardan kaynaklanmaktadir. Bu nedenledir ki, varyasyonlar1 genetik ve fenotipik

varyasyonlar diye ayirmak miimkiindiir (Bahgeci, 2000).

1.7.1. Genetik Varyasyon

Genetik varyasyonun meydana ¢ikarilmasi zor bir istir; ancak cesitli tekniklerin
kullanilmasi ile miimkiin olmaktadir. Bu tekniklerden bazilari; kendilestirme baskisi,

protein polimorfizmi, kromozomal polimorfizm ve DNA sekansi polimorfizmi'dir.

1.7.1.1. Kendilestirme Baskis1

Genetik varyasyonu Ol¢menin yollarindan birisi, populasyondaki alellerin hangi
fonksiyonlarinin zararl oldugunun saptanmasidir. Zararh aleller kendilesmenin bir sonucu
olan homozigotluktaki artisin gdzlenmesiyle arastirilabilir. Kendilesme ile 6nceden
heterozigot durumda bulunan resesif aleller homozigot duruma gegecekler ve eger bu
aleller zararh iseler, kedilestirme baskisi olarak ifade edilen yasama yetenegindeki azalma
sonraki nesillerde ortaya ¢ikacaklardir.

Zararl aleller heterozigot durumda muhafaza edildiklerine gore elbette ki notr ya
da potansiyel olarak avantaj saglayan aleller de heterozigot durumda muhafaza edilecek ve
populasyonlart karakterize den normal heterozigot genotipler igerisindeki gizli genetik

varyasyonu temsil edeceklerdir (Bahgeci, 2000).
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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 icerisinde elektrik yiiklerinin farkliligindan yararlanilarak protein
molekiillerinin birbirlerinden ayirt edilmesinde giivenilir bir sekilde kullanilmaktadir.
Ornegin yapisal bir gendeki varyasyon glutamik gibi yiiklii bir aminoasidin glisin gibi
yiiksiiz bir aminoasidin yerini almasiyla sonuglaniyorsa, protein iizerindeki net yiik
degisecektir; yiikteki bu degisim ise elektroforez ile ortaya ¢ikarilabilecektir.

Bir lokusa ait iki alel hafifce farkli elektroforetik form meydana getirdikleri zaman
yani heniiz aym1 fonksiyon gerceklestirildigi zaman meydana gelen proteinler allozimler
diye isimlendirilir. incelenen farkl tiirlere ait lokuslarin biiyiik bir orami siirpriz bir sekilde
allozimleri meydana getirmektedir. Elektroforeziz, muhtemelen aminoasit substitiisyonuna
(aminoasitlerin birbirinin yerine ge¢mesi) bagh gercek varyasyonun sadece % 30’unu
ortaya koymaktadir; ¢iinkii bir¢cok substitiisyon olayr molekiil tizerindeki net elektrik

yiikiinii degistirmemektedir (Bahgeci, 2000).

1.7.1.3. Kromozomal Polimorfizm

Herhangi bir canli tiirii i¢in kromozom sayisi sabit olmakla beraber, inversiyonlar
ve translokasyonlarin meydana gelmesine bagli olarak tiiriin kromozom materyalinin
diizenlenmesi genellikle polimorfiktir.

Inversiyonlar alel frekanslarim degistirmedigi gibi onun varhig herhangi bir yeni
genin olusumuna da yol agmaz. Ancak inversiyon, krosingoverli gametlerin gdzlenmesini
engeller. Boyle olunca inversiyonlar, ilgili kromozomun inversiyon yapan kismi boyunca
siralanmis spesifik alelleri koruma egilimi gosterir. Bu nedenle, eger bir tiirde
inversiyonlar varsa, inversiyon heterozigotlarinin lehine isleyen selektif bir etkinin ortaya
ciktigina inanilir. Bir bagka ifade ile inversiyon elverisli bir gen diizenlenmesini koruyarak
populasyonun spesifik bir habitata uyumunu kismen de olsa saglar. Bu durumda gen
baglanti, seleksiyon i¢in olasi bir kriter durumuna gelir.

Heterozigot translokasyonlarin genellikle semisteril (yar1 fertil) olmalar1 ve %50

oraninda normal gametleri meydana getirmeleri nedeniyle, genetik varyasyonu azaltirlar.
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Translokasyonlar hayvan populasyonlarinda nadir olarak goriiliirseler de, heterozigot

translokasyonlar bir¢ok 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 ger¢ek farklilasmayr incelemektir. Genetik
varyasyonun sebeplerine gelince; eseysel olarak ¢ogalan organizmalarda varyasyonun ii¢
temel kaynagi vardir. Bunlar mayoz boliinme sirasinda ortaya ¢ikan krosingover, haploid
gametlerin birlesmesi, yeni gen kombinasyonlar1 ve mutasyondur. Bunlardan ilk ikisinin
yeni alellerin olusumuna herhangi bir etkileri yoktur. Ancak onlar var olan alellerin yeni
kombinasyonlar meydana getirmesine yol agarak varyasyonlara sebep olurlar. Bunlara
karsilik nokta mutasyonlar1 ve ekzon rekombinasyonu gibi biiyiik 6l¢cekli mutasyonlar yeni
alellerin olugmasini saglayan potansiyel kaynaklardir.

Biitin bu islemler birlikte ele alindiginda, yeni alelleri ve yeni gen
kombinasyonlarin1 meydana getirerek yeni genetik degisikliklere sebep olurlar ve bunlarin

tizerine de dogal seleksiyon etki ederek evrimsel degisimleri baslatir (Bahgeci, 2000).

1.7.2. Fenotipik Varyasyon

Dogal seleksiyon sadece, fenotipte ifade edilen genetik varyasyonlar iizerinde etkili
olabilir. Bir populasyon icerisindeki herhangi bir fenotipik varyasyon iki birey arasinda
gelismede farklilasmaya sebep olabilir. Ornegin, gelisim sirasinda farkli gevresel kosullara,
bir hastaliga veya kazaya maruz kalma sonucu ortaya cikan varyasyon dogal seleksiyondan
etkilenir. Eger, kiiciik bir populasyonda, nadir bulunan alellerin tasiyicisi bir kaza sonucu
oOliirse, populasyonun genel frekanslar degisecektir.

Buna karsilik, somatik mutasyonlar tarafindan meydana getirilen varyasyonlar
evolusyoner degisimler i¢in ham materyal olmaz. Ornegin, bir hayvanin gelisimi sirasinda,
erken embriyonik dénemde ektodermal bir hiicrede Onemli bir mutasyonun olmadi
mimkiindiir. Bu mutant hiicreden meydana gelerek biitiin hiicreler ayn1 mutant tipte
olacaktir. Bunun sonucunda hayvanin sinir sisteminde O6nemli bir degisiklik meydana

gelecek fakat bu degisim hayvanin yavrularina gecemeyecektir; ektoderm hiicreleri
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gametleri verecek olan ana hiicreler degildir. Bu nedenle, somatik mutasyonlar tarafindan
meydana getirilen varyasyonlar iizerinde dogal seleksiyon is gérmeyecektir.

Dogal seleksiyon yoluyla evrim teorisi 19. yiizyilda J.B. Lamarck'in kazanilmig
karakterlerin katilim1 yoluyla evrim goriigiine rakip olarak ortaya ¢ikmistir. Lamarck, bir
bireyin yasama siiresinde kazanmis oldugu somatik karakterlerin kendi yavrularina
aktarildigim diisiinmekteydi. Lamarck’a gore her neslin ozellikleri viicut parcalarinin
kullanilmast ve kullamilmamast sonucu ortaya ¢ikan modifikasyonlar tarafindan
belirlenmekte ve sonraki nesillere aktarilmaktaydi. Lamarck'a gore evrimsel degisimler,
bircok nesil boyunca kazanilan bu gibi modifikasyonlar1 tedrici olarak birikmesiyle
olmaktadir ve bunun en klasik Ornegi uzun boyunlu ziirafalarin evrimidir.
Lamarck'¢1 goriise gore, kisa boyunlu atasal ziirafalar, beslenmek amaciyla boyunlarini
agaclarin yapraklarina erisecek sekilde uzatmak durumundaydilar. Boynun bu sekilde sik
sik uzatilmasi onlarin yavrularinin boyunlarinin da azar azar uzamasina sebep olmustur.
Daha yiiksekteki ve daha yesil yapraklara ulasmak icin boynunun siirekli olarak
uzatilmasinin sonucu olarak her nesil kendinden oOteki nesilden daha uzun boyunlu
olmustur.

Diger taraftan C. Darwin'in dogal seleksiyon teorisi, atasal ziirafalarin muhtemelen
kisa boyunlu olduklarimi fakat boynun uzunlugunun -farkli genotiplere sahip olmalari
nedeniyle- bir bireyden digerine degistigini ileri siirer. Beslenme bakimindan ortam
kosullarinda bir olumsuzluk ortaya c¢iktiginda, daha uzun boyunlu ziirafalar yagsamlarini
siirdiirmek ve yavru vermek yani nesillerini devam ettirmek agisindan daha avantajli bir
duruma gec¢cmislerdir. Bu biitiin kisa boyunlu bireylerin telef olduklarini ya da biitiin uzun
boyunlu bireylerin yasamlarim siirdiirerek ¢ogaldiklarini ifade etmez; fakat uzun boyunlu
olanlarin oransal olarak daha ¢ok sayida hayatta kaldiklarin1 ve yavru biraktiklarini ifade
eder. Sonu¢ olarak, uzun boyunlu olmay1 saglayan genlere sahip olan bireylerin orani
miiteakip nesillerde giderek artmistir. Agaglar lizerindeki besinlere ulagmak bakimindan
rekabetin artmas1 uzun boyunlu bireyler i¢in selektif bir avantaj saglamis ve ziirafalarin

evrimi boylece devam etmistir (Bahgeci, 2000).

1.8. DNA Dizin Analizi Sonucunda Evrimsel Agaclarin Olusturulmasi

Bir grubun evrimsel tarihi, onun filogenisi olarak adlandirilir. Bir filogenetik agac, bu

tarihin grafiksel bir Ozetidir. Agag, dallanmis olaylarinin modelini ve bazi durumlarda
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zamanini tanmimlar. Tiirlesme sirasim kaydeder ve hangi taksonlarin yakin ya da uzak
akraba olduklarim belgelendirir.

Filogeni tahmininde ilk adim, filogenetik olarak bilgi verici karakterlerin secimi ve
Olctilmesidir. Filogenetik tahminde kullanilacak molekiiler ve morfolojik karakterler
bagimsiz homolog c¢aligmadaki taksonlar arasindaki farklilik gosteren ve homoplasiye
direncli olmak zorundadirlar. Filogenetik tahminde ikinci adim, elindeki verinin analizinde
parsimoni, maksimum olasilik ya da uzaklik metotlarindan hangisinin en uygun olduguna
karar vermektir. Parsimoni yontemleri her bir karakterdeki degisme modelini olusturmak
yoluyla karakter durumunu degismez sayist en az olan durumlara uygulanir. Bu islem her
bir aday agag¢ iizerinde her bir karakter i¢in tekrarlanir. Birka¢ farkl bilgisayar algoritmasi
oldukga cok sayidaki olas1 aga¢ arasindan tarama yapmak ve bunlar degerlendirmek icin
uygulanmaktadir. Parsimoni kriterine gore, érnegin en iyi aga¢ mevcut veri i¢in degismez
sayist en kiiciik olam (tiim karakterler igin) ortaya koyan agactir. Daha sonra, cesitli
istatistiksel teknikler tiim aga¢ ya da belli kladlar (monofiletik grup) i¢in destek derecesini
degerlendirmede kullanilir.

Filogenetik uslamlama, evrimsel biyolojide HIV (Human Immunodeficiency Virus)
bulasmasindan yasam cesitliligini siniflandirma sistemlerine kadar ¢ok cesitli problemlere
uygulanmaktadir. Filogenlerin bilgi verici olarak kullanimlari, fosil kayitlarinda iyi
belgelenmemis olaylarin zamanlarmin saptanmasi, filogeni olusturmada kullanilan
karakterler disinda kalan karakterlerin verimlesme modeli ve orani ¢alismalar1 ve bunlarla

birlikte evrim caligsmalarin1 kapsamaktadir (Freeman ve Herron, 2002).

1.8.1. Modeltest 3.8 ile En uygun Baz Degisim Modelinin Bulunmasi

DNA dizilerinin analizinde oOzellikle filogenetik aga¢larin olusturulmasinda ve
evrimsel parametrelerin tahmininde, baz degisim modelleri sik¢a kullanilir. Bir
arastirmacinin  genelde karsilastigi problem objektif olarak dogru modeli se¢cmesidir.
Modeltest (Posada ve Crandall, 1998) iki istatistiksel yolla bu sorunu ¢6zen bir bilgisayar
programidir. Modeltest, PAUP programu tarafindan olusturulan olasilik skor degerlerini
(scores dosyasi) kullanan bir ¢calisma prensibine sahiptir (Posada, 2003).

En sik kullanilan baz degisim modelleri frekans ve degisim oranlarini tanimlayan
parametreleri igerir. Baz1 modeller, baz frekanslarinin esit oldugunu var sayarken, bazilar

da birbirinden farkli olduklarimi var sayar. Bir i bazinin j bazina doniisme olasiligi, j'nin
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i've doniisme olasiligina esit oldugundan dort baz arasinda alt1 olasi degisim orani s6z
konusudur (rAC, rAG, rAT, rCG, rCT, rGT). Kompleks modellerde bu alti oranin degeri
birbirinden farkl olabilir.

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

LRT=2(InL1-InLO0)

Ll= Daha kompleks olan modelin olasiligi  (alternatif  hipotez)

LO= Basit olan modelin olasiligt (sifir hipotezi)

LRT degeri her zaman sifira esit veya ondan biiyiiktiir. LRT degeri sifira yaklastikca
kompleks modelin uygunlugu azaliyor demektir. AIC (Akaike, 1974) bir modelin
dogrulugunu arastirilirken kaybolan bilginin olgiisiidiir. AIC degeri ne kadar kiiciikse

model, o veri setine o kadar uygun demektir (Posada, 2003).

1.8.1.1. Modeltest 3.8'deki Baz Degisim Modelleri

Uygun baz modeli, olas1i modellerin bir¢ok hipotezin hiyerarsik olarak test
edilmesiyle bulunur. Bu hipotezler; Baz frekaslar esit mi? Transisyon / transversiyon (ti /
tv) egilimi var mi1? Transisyon oranlart esit mi? Degismeyen sabit bolgeler var mi?
Bolgeler arasinda oransal homojenlik var mi? Ornegin; baz frekanslarinin esit olup
olmadigini test etmek icin JC ile F81, LRT ile karsilastirilir. Ciinkii iki model arasindaki
tek fark F81 modelinde esit olmayan baz frekanslar1 (alternatif hipotez) s6z konusuyken JC

modeli esit baz frekanslari iizerine (sifir hipotezi) kurulmustur.

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

TCS, DNA baz dizileri dikkate almarak genlerin soy agacini (seceresini) tahmin
etmede kullanilan bir bilgisayar programidir (Templeton vd., 1992). Bu metot; maksimum
parmimoni, maksimum olasilik, neighbour joining gibi geleneksek yontemlerle birlikte
kullanilan tiir i¢i varyasyonu gosteren bir analizdir ve TCS adi verilen bir paket program

kullanilir. (Clement vd., 2000).
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TCS programi Nexus (Madison vd., 1997) veya PHYLIP (Felsenstein, 1981)
formatindaki DNA dizi dosyalarin1 agar. Haplotipleri bulur ve 6rnek igindeki frekanslarini
hesaplayarak haplotipler arasindaki ikili uzaklik matrikslerini olusturur. Parsimoni
metoduna dayanir ve haplotipleri bir ag seklinde birbirine baglar. Analiz sonucunda
sekanslar ikili uzaklik matriksleri % 95'lik siirin Otesindeki mutasyonel adimlarin
parsimoni olasiliklar1 ve ag seklinde bir grafik dosyasi olarak ortaya ¢ikar (Clement vd.,
2000). TCS, Java formatinda yazilmis bir programdir ve olusturulan ag Postscript dosyasi

oldugundan gormek icin baska grafik programlarina ihtiya¢ duyar.

1.9. Filogenetik Analizler

1.9.1. Maksimum Parsimoni

Evrimsel akrabalik iligkisini belirlemenin en temel diizeydeki mantig1 basittir: En
yakin akraba taksonlar en fazla ortak Ozellige sahip olmalidirlar. Uzerinde calisilan
taksonlar arasindaki degisken, kalitsal ve biri digerinden bagimsiz her bir 6zellik ya da
karakterin, kimin kimden gelistigini ortaya koymak ic¢in bize yardim eder. Bu karakterler
DNA dizisi belli iskelet elementleri ya da ¢icek kisimlarinin varligi ya da yoklugu gibi
ozellikler olabilir. Tek kosul, farkli karakterlerin birbirlerinden bagimsiz olmalar1 ve her
birinin caligilan tiim tiirlerde homolog bir karakter durumu olarak kodlanabilmeleridir.
Ancak calisilacak karakterleri secerken evrimsel akrabalik iligkilerinin sadece ortak bir
atadan geldikleri icin benzer olan Ozelliklerin yardimiyla aciklanabilecegini kavramak
gerekir. Bu paylasilan tiiremis karakter durumlar1 grubun biitiin iiyelerinin ortak atasindaki
karakter durumlarinda bir degisime agh olarak ortaya ¢ikan benzerliklerdir. Boyle ortak bir
atadan degistikleri icin paylasilan 6zellikler sinapomorfi olarak bilinirler.

Parsimoni, olas1 bir¢coklar1 arasindan hangi dallanma modelinin evrimsel tarihi en
dogru bicimde yansittigin1 tanimlamada bir yaklasim saglar. Parsimoniye gore tercih edilen
agac, aciga ¢ikmis olan evrimsel degismenin toplam miktarin1 en aza indirgeyen agactir.
Parsimoniyi davet eden mantik basit ve zorlayicidir. Bir¢ok durumda, konvergens ve
geriye doniigiin, ortak bir aradan gelen degisime bagli olan benzerlige oranla daha az
olacaklar1 var sayilabilir. Oyleyse en parsimonik agacin veriden cikarilan homoplasi

(konvergens ve geriye doniig) miktarin1 azaltacagini ve bunun c¢aligilan tiirler arasindaki
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gercek filogenetik akrabaligin en iyi tahmini olacagin1 sdylemek miimkiindiir (Freeman ve

Herron, 2002).

1.9.2. Maksimum Olasilik, Neigbor Joining ve Genetik Uzakhk

Parsimoni metotlarinin bir sakincasi bir aragtirmaciya sunulan biitiin bilgiyi
kullanamamasidir. Molekiiler filogeniler icin olasilik yaklasimi su soruyu sormaktadir:
farkl: tipteki niikleotit degisikliginin aciga ¢ikma olasiliklarini tanimlayan bir matematiksel
formiil veya uzunluklar bilinen belli bir aga¢ verildiginde, bu belli DNA dizisi setini elde
etme olasilig1 nedir? Bu stratejiyi hayata ge¢irmek i¢in bir bilgisayar programi her agac
topolojisini degerlendirir veya gozlenen verinin olusturulmasi olasiliginmi hesaplar. Eger
aga¢ dogruysa her dalin olusturulma olasiliklar1 toplami gozlenen verinin olusturulmasi
olasiliginmi temsil eder. Bu olasilik agaclarin olasilig1 olarak rapor edilir. Su halde yarisan
agac topolojilerinin kabul ya da reddi i¢in kriter en yiiksek olasiligi olan agaci segmektir.
Maalesef, olasilik metotlar1 hesaplamada yavastirlar ve bu teknikle ¢ok biiyiik veri setleri,
daha hizli parsimoni metotlar1 kullanarak yapildigi kadar kapsaml analiz edilemezler.

Oldukga radikal bir yaklasim, karakterler verisini (morfolojik bir 6zelligin varligi
veya yoklugu ya da bir gendeki homolog bir bolgede bir niikleotitin kimligi gibi) bir
uzaklik degerine diisiirmektedir. Ornegin, iki takson arasinda niikleotid pozisyonu yiizdesi
farkliliklar1 hesaplanabilir (% 10 farklilik, 100 baz basina ortalama 10 niikleotidin degistigi
anlamina gelir). Ayrk karakterlerin tek bir uzaklik Olgiisiine doniistiiriilmesi, spesifik
bilginin kaybi ile sonuglanir, fakat taksonlar arasindaki toplam benzerlik derecesini ifade
edebilir (Freeman ve Herron, 2002). Filogeni c¢aligmalarinda kullanmilan bir diger
filogenetik analiz ise neighbor joining analizidir.

Olasilik metotlarinda oldugu gibi uzaklik analizleri de, arastirmacilarin ¢oklu
karakterlerden gelen bilgiyi iki takson arasindaki ek bir biitiin uzakligin ol¢iimiine
cevirmek icin bir karakter evrim modeli ongormelerine gereksinim duyar. DNA dizileri
icin yaygin bigimde kullanilan bir formiil, ayn1 yerdeki ¢oklu baz degisimleri ile transisyon
ve trasversiyon baz degisimlerinin frekansindaki farkliliklar1 diizeltir (Kimura, 1980).
Uzaklik verisinden bir filogeni tahmini yapmak i¢in taksonlan kiimeleyen bilgisayar
programlar kullanilir.

Taksonlar1 kiimelemeyi benzerlikler temelinde yapan bu genel stratejiye fenetik

yaklagim adi verilir. Sneath ve Sokal (1973)’e gore tercih edilen agag, taksonlar arasinda
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toplam mesafeyi en aza indirgeyen agactir. Birka¢ farkli kiimeleme algoritmasi yaygin
bicimde kullanilmakta olup analiz edilen mesafenin dogasi konusunda az ya da ¢ok
sinirlayic1 6ngoriilerde bulunabilir. Bu yaklasim sonucunda diziler arasindaki genetik
uzaklik ciftleri matrisi olusturulur, aym pozisyonlardaki ¢coklu degisiklikleri ortaya koymak
icin gelistirilen bir formiil kullanilarak hesaplanir (Kimura, 1980). Kii¢iik genetik uzaklik
ortak atadan yakin zamanda ayrilmaya ve yakin filogenetik iliskiye isaret etmelidir

(Freeman ve Herron, 2002).

1.9.3. Agaclarin Degerlendirilmesi

Birkac ya da tiim olasi agaclan karsilagtirdiktan sonra sorulmasi gereken soru, en
parsimonik agacin ne kadar iyi oldugudur. Bir¢ok arastirmaci optimal agaca yakin agag
topolojilerini gozle inceler ve optimalden nasil farkli olduklart iizerine tahmini bir yargiya
varirlar. Eger optimale yakin agaglar, optimal agactan az derecede farkliysalar, en optimal
agaci grubun evrimi konusunda sonuca varmak i¢in kullanmak daha giivenli olabilir. Buna
ek olarak, bilgisayar programlar ¢ok sayida agaci degerlendirebilir ve optimale yakin
biitiin agaclarca desteklenen bir topolojiyi temsil eden bir uyumluluk agaci olusturabilirler

(Freeman ve Herron, 2002).

1.9.3.1. Sec-bagla Testi (Bootstrapping)

En tutumlu agaclarin giivenilirlilik dereceleri istatistiksel olarak da degerlendirebilir
(Swofford vd., 1996; Huelsenbeck ve Rannala, 1997). Bu probleme yonelik
yaklagimlardan biri se¢-bagla testi (bootstrapping) olarak adlandirilir. Se¢-bagla testinde,
bilgisayar mevcut veri setinden tekrarli 6rnekleme yoluyla yeni bir veri seti olusturulur.
Ornegin, calismada 300 baz ¢iftlik bir dizi bulunuyorsa bilgisayar bu pozisyonlardan birini
rastgele segmek ve bunun yeni veri setinde ilk 6ge olarak kullanmakla sec¢-bagla testine
baslar. Daha sonra, rastgele sectigi bir pozisyon yeni veri setinin ikinci veri noktasini
olusturur (ikinci veri noktasinin birincisinin ayni olma sans1 1/300'diir). Bilgisayar orijinal
verinin rastgele 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 kullamlir. Bu islemi tekrarlamak suretiyle arastirmaci yeniden orneklenmis veri
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setinden olusan agaclarda belli bir dalin agiga ¢ikma yiizdesini % 50, %80 ya da % 100
sekilde ortaya koyabilir. Se¢-bagla tahmininde bir dal ne kadar ¢ok kere agiga ¢ikarsa, bu
dalin gercekte var oldugu konusunda ki giivenimiz artmaktadir. Eger belli bir dal i¢in seg-
bagla destegi az ise arastirmaci genellikle agacin bu kismindaki dallanma modelini

belirleyemedigi sonucuna vararak ve bunun sonucunda da yayinladigi agacta bu dal tek

digiimden cok catalli olarak verir (Freeman ve Herron, 2002).



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

Bu calismada materyal olarak seritli semender, Triturus vittatus, (Jenyns, 1835)
kullanilmigtir. Kuzey’de Kafkaslar’dan (Rusya ve Giircistan) Tiirkiye’ye ve giineyde
Israil’e kadar uzanan bir yayilis gosteren bu tiiriin bugiine kadar Tiirkiye’de ii¢ alttiir (7. v.
vittatus, T. v. cilicensis ve T. v. ophryticus) ile temsil edildigi rapor edilmistir (Schmidtler
ve Schmidtler, 1967; Atatiir, 1974; Ozeti ve Yilmaz, 1994; Arntzen ve Olgun, 2000;
Borkin vd., 2003).

Tiiriin sistematigi asagidaki gibidir.

Alem : Animalia

Sube : Chordata

Altsube : Vertebrata

Smif  : Amphibia

Takim : Urodela

Aile : Salamandridae
Cins : Triturus
Tiir : Triturus vittatus (Jenyns, 1835)

2.1.1. Tiiriin Morfolojik Karakterleri ve Kromozom Sayisi

Seritli semender (Triturus vittatus)'de kuyruk yanlardan basiktir. Ureme zamaninda
erkeklerde sirt ylizgeci (krista) meydana gelir, fakat bu ylizgecle kuyruk yiizgeci arasinda
bir kesinti (agiklik) bulunur. Diger Triturus tiirlerinden bu tiirii ayirt eden en Onemli
karakter, viicudun yan taraflarinda (6n ve arka bacaklarin kaide kisimlar1 arasinda) uzanan
glimiisi renkli bir serittir. Bu serit kuyrugun yan taraflarinda da goriiliir, fakat koyu
lekelerle kismen ortiilii olabilir (Ozeti ve Yilmaz, 1994). Triturus vittatus tiiriindeki
kromozom sayist 2n = 24 olarak rapor edilmistir (Bucci-Innocenti vd., 1983). Diger tiim
Triturus tiirlerinde oldugu gibi 7. vittatus’ta da 12 cift viicut kromozomu bulunmaktadir

(Horner ve Macgregor, 1985).
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2.1.2. Triturus vittatus vittatus (Jenyns, 1835)

Triturus vittatus’un bu alttiiriine ait bireyler morfolojik yap1 bakimindan 7. vulgaris
tiiriine ait bireylerden ¢ok farkli degildir; yalniz boyu biraz daha fazladir. En biiyiikleri 12—
13 cm kadar olabilir (genel olarak 8—10 cm. dir). Sirt yiizgeci nispeten daha yiiksek (7-17
mm. kadar) oldugu gibi, bu yiizge¢ ile kuyruk yiizgeci arasi kesiklidir. Genel olarak ¢ok
tirtikli olan sirt yiizgecinde dikey olarak uzanan siyah seritler mevcut olup, bunlarin arasi
acik renklidir. Ureme zamanindaki bireylerde sirt tarafinda esas rengi oldukca degisiktir.
Grimsi, kahverengi, zeytin yesili veya tung rengi olabilir (Sekil 2 ve Sekil 3).

Giiney Anadolu’da yasayan 7. v. vittatus’un Israil’e kadar uzanan bir yayilist vardir.
Anadolu’da tespit edilen yerler Antakya (Yolbasi koyii, Altindzii, Harbiye, Samandag ve
Teknepinar) ve Gaziantep (Komiirler, Sakcagozii, Islahiye)’dir (Franzen ve Schmidtler,

2000).

Sekil 2. Hatay’dan yakalanan bir erkek T. v. vittatus bireyi (dorsalden goriiniim)
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Sekil 3. Hatay’dan yakalanan bir erkek 7. v. vittatus bireyi (ventralden goriiniim)

2.1.3. Triturus vittatus cilicensis (Wolterstorff, 1906)

[k bakista dis goriiniis bakimindan nominat 1rka, digerinden (T. v. ophryticus’dan)
daha cok benzer. T. v. cilicensis tipik iki ozelligi ile T. v. vittatus’ tan aynlir. Biri, iireme
zamanindaki erkeklerin sirt yiizgecinin serbest kenarinin kuyruk bolgesinde bariz olarak
tirtikli olmast; diger 6zelligi ise viicut yanlarinda uzanan giimiisi seridi siirlayan koyu
bantlarin, 6zellikle ventraldekinin devamli olmayip kesikli olusudur. Toplam uzunluklar
6-10 cm. kadar olabilir. Sirt yiizgeci en fazla 9 mm. kadar 6l¢iilmiistiir. Ureme zamaninda
sucul devrede olan erkek bireylerde sirt tarafin zemin rengi acik kahverengi-bej’den bronz
rengine kadar degisir. Uzerinde daha koyu olan kirli zeytin yesili muntazam olmayan
lekeler ve noktalar bulunur. Viicut iizerindeki giimiisi seridin dorsalindeki koyu bant, kirli
zeytin yesilinden siyaha kadar degisir. Bu bant ya devamli veya kesikli yahut tamamen
noktalara ayrilmis durumdadir. Kuyruk ucu genellikle aniden incelerk kiit bir sekilde son
bulur (Sekil 4 ve Sekil 5).

Bu alttiir Tiirkiye’de Mersin, Adana, Osmaniye, Kilis ve Adiyaman (Golbasi)’da
yayilis gostermektedir (Franzen ve Schmidtler, 2000).
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Sekil 4. Mersin’den yakalanan bir disi ve bir erkek 7. vittatus cilicensis bireyi (dorsalden
goriiniim)

Sekil 5. Mersin’den yakalanan bir disi ve bir erkek T. vittatus cilicensis bireyi (ventralden
goriiniim)

2.1.4. Triturus vittatus ophryticus (Berthold, 1846)

Bu alttiiri tanimlayan ozelliklerden biri genel olarak diger alttiirlerden daha biiyiik
bireylere sahip olmasidir. Bu 6zellik, bilhassa Kafkaslarda yasayan populasyonlarda goze
carpar. Erkeklerin boyu 16 cm., disilerin ise 14.5 cm kadar olabilir. Kuzey Anadolu’nun

yiikksek yerlerinde yasayanlar da biiyilk boyludur. Kuzeybati Anadolu’nun ovalik
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yerlerinde yasayanlar (6rnegin Adapazari civarinda) nispeten daha kisa boyludur. Bu
alttiirde sirt ylizgecinin yiiksekligi de genel olarak daha fazladir: 19 mm. ve hatta 24 mm.
kadar olabilir (Thorn, 1968; Eiselt, 1970). Bu alttiiriin bireyleri daglik kesimlerde 16
yasina kadar ulasabilmektedir (Biilbiil, 2002; Kutrup vd., 2005). Bu alttiirde tireme
zamaninda bulunan erkeklerde sirtin esas rengi oldukca degisik olmakla beraber,
ekseriyetle tun¢ rengindedir. Hayvan i¢in tipik olan bu renk, baz1 bireylerde sar1 veya
yesile dogru degisiklik gosterir. Esas renk {izerinde daha koyu ve ekseriyetle kiiciik lekeler
bulunur. Viicudun yan taraflarindaki giimiisi serit daima iyi gelismistir. Bunun iist ve alt
yanlarinda uzanan siyah seritler genellikle devamlidir veya fazla pargalara ayrilmis degildir
(Sekil 6-8).

Bu alttiir Kafkaslardan Anadolu’nun Karadeniz sahili boyunca Bursa ve Istanbul
civarina kadar yayilir (Ozeti ve Yilmaz, 1994). Son zamanlarda Arntzen ve Olgun (2000);
Litvinchuk vd. (2001, 2004) adh aragtirmacilarin yaptiklar ¢alismalarda; viicuttaki omur
sayilari ve genom biiyiikliiklerine gore Tiirkiye’'nin Bati ve Dogu Karadeniz
Bolgeleri'ndeki 7. v. ophryticus populasyonlarinin birbirinden farkli oldugu rapor
edilmistir. Son olarak Litvinchuk vd. (2005) Tirkiye’deki 7. v. ophryticus alttiiriinii T.
ophryticus ismi ile tiir olarak kabul ettiklerini ve Bat1 Karadeniz’deki populasyonlarin 7. o.
nestrovi ve Dogu Karadeniz’deki populasyonlarin ise 7. o. ophryticus alttiiriine dahil

olduklarini rapor etmislerdir.

Sekil 6. Bati Karadeniz (Zonguldak)’den yakalanan bir erkek 7. v. ophryticus bireyi
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Sekil 7. Dogu Karadeniz (Trabzon)’den yakalanan bir erkek 7. v. ophryticus bireyi
(dorsalden)

Sekil 8. Dogu Karadeniz (Trabzon)’den yakalanan bir erkek 7. v. ophryticus bireyi
(ventalden)
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2.2. Yontem

2.2.1. Orneklerin Toplandig1 Alan

Bu calismada incelenen Triturus vittatus ornekleri; Artvin, Rize, Trabzon, Giresun,
Ordu, Bartin, Karabiik, Zonguldak, Mersin, Adana ve Hatay illerinde 2004-2007 yillar
arasinda gergeklestirilen arazi ¢aligmalarinda yakalanmustir. Orneklerin alindig iller Sekil

9 (URL-1, 2007)’da gosterilmistir.
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Sekil 9. Orneklerin yakalandiklari iller. 1. Artvin, 2. Rize, 3. Trabzon, 4.Giresun,
5. Ordu, 6. Bartin, 7. Karabiik, 8. Zonguldak, 9. Mersin, 10. Adana, 11. Hatay

2.2.2. Orneklerin Toplanmasi ve Morfometrik Olciimler

Calisma kapsaminda araziden yakalanan toplam 179 adet Ornegin tiimii icin
yakalandiklar yerlerde Total Boy (TB), Viicut Boyu (VB), Bas Genisligi (BG), Bas Boyu
(BB), On Ayak Uzunlugu (OAU), Arka Ayak Uzunlugu (AAU), Ayaklar Arast Mesafe
(AAM) degerlerine (Sekil 10) sadece erkek bireyler icin Krista Yiiksekligi (KB) degeri de
eklenerek morfometrik dlciimler gerceklestirilmistir (Sekil 11). Sekil 10 ve Sekil 11, Ozeti
ve Yilmaz (2004)’den alinmustir. Olciimler 0,05 mm. hassasiyetindeki dijital kumpas

yardimiyla alinmustir. Iskelet kasi proteini almak icin KTU Biyoloji Boliimii, Zooloji
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Arastirma Laboratuarina getirilen toplam 96 adet 6rnegin disindaki bireyler DNA
incelemesi i¢in gerekli olan parmak Ornekleri alindiktan sonra habitatlarna geri

birakilmuistir.

Sekil 10. Tiim semender 6rneklerinde Slgiilen morfometrik degerler. 1.
Bas Boyu (BB), 2. Bas Genisligi (BG), 3. On Ayak Uzunlugu (OAU),
4. Arka Ayak Uzunlugu (AAU), 5. Ayaklar Aras1 Mesafe (AAM), 6.
Viicut Boyu (VB), 7. Total Boy (TB)

Krista Yiiksekligi (KB)
]

Sekil 11. Erkek bireylerde ilaveten Olciilen Krista Yiiksekligi (KB)

degeri

2.2.3. Mann-Whitney U Testi ve ANOVA Analizi

Toplam 9 ile ait 18 farkli lokaliteden 179 bireyin (86 & ve 93 Q) erkekler icin
Olciilen 8 ve disiler icin Olciilen 7 farkh karakter bakimindan eseyler ve alttiirlerin dagildigi
lokaliteler arasinda fark olup olmadigi Varyans Analizi Tablosu (ANOVA) kullanilarak
hesaplanmistir. Alttiirler arasinda ikili karsilastirmalann ise Mann-Whitney U testi
yardimiyla gerceklestirilmistir.

ANOVA analizi ve Mann-Whitney U testi SPSS adlhi bilgisayar programi
kullanilarak yapilmistir. Farklilik katsayist (p degeri) =< 0,05 olarak alinmistir.
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2.2.4. Molekiiler Analizler

2.2.4.1. Semender Parmaklarindan Genomik DNA’larin izolasyonu

Genomik DNA’larin izolasyonu, bireylerin parmak uglar1 kesilerek elde edilen
orneklerden Qiagen ve Nucleospin marka kitler kullanilarak gerceklestirilmis ve PCR

isleminde kullanilincaya kadar bu 6rnekler -20 °C’ de saklanmuistir.

2.2.4.2. Mitokondriyal 16S rRNA ve cytB Genlerinin PCR Yardimyla
Arttirllmasi ve DNA Dizin Analizi

16S rRNA geninin 541 bazlik kismi baz dizini genomik DNA’dan 16SA-L (CGC
CTG TTT ATC AAA AAC AT) diiz ve 16SB-H (CCGGTCTGAACTCAGATCACGT)
ters primerleri kullanilarak, cyfB geninin 397 bazlik kismi baz dizini ise MVZI5L (GAA
CTA ATG GCC CAC AWW TAC GDK AA) diiz ve CYTB2-H (AAA CTG CAG CCC
CTC AGA ATG ATA TTT GTC CTC A) ters primerleri yardimiyla polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltildi (Veith vd., 2004). Reaksiyon karisimi; 5 pl (10X) PCR
tamponu, 1yl ANTP karisimi (10 mM), 1° er ul 1’ e 4 oraninda sulandirilmis diiz ve ters
primerler, 3 pul MgCl, (1,5 mM), 0.5 ul Tag DNA (2,5 u) ve 50 ul’ye tamamlanacak
sekilde steril ddH,O ilave edilerek hazirlandi. PCR reaksiyonu; 16S geni i¢in, 94 °C’de 45
saniye denatiirasyon i¢in bekletildikten sonra 50 °C’de 45 saniye primer annealing islemi
ve 72 °C’de 60 saniye uzatma isleminden sonra 72 °C’de 10 dakika son adim ve 35 dongii
seklinde ve cyrB geni icin 92 °C de 45 saniye denatiirasyon, 45 °C’de 60 saniye primer
annealing, 72 °C’de 90 saniye uzatma ve 72 °C’de 10 dakika son adim ve 35 dongii
seklinde gerceklestirildi. PCR islemi sonucunda ortaya cikan iiriin % 1,2’lik agaroz jelde
yiriitiiliildii ve bir jel goriintiileyicide goriintiilendi. PCR islemi basariyla tamamlanan
orneklerin DNA dizin analizleri Macrogen Korea firmasinda PCR 6rneklerinden

saflastirma yapilmasi suretiyle gerceklestirildi.



31

2.3. DNA Dizin Analizi Sonucunda Evrimsel Agaclarin Olusturulmasi

Elde edilen baz dizileri ¢esitli metodlar kullamlarak analiz edilmistir. PAUP*
4.0b10 (Phylogenetic Analysis Using Parsimony*, Swofford, 1998) paket programi
kullanilarak maksimum parsimony (en yiiksek tutumluluk), maksimum likelihood (en
yiiksek olasilik ve genetik uzaklik) ve neighborjoining analizleri; TCS (The Method of
Templeton, Crandal and Sing) (Clement vd., 2000) programi kullanilarak alttiirlerin iginde
tiir ici varyasyon analizi ve MrBayes 3.0b4 (Huelsenbeck ve Ronquist, 2001) programi
kullanilarak Bayesian Analizi yapilmistir. Bunlara ilaveten filogenetik analizler i¢in en
uygun baz degisim modelini bulmak igin PAUP* ile birlikte Modeltest 3.8, baz
dizilislerinin bu programlar i¢in uygun formatlara doniistiiriilmesi icin Clustal W
(Thompson vd., 1997) ve BioEdit programi ve ayrica agac¢ dosyalarim goriintiilemek icinde

TreeView programi kullanilmistir (Ozdemir, 2005).

2.3.1. Modeltest 3.8 ile En Uygun Baz Degisim Modelinin Bulunmasi
En uygun evrimsel baz degisim modeli Modeltest (Posada ve Crandall, 1998)

programi kullanilarak, hRLT (Hierarchial Likelihood Ratio Tests) degerlerine gore tespit

edilmistir.

2.3.2. TCS Analizi
DNA baz dizilisi oncelikle Nexus formatina doniistiiriilip, TCS (Clement vd.,

2000) programi kullanilarak haplotipler belirlenmis ve tiir i¢i varyasyonu gosteren bir ag

olusturulmustur (Ozdemir, 2005).

2.3.3. Maksimum Parsimoni (En Yiiksek Tutumluluk) Analizi

Elde edilen baz dizilisleri, PAUP* 4.0b10 paket programi kullanilarak maksimum

parsimoni analizi gerceklestirilmistir.
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Maksimum parsimoni analizi, bulugsal (horistik) (heuristik search) inceleme
metoduna gore Modeltest’te bulunan baz degisim modellerini (HKYS85) dikkate alarak 20
rastgele ilave tekrarlar olusturularak, TBR (Tree-bisection-reconnection) ve MulTree
yontemleri kullanilarak yapilmistir. Sec-bagla testi (Boot-straping) ise 100 tekrar ile

yapilmistir.

2.3.4. Maksimum Olasilik Analizi

Maksimum olasilik analizi horistik metoda gore HKY85 modeli dikkate alinarak 20
rastgele ilave kopya, TBR (Tree-bisection-reconnection) yontemi ve 100 tekrarli se¢-bagla

testi ile yapilmistir.

2.3.5. Neighborjoining Analizi ve Genetik Uzakhik

Neighborjoining analizi horistik metoda gore HKY85 modeli dikkate alinarak 20
rastgele ilave kopya, TBR (Tree-bisection-reconnection) yontemi ve 100 tekrarli se¢-bagla
testi ile yapilmistir. Genetik uzaklik ise HKY+G baz degisim modeline gore horistik

metoda gore yapilmistir.

2.3.6. TreeView Programi

Filogenetik analizler sonucu olusan agaclarin goriintiilenmesi i¢in TreeView

programi kullanilmistir.

2.4. SDS-PAGE

Triturus vittatus bireylerinin iskelet kasindaki protein bantlarin1 karsilastirmak igin
Biilbiil ve Kutrup (2007)’un Tiirkiye’deki B. viridis populasyonlart i¢in kullandig1 yonteme
uygun olarak, semenderler dietil eterle bayildiktan sonra arka ayaklarinin ikisi birden
kesilerek sivi azotta 6giitiilmiistiir. Daha sonra 6giitiilen bu proteinlerden her bir 6rnekleme
tiibiine 0,1 g alinmustir. Uzerine 0,1 ml ddH,O ve 0,2 ml 2X numune tamponu (100 mM
Tris pH 6.8, % 4 SDS, % 0,2 Bromofenol blue ve % 20 gliserol) eklenmistir (Sambrook
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vd., 1989). Bu karisim proteinleri jele yiiklemeden once denatiire etmek icin bir termal
blok cihazinda 99 °C’de 2 dakika kaynatildiktan sonra SDS-PAGE o6rnekleri hazir hale
getirilmistir (Lutz vd., 2001). Deneylerde kullanilan mini jellerin boyutlar 8,3 x 7,3 cm
olup, coziicii jel (resolving jel) % 12’lik hazirlanmistir (Biilbiil ve Kutrup, 2007). % 12’lik
jel; 3,3 ml ddH,0, 4 ml % 30’luk akrilamid karisimi, (% 29,2 akrilamid ve % 0,8 N,N’-
methylene-bis-akrilamid), 2,5 ml 1.5 M Tris pH 8.8, 0.1 ml %10’Iuk SDS, 0,1 ml %10’luk
amonyum persiilfat ve 0,004 ml TEMED bir beherde karistilarak hazirlanmistir. Proteinleri
yiiklemek i¢in kullanilan taraklarin yerlestirildigi % 5’lik yigma jel (stacking gel) ise; 2,7
ml ddH,0 , 0,67 ml % 30 akrilamid karisimi, 0,5 ml 1.5 M Tris pH 6,8, 0,04 ml % 10’luk
SDS, 0,04 ml amonyum persiilfat ve 0,004 ml TEMED bir beherde karistilarak
hazirlanmistir (Sambrook vd., 1989). SDS-PAGE deneyleri, her 1 pl 6rnek icin 1,85
mikrogram protein gelecek sekilde jeldeki kuyucuklara protein oOrnekleri yiiklenerek
gergeklestirilmistir (Biilbiil ve Kutrup, 2007). Jeller siirekli akimda 20 mA (miliamper)’de
60 dakika siirece boyunca yiiriitiilmiistiir (Lutz vd., 2001). Jelleri boyamak i¢in Coomassie
Brillant Blue (CBB) R-250 boyasi kullanilmistir. Boyanan jeller, 60 dakika siireyle 1.
yikama solusyonuna (50 ml metanol, 10 ml glasial asetic asid ve 40 ml ddH,O karisimi1) ve
sonra da 60 dakika siireyle 2. yikama solusyonunda (7 ml glasial asetik asit, 5 ml metanol
ve 88 ml ddH,O karigimi) yikanmislardir (inan, 2005). Yikanan jeller bir tarayici cihazinda

taranmis ve goriintiileri elde edilmistir.



34

3. BULGULAR
3.1 Morfolojik Analizler
3.1.1. One-Way ANOVA, Tukey Testi

Morfometrik analizler 9 ile ait 18 farkli lokaliteden 179 bireyin (86 & ve 93 Q)
erkekler icin Olciilen 8, ve disiler icin Olciilen 7 farkli karakteri {izerinde
gergeklestirilmistir. Tiim karakterler bakimindan 6Slciilen degerler, disi bireyler i¢cin Tablo
1’de ve erkek bireyler i¢in ise Tablo 2’de verilmistir.

Triturus vittatus’un bireylerinin 4 ana grupta toplanarak (1. 7. v. vittatus, 2. T. v.
cilicensis, 3. T. v. ophryticus Bati Karadeniz ve 4. T. v. ophryticus Dogu Karadeniz)
yapilan One-Way ANOVA analizi Tukey testi sonucuna gore Triturus vittatus’un disi
bireylerinde ana gruplar arasinda 7 ayr karakterin hepsinde onemli derecede F= 0.00,
p<0.05 farkli oldugu goriilmiistiir (Tablo 3). Yine Triturus vittatus’un erkek bireylerinde
gruplar arasinda 8 ayr karakterde de onemli derecede F= 0.00, p<0.05 farkli oldugu
goriilmiistiir (Tablo 4).

Tablo 1. T. vittatus disi bireylerine ait morfometrik 6l¢iim degerleri. Bolgeler: 1. Giirbulak,
2. Of, 3. Sinik, 4. Kaleonii, 5. Hidirnebi, 6. Besirli, 7. Uzung6l (Trabzon), 8.
Erenkoy (Artvin), 9. Golkdy (Ordu), 10. Zonguldak, 11. Karabiik, 12. Bartin, 13.
Ceyhan (Adana), 14. Yolbas1 Koyii (Hatay), 15. Mezitli (Mersin). Total boy (TB),
viicut boyu (VB), cinsiyet (cins), bas genisligi (BG), bas boyu (BB), on ayak
uzunlugu (OAU), arka ayak uzunlugu (AAU), ayaklar aras1 mesafe (AAM). Disi
bireyler (D) seklinde gosterilmistir. Triturus vittatus’un bireyleri 4 ana grupta
toplanarak (1. T. v. vittatus, 2. T. v. cilicensis, 3. T. v. ophryticus Bat1 Karadeniz
ve 4. T. v. ophryticus Dogu Karadeniz) tiir bashg altinda gosterilmistir. Olciim
degerleri mm. cinsinden verilmistir.

Omek no  Bolge TB VB cins BG BB OAU AAU AAM Alttir

1 1 1155 64,0 D 11 152 23 235 35 4
2 1 97 538 D 9 13 17 15,8 31,3 4
3 1 93,5 474 D 9 127 18 17 29,1 4
4 1 97 49 D 83 12,7 11,6 10 30,3 4
5 1 1074 52 D 94 152 20,5 183 344 4
6 1 107,7 57,8 D 10 14,1 194 18,3 32,7 4
7 1 113 60,5 D 10 144 20,5 19,2 322 4
8 1 97,2 51 D 94 112 17,7 15 21 4
9 1 111,1 657 D 11 16,6 22 19,6 375 4
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Tablo 2. T. vittatus erkek bireylerine ait morfometrik Ol¢iim degerleri. Bolgeler: 1.
Giirbulak, 2. Of, 3. Sinik, 4. Yalincak, 5. Kaleonii, 6. Hidirnebi, 7. Besirli, 8.
Kirazlik, 9. Camburnu (Trabzon), 10. G6lkdy (Ordu), 11. Erenkdy (Artvin), 12.
Zonguldak, 13. Karabiik, 14. Bartin, 15. Ceyhan (Adana), 16. Yolbas1 Koyii
(Hatay), 17. Mezitli (Mersin). Erkek bireyler (E) seklinde gosterilmistir.

Omekno Bolge TB VB cins BG BB OAU AAU KB AAM Alttiir

1 1 1352 718 E 11,6 152 333 338 9,6 383 4
2 1 1344 672 E 10,5 152 272 28 10 369 4
3 1 1257 60,5 E 102 16 213 22 14 31 4
4 1 1324 6838 E 10,7 152 283 28,5 6,1 372 4
5 I 1155 59,1 E 10,2 149 249 263 16 30,5 4
6 1 1452 733 E 12 17,2 30,2 31,3 10,7 40,2 4
7 1 1373 722 E 11 155 283 3L1 4 34 4
8 1 130 68,3 E 12,2 15,7 30,7 32 2 368 4
9 I 11,8 583 E 10,5 155 224 27 11,6 30 4
10 1 1222 61,1 E 10,7 15,7 244 28,5 74 31,3 4
11 1 100 52 E 10,5 15,7 18 17,2 9 31,8 4
12 1 111,359 E 10,5 149 222 235 6 34,1 4
13 1 120,5 63 E 10,2 13,8 27,2 28,77 10,2 33 4
14 1 117,2 55,5 E 10,2 14,1 244 27 94 30 4
15 I 1152 60 E 11,1 149 25,7 27,4 10,5 31,3 4
16 1 103,8 533 E 94 13 261 27,1 99 281 4
17 1 1322 649 E 122 174 29,6 31,3 12,7 31,6 4
18 1 121,1 60,1 E 114 157 24,6 263 9,1 313 4
19 I 130,5 633 E 11,3 16,2 2838 30 10,5 33,3 4
20 I 111,1 60,2 E 11,1 149 272 27,6 72 318 4
21 1 1224 61,7 E 11,2 152 28 283 14 344 4
22 I 125,1 66,2 E 12,1 16,6 26,6 294 45 36,1 4
23 1 141 65,2 E 12,7 174 31 322 15 357 4
24 I 119,1 59,1 E 10,2 155 273 28,6 13 294 4
25 2 1094 56,8 E 10 144 22,7 233 99 277 4
26 2 138,8 70,7 E 124 172 28 30,7 10,5 36,3 4
27 2 1238 61,8 E 11,1 174 244 268 12,2 31,1 4
28 2 1349 70 E 129 174 27,77 31,6 12,7 35 4
29 2 1263 64,1 E 11,3 17,7 25,7 26,6 12,7 31,8 4
30 3 1149 574 E 94 12,7 224 274 194 31,6 4
31 3 1044 55,2 E 85 12,6 21,6 222 6 305 4
32 3 123 61,6 E 9,1 133 233 27,7 183 36,6 4
33 3 136,3 65,7 E 10,5 142 27 31,1 24,1 39 4
34 3 123,8 62,7 E 99 12,7 263 274 194 338 4
35 3 138,3 69,4 E 11,1 16,6 283 30,2 224 3,94 4
36 3 1294 63,5 E 10,2 152 27,2 29,8 20 34,8 4
37 3 117,2 63,3 E 10 13,8 26,1 26,8 18 33 4
38 3 130,5 63,3 E 10,5 155 26,1 27,2 19,8 352 4
39 3 1183 59,4 E 10 13,8 244 257 20,5 327 4
40 3 130,5 64,4 E 11 133 252 28 19 333 4
41 4 127,2 66,6 E 12,7 152 289 30,1 12,7 36,1 4
42 4 117,7 60,5 E 11,1 149 246 278 72 313 4
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Tablo 3. Disi bireylere ait ANOVA analizi sonuglari

kareler Eareler
T oplam of Cirtalatmasi F Sigg.
TB Cruplar Arast | 8411 386 3 2803, 795 2751 Jo00
Gruplar In 9136,919 &9 102 GE2
Toplam 17548,305 92
vB  Gruplar Arast | 2877 337 3 953,112 32,34 0o
Gruplar It 239,409 &9 20 BS6
Toplam 5516,747 9z
B Gruplar Arast 87,330 3 29,110 17,792 Jooo
Gruplar Ici 145 511 a3 1,636
Toplam 232,894 a2
BB Gruplar Arast | 154,100 3 51,367 17,077 palil]
Gruplar I 267 TG &9 3,00
Toplam 421 807 92
Gal Gruplar Arasi | 430,027 3 143 342 28,539 0o
Gruplar I 442 372 g9 4 970
Toplam 872,399 a2
Asl Gruplar Arasi | 398,723 3 132 908 25 057 Joo0
Gruplar It 471,354 a9 5,302
Toplam 870,507 92
Ash Druplar Arasi| 791 895 3 263 966 15,954 oo
Gruplar I 1237 522 &9 13,905
Toplam 2029420 g2
Tablo 4. Erkek bireylere ait ANOVA analizi sonuglar
Kareler Kareler
T oplamu df Cirtalatriasy F Sig.
THB Gruplar Arasi fo018427 3 3339 475 25713 000
Cruplar It [10649,621 g2 129 873
Toplam DO6AS, 045 85
) Gruplar Arasi | 2508 592 3 869 564 30,092 oo
Gruplar [ 2369,571 f2 26 897
Toplam 4978263 a5
Bz  Gruplar Arasi | 74,085 3 24588 | 20583 oo
Gruplar I 95,357 f2 1,199
Toplam 172 422 g5
BB Gruplar Aras | 103,743 3 34 581 14,797 oo
Gruplar Iei 191 G40 &2 2337
Toplam 295 383 g5
oAl Gruplar Arasi | 766,393 3 255 464 24,149 000
Gruplar g1 BET 452 g2 10,578
Toplam 1633,845 a5
Asl Gruplar Arasi | 707,053 3 235 654 19,067 00
Gruplar Ip1 1013 591 g2 12 381
Toplam 1720 544 g5




40

Tablo 4’iin devami

ash Gruplar Aras | 532150 3 210117 | 14232 000
Cruplar [e1 | 1214118 52 14,306
Toplam 1546 268 g5

ke Gruplar Aras | 485921 3 166,307 §,209 00
Cruplar I | 2196235 52 26,783
Toplatn 2685156 85

3.1.2. Mann-Whitney U Testi

Morfometrik olarak birbirinden ayrilan 4 grubu ikiserli olarak birbirleriyle
karsilastirmak i¢in Mann-Whitney U testi gerceklestirilmistir. Bu testin sonuglarina gére
disi ve erkek bireylerde gruplart arasinda ikili karsilastirmalarda ol¢iim degerlerinin
cogunda oOnemli derecede farkliliklar bulunmustur. Hatay’daki bireyler Adana ve
Mersin’dekilerden disilerde bas boyu (BB) ve ayaklar aras1 mesafe (AAM) degerleri harig
diger 5 deger bakimindan 6nemli derecede farkli bulunurken, erkeklerde 6n ayak uzunlugu
(OAU) ve arka ayak uzunlugu degerleri énemli derecede farkli bulunmustur. Hatay’daki
bireyler Bati Karadeniz’dekilerle karsilastirildiginda; disilerde bas genisligi (BG) ve bas
boyu (BB) degerleri digindaki tiim degerler arasinda Onemli farklilik goriiliirken,
erkeklerde krista boyu (KB) degeri hari¢ tiim degerler arasinda onemli farkliliklar
goriilmiistiir. Hatay’daki bireyler Dogu Karadeniz’dekilerle karsilastirildiginda; disilerde
Olciilen tim degerlerin birbirinden 6nemli derecede farkli oldugu, erkeklerde ise krista
boyu (KB) degeri hari¢ ol¢iilen tiim degerler arasinda énemli derecede fark oldugu tespit
edilmistir. Adana ve Mersin’deki bireyler Bat1 Karadeniz’dekilerle karsilastirildiginda; disi
bireylerde olgiilen tiim degerler arasinda onemli derecede fark bulunurken, erkeklerde
krista boyu (KB) degeri haric tiim degerler arasinda onemli derecede farkliliklar
bulunmustur. Adana ve Mersin’deki bireyler Dogu Karadeniz’dekilerle karsilastirildiginda;
hem disi, hem de erkek bireylerde Olgiilen tiim degerler arasinda onemli farkhiliklar
goriilmiigtiir. Son olarak Bati Karadeniz’deki bireyler Dogu Karadeniz’dekilerle
karsilastirildiginda disi bireylerde bas genisligi (BG) degeri bakimindan 6nemli derecede
fark bulunurken diger degerler arasinda énemli fark bulunamamistir. Erkek bireylerde ise
toplam boy (TB), viicut boyu (VB), bas genisligi (BG) ve krista boyu (KB) degerleri
arasinda 6nemli derecede farklilik bulunurken, bas boyu (BB), 6n ayak uzunlugu (OAU),



41

arka ayak uzunlugu (AAU) ve ayaklar aras1 mesafe (AAM) degerleri bakimindan 6nemli

derecede fark bulunamamustir.

Mann-Withney U testine ait tiim sonuglar disi bireyler i¢in Tablo 5’de ve erkek

bireyler icin Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 5. Disi bireylere ait Mann-Whitney U testi sonuglar1. Triturus vittatus’un bireyleri 4
ana grupta toplanarak (1. 7. v. vittatus, 2. T. v. cilicensis, 3. T. v. ophryticus Bati
Karadeniz ve 4. T. v. ophryticus Dogu Karadeniz) bu ana gruplar birbirleri
arasinda karsilastirilmistir. Karsilastirmalar: a) 1-2, b) 1-3, ¢) 1-4, d) 2-3, e) 2-4 ve

f) 3-4.
a TH WH B BE (Al Al Aot
bl ann-ihitrey U Rulaln} oo aoa A00 aon Rululn] 2,000
Wi lzoscan Wi 21,000 21,000 21,000 21,500 24,000 241,000 24,000
= -2.000 2012 -2.012 -1,844 -2.0449 2012 -1.,000
Asymp. Sig. (2-tailed) Rk ] L g ulsia 00 D 217
T TH =) =€) BE (a7 A0 200
Mann-whitrey U luln] o0 2,000 1,000 Qoo alala] oo
Wlcoxon WY 3,000 3,000 5,000 4,000 3,000 3,000 3,000
i -2,089 -2,089 -1,567 -1.833 S2a02 -2,095 -2089
Asvmp, Sig. (2-tailed) fnkr) =7 JAT QBT JzE 36 37
C TH WH B BB Al Aol Pt
il ann-Whitrey U <,000 0o 12,500 G000 5,000 5,000 G000
Wi ooz n 7000 2,000 16,600 9.0a0 9,000 2,000 9,000
il -2.279 -2,404 S2017 2,219 -2.217 -2,241 2,217
Feymp. Sig. (2-tailed) 023 JG SO J2G AzZ7F 024 Az7F
il TE WA B BB Gl fall Féahd
il ann-Whitrey U Rululu} oo ululu] Rululn} aoa pulalnl Jaoa
Wil coozcan 21,000 21,000 21,000 21,000 21,000 24,000 21,000
il -3,082 22,102 -3,102 -23,102 -3,119 -3,098 -3,098
Feymp. Sig. (2-tailed) a0z Ja0z Jo0z Joz oz oz a0z
[ TH WH B BB Al Al Aot
b ann-ihitrey U 1,000 pulnlu} 5,000 puluin] 2,000 2,000 2,000
Wi lzoscan Wi 22,000 21,000 27,000 21,000 24,000 23,000 28,000
Z -4, 045 -4,063 -3.862 -4, 067 -4,012 -4,032 -3.922
foymp. Sig. (2-tailed) Jalal] oo 000 000 000 000 000
f TB B B BB AL A A0
Mann-ywhitney U 222500 251,500 163,500 208,500 252,500 280,500 273,500
Wilcoxon Wy 258,500 287 500 198,500 244 500 318,500 | 32583500 | 3276500
z -1,287 - 851 2178 -1,4499 - 384 - 414 -519
Azving. Sig. (2-tailed) hEE] 2305 029 134 701 E79 ]
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Tablo 6. Erkek bireylere ait Mann-Whitney U testi sonuclari. Triturus vittatus’un bireyleri
4 ana grupta toplanarak (1. T. v. vittatus, 2. T. v. cilicensis, 3. T. v. ophryticus Bati
Karadeniz ve 4. T. v. ophryticus Dogu Karadeniz) bu ana gruplar birbirleri
arasinda karsilastirilmigtir. Karsilagtirmalar: a) 1-2, b) 1-3, ¢) 1-4, d) 2-3, e) 2-4 ve

f) 3-4.
a TH WE B 1:] il ALl KB Auhd
hd ann-irhitrey L 1,000 500 1,000 1,000 oo ululu} 1,000 4,000
il zosenn 7,000 500 7,000 7,000 f,000 f,000 7,000 10,000
z -1,528 1771 -1.528 1,528 -1,964 -1,964 -1528 Bl
Asymp. Sig. (2-tailed) AZTF o7 AZT AZT 050 050 A27 825
b TH WH B BE (i Al KH Adihd
Mann-rhitney U oo oo oo fulul} fulul} oo 000 000
Wil zsenn 0 000 & 000 5,000 000 &,000 &,000 1,000 f&,000
i -2 560 -2 560 -2 553 -2 SE0 -2 &40 -2 ATE -1,523 -2 &R0
Asymp. Sig. (2-tailed) 011 11 11 10 11 10 JAze 010
[ TE WH B BB Ol Al KB Adihd
Mann-ihitrey L oo oan 2,000 12,500 S00 &,000 54,500 ooo
Wiileaxan &,000 &,000 9,000 13,400 f,500 12,000 &7 500 f,000
Z -2 818 2818 -2 .54 2576 -2.006 2752 1,487 2214
Asymp. Sig. (2-tailed) o4 o4 004 010 o0 il A37 o4
d TH O] BG BE [T &80 KE 220
hann-ithitriesy 1 0oa 0oa 000 oo 000 oo g,000 000
Whilcoeon W £,000 £,000 6,000 £,000 £,000 £,000 14,000 f,000
il -2.550 -2 550 2553 -2 560 2550 | -2578 -1,185 .3 557
Laymp Sig (2-tailed) 014 011 011 010 011 010 236 011
o TE /B B BB aaL Al KE Aduhd
hdann-ilthitrey 1 a0 a0 nn oo 00 oo [ 47800 oo
Wiileaxan N f&,000 &,000 f.000 f,000 f,000 6,000 | 23,500 f.000
Z 2918 2918 2,024 2,024 -2,020 2010 | 24z -2,010
Asymp. Sig. (2-tailed) 004 004 o0z o0z o0z 04 015 004
f TH "B Bz BB G aAnl KB ALR
hann-whitney L 141,000 | 185,000 | 177,000 | 236500 | 323,000 | 332500 122,000 237,000
Wilcoxon Wy 196,000 | 240000 | 232,000 | 291,500 |2308,000 | 2817 500 177,000 2722000
z -3,01 -2.401 -2.52 -1,654 -393 -285 -3,318 -1,645
Asymp. Sig. (2-tailed) A0z ME 1z 95 GO 794 ja]uj| 00

Mann-Whitney U testi sonucunda 4 ana grup arasinda istatistiki olarak Onemli
derecede farkli oldugu tespit edilen morfometrik karakterlere ait ortalama, minumum ve
maksimum degerler disi bireyler icin Tablo 7°de ve erkek bireyler i¢in Tablo 8’de

verilmistir.
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Tablo 7. Disi bireyler icin Mann-Whitney U testi sonucunda istatistiki olarak énemli
derecede farkli bulunan karakterlere ait ortalama degerler. (1. 7. v. vittatus, 2. T.
v. cilicensis, 3. T. v. ophryticus Bat1 Karadeniz ve 4. T. v. ophryticus Dogu
Karadeniz). a) 1-2, b) 1-3, ¢) 1-4, d) 2-3, e) 2-4 ve f) 3-4.

N Ortalama (mm) Sd Minimum [Maksimum (mm)
a (mm)
TB 93 97,8591 13,8110 57,40 131,00
VB 93 53,5667 7,7437 30,50 72,70
BG 93 9,6097 1,5912 3,50 13,30
OAU 93 18,7849 3,0794 10,00 24,40
AAU 93 17,1720 3,0762 8,30 24,10
b
TB 93 97,8591 13,8110 57,40 131,00
VB 93 53,5667 7,7437 30,50 72,70
OAU 93 18,7849 3,0794 10,00 24,40
AAU 93 17,1720 3,0762 8,30 24,10
AAM 93 30,1000 4,6967 16,00 38,80
c
TB 93 97,8591 13,8110 57,40 131,00
VB 93 53,5667 7,7437 30,50 72,70
BG 93 9,6097 1,5912 3,50 13,30
BB 93 13,5054 2,1412 8,00 20,00
OAU 93 18,7849 3,0794 10,00 24,40
AAU 93 17,1720 3,0762 8,30 24,10
AAM 93 30,1000 4,6967 16,00 38,80
d
TB 93 97,8591 13,8110 57,40 131,00
VB 93 53,5667 7,7437 30,50 72,70
BG 93 9,6097 1,5912 3,50 13,30
BB 93 13,5054 2,1412 8,00 20,00
OAU 93 18,7849 3,0794 10,00 24,40
AAU 93 17,1720 3,0762 8,30 24,10
AAM 93 30,1000 4,6967 16,00 38,80
e
TB 93 97,8591 13,8110 57,40 131,00
VB 93 53,5667 7,7437 30,50 72,70
BG 93 9,6097 1,5912 3,50 13,30
BB 93 13,5054 2,1412 8,00 20,00
OAU 93 18,7849 3,0794 10,00 24,40
AAU 93 17,1720 3,0762 8,30 24,10
AAM 93 30,1000 4,6967 16,00 38,80
f
BG 93 9,6097 1,5912 3,50 13,30
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Tablo 8. Erkek bireyler icin Mann-Whitney U testi sonucunda istatistiki olarak dnemli

derecede farkli bulunan karakterlere ait ortalama degerler.

N | Ortalama (mm) Sd Minimum (mm) | Maksimum (mm)
a
OAU |86 25,7314 4,3843 12,30 37,00
AAU | 86 27,5174 4,4992 14,00 38,00
b
TB 86 119,7733 15,5934 68,30 149,60
VB 86 60,9860 7,6530 34,10 74,10
CINS | 86 1,0000 ,0000 1,00 1,00
BG 86 10,6209 1,4243 6,30 13,50
BB 86 15,0616 1,8642 9,30 20,60
OAU |86 25,7314 4,3843 12,30 37,00
AAU | 86 27,5174 4,4992 14,00 38,00
AAM | 86 33,5407 4,6606 18,30 50,80
c
TB 86 119,7733 15,5934 68,30 149,60
VB 86 60,9860 7,6530 34,10 74,10
CINS | 86 1,0000 ,0000 1,00 1,00
BG 86 10,6209 1,4243 6,30 13,50
BB 86 15,0616 1,8642 9,30 20,60
OAU | 86 25,7314 4,3843 12,30 37,00
AAU | 86 27,5174 4,4992 14,00 38,00
AAM | 86 33,5407 4,6606 18,30 50,80
d
TB 86 119,7733 15,5934 68,30 149,60
VB 86 60,9860 7,6530 34,10 74,10
CINS | 86 1,0000 ,0000 1,00 1,00
BG 86 10,6209 1,4243 6,30 13,50
BB 86 15,0616 1,8642 9,30 20,60
OAU |86 25,7314 4,3843 12,30 37,00
AAU | 86 27,5174 4,4992 14,00 38,00
AAM | 86 33,5407 4,6606 18,30 50,80
e
TB 86 119,7733 15,5934 68,30 149,60
VB 86 60,9860 7,6530 34,10 74,10
CINS | 86 1,0000 ,0000 1,00 1,00
BG 86 10,6209 1,4243 6,30 13,50
BB 86 15,0616 1,8642 9,30 20,60
OAU |86 25,7314 4,3843 12,30 37,00
AAU | 86 27,5174 4,4992 14,00 38,00
KB 86 11,0872 5,6310 2,00 25,70
AAM | 86 33,5407 4,6606 18,30 50,80
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Tablo 8’in devami

f
TB 86 119,7733 15,5934 68,30 149,60
VB 86 60,9860 7,6530 34,10 74,10
CINS | 86 1,0000 ,0000 1,00 1,00
BG 86 10,6209 1,4243 6,30 13,50
KB 86 11,0872 5,6310 2,00 25,70

3.2. Molekiiler Analizler

3.2.1. DNA Dizin Analizi

Bu calismada 11 ilde bulunan 20 farkli populasyondan 16S rRNA geninin 541
bazlik kismi icin toplam 118 ve cyfB geninin 397 bazlik kismui icin toplam 112 bireyin
DNA dizin analizi yapilmistir. Kullanilan 6rneklerin alindiklar1 yerler 16S rRNA geni i¢in
Tablo 9’de, cytB geni icin ise Tablo 10’de verilmistir. 16S rRNA geni i¢in analiz edilen
gen siras1 Tablo 11°da ve cyrB geni i¢in analiz edilen gen siras1i Tablo 12°da verilmistir.
Her iki gen icin de merl haplotipi ilizerinde mutabakata varilan (consensus) dizin olarak

gosterilmistir.

Tablo 9. Triturus vittatus bireylerinin 16S rRNA geni icin incelenen toplam 118 bireyin ait
olduklar1 lokasyonlar

Populasyon no. Lokasyon n

1 Mersin (Mezitli) 8

2 Adana (Ceyhan) 3

3 Hatay (Altinozii) 9

4 Zonguldak (Kilimli) 13

5 Karabiik 2

6 Bartin 2

7 Ordu (Golkoy) 5

8 Artvin (Arhavi) 3

9 Rize (Ardesen) 10 (Larva)

[a—
(=)

Giresun (Kiimbet) 18 (Larva)
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Tablo 9’nin devami

11 Trabzon (KTU Kampiis) 9 (Larva)
12 Trabzon (Hidirnebi) 10

13 Trabzon (Uzungol) 6

14 Trabzon (Camburnu) 2

15 Trabzon (Giirbulak) 9

16 Trabzon (Ugurlu) 2

17 Trabzon (Akgaabat) 1

18 Trabzon (Pelitli) 1

19 Trabzon (Magka) 3

20 Trabzon (Yalincak) 2

Tablo 10. Triturus vittatus bireylerinin cyfB geni icin incelenen toplam 112 bireyin ait
olduklar1 lokasyonlar

Populasyon no. Lokasyon n

1 Mersin (Mezitli) 9

2 Adana (Ceyhan) 5

3 Hatay (Altinozii) 8

4 Zonguldak (Kilimli) 12

5 Karabiik 2

6 Bartin 2

7 Ordu (Golkoy) 5

8 Artvin (Arhavi) 2

9 Rize (Ardesen) 10 (Larva)
10 Giresun (Kiimbet) 16 (Larva)
11 Trabzon (KTU Kampiis) 6 (Larva)
12 Trabzon (Hidirnebi) 10

13 Trabzon (Uzungol) 3

14 Trabzon (Kirazlik) 1

15 Trabzon (Giirbulak) 13

16 Trabzon (Ugurlu) 1
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Tablo 10’un devam

17 Trabzon (Akgaabat) 1
18 Trabzon (Pelitli) 1
19 Trabzon (Magka) 3
20 Trabzon (Yalincak) 2

Tablo 11. 16S rRNA geni i¢in analiz edilen gen sirasi

B N B e e B S B B B e
10 zZ0 30 40 a0 &0 o g0 S0 100
merl CECCTGUCCETGATAGAT TTAACGGCCGCEETATCATGACCET GCAAAGGTAGCGTAATCACTTGTCCTTTAAATAAGGACCAGTATGAAAGGCAAAACGA
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Tablo 11’in devam

YT
310 320 330 240 350 360 370 380 290 400
merl CTCCGAGATARLCAACTTAGAAAGATACTTCGAAGACTAALACATTTGTTATALATGATCCACTAAGT CACCARCARACCARGTTACCCTAGGGATALCA
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P [ B R P e e s s e e e s e e e
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Tablo 12. CyrB geni icin analiz edilen gen sirasi

R N N N R N N R R R N R N R NN AN A RN RN R
10 20 3a 40 50 &0 70 a0 a0 100
TTAATAATTATTAACGGCTCATTTAT TCACCTGOCACTCCCTCAAATATCTCCTATTGATZAAATTTCGEATCTCTCCTAGGGETTTGUC TAAT TACACAGA!

110 120 130 140 130 Lad 170 130 170 200
ATCCTTACAGGTCTATTCCTAGCAATACACTACACAGCAGACACACAATCAGCATTCTCATCAGTTGCCCACATCTGCCGAGACGTCAATTACGECTEACT
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Tablo 12’nin devami

e U e
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
P DA G A T T A GO A A G AR C T TCA T T T TP T T TAT T & T AT T TACC T T CAC AT T CACGAGECATATAC TATEECTCCTACATET T TACAGA,
e | e s e s e e A e e R e G e e R e R e e B e
SR e R R N e R R T
0 1
g kG s e e e e e e R e e A e R
AR I |  f s G e s RS s e R e S e e e e s e s
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3.2.2. DNA Dizilerinin Clustal W Programm ile Karsilastirilmas1 ve BioEdit
Programina Aktarilmasi

DNA dizilerini TCS ve PAUP analizlerine hazir hale getirmek igin bu diziler
Clustal W programinda karsilastirildi ve Bioedit programina yiiklendi. Son olarak analizler

icin uygun olan Fasta, Nexus ve PHYLIP formatlarina doniistiiriildii.
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3.2.3. TCS Analizi

TCS (versiyon 1.18) analizine gore; 16S rRNA geni icin incelenen 118 DNA dizisi
icin 15 haplotip (Sekil 12) ve cyrB geni i¢in incelenen 112 DNA dizisi i¢in 25 haplotip
(Sekil 13) bulunmustur. CytB genine ait daha az DNA dizisi olmasina karsin 10 adet daha
fazla haplotip belirlenmesi cyfB geninde degisimlerin (varyasyon) goriilme olasiginin daha
fazla oldugunu gostermektedir. Haplotipler arasinda 16S rRNA geni icin 4 baza kadar ve
cy!B geni i¢in 13 baza kadar fark bulunmustur. 16S rRNA ve cyrB genleri i¢in yapilan TCS
analizi sonucuna bakildiginda 6rneklerin alindig1 bolgeler gbz 6niinde bulundurulunca 4
farkli grup haplotip ayrimi (7. v. vittatus, T. v. cilicensis, T. v. ophryticus Bat1 Karadeniz ve
T. v. ophryticus Dogu Karadeniz) ortaya ¢cikmaktadir. 16S rRNA geni igin 7. v. vittatus
grubu icin atasal haplotip hat 1, 7. v. cilicensis grubu icin atasal haplotip mer 1, T. v.
ophryticus Bati Karadeniz grubu ig¢in atasal haplotip zon 1 ve T. v. ophryticus Dogu

Karadeniz grubu icin atasal haplotipler ord 1 ve arh 1 olarak belirlenmistir.

zonl3

ord1

=
ord2 @E_}
Clan > A I

meri

hat1

r arhil

Sekil 12. TCS analizi sonucunda 16S rRNA geninin 541 bazlik kismi i¢in bulunan
haplotipler



arh

Zong

Sekil 13. TCS analizi sonucunda cyfB geninin 397 bazlik kismi i¢in bulunan haplotipler

3.2.4. Modeltest 3.8 Programi ile En Uygun Baz Degisimi Modelinin
Bulunmasi

TCS analizi sonucunda saptanan 16S rRNA geni icin 15 ve cyrB geni i¢in 25
haplotipin DNA dizileri Modeltest 3.8 programinda analiz edildiginde hiyerarsik olasilik
oran testlerine (hLRTS, 16S rRNA geni i¢in Tablo 13 ve cy/B geni icin Tablo 14) gore en
uygun baz degisim modelinin 16S rRNA geni i¢in HKY+G oldugu (-InL=1818.7648,
K=34) ve baz frekanslarinin ise A=0.3477, C=0.1952, G=0.1977, T=0.2594 ve Ti / Tv
oraninin 2.5891 oldugu, cytB geni icinse en iyi modelin yine HKY+G oldugu (-
InL=1681.1935, K=54) ve baz frekanslarinin ise A=0.2957, C=0.2260, G= 0.1574, T=
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0.3209 ve Ti / Tv oraninin 5.1360 oldugu bulunmustur. Ayrica analiz sonucunda olusan

‘scores’ dosyasi filogenetik analizler icin PAUP programi tarafindan kullanilmistir.

Tablo 13. 16S rRNA geni icin Modeltest 3.8 programinin analiz sonuglari

Esit baz frekanslari

Ti=Tv

Sifir hipotezi = JC
Altenatif hipotez = F81
2(InL1-InL0) = 59.2078

Sifir hipotezi = F81
Altenatif hipotez = HKY
2(InL1-InLO) = 45.0879
P degeri = < 0.000001

Esit Ti oranlari

Sifir hipotezi = HKY
Altenatif hipotez = TrN
2(InL1-InLO) = 0.0508
P degeri = < 0.821709

Esit Tv oranlari

Sifir hipotezi = HKY

Altenatif hipotez = K81uf

2(InL1-InL0) = 0.1443
P degeri = 0.704056

-InLO = 1876.0320
-InL1 = 1846.4281
df=3

-InL.0 = 1846.4281
-InL.1 = 1823.8842
df=1

-InL.0 = 1823.8842
-InLL1 = 1823.8588
df=1

-InL.0 = 1823.8842
-InL1 = 1823.8120
df=1

Karakterler arasinda esit oransal homojenlik

Sifir hipotezi = HKY

Altenatif hipotez = HKY+G

2(InL1-InL0) = 10.2388
P degeri = 0.000688

Sabit karakterler olmadan

Sifir hipotezi = HKY+G

-InL.O = 1823.8842
-InL.1 = 1818.7648
df=1

-InLO = 1818.7648
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Tablo 13’iin devami

Altenatif hipotez = HKY+G -InL1 = 1817.0432
2(InL1-InL0) = 3.4431 df =1
P degeri = 0.031758

Tablo 14. CyfB geni i¢cin Modeltest 3.8 programinin analiz sonuglari

Esit baz frekanslari

Ti=Tv

Sifir hipotezi = JC
Altenatif hipotez = F81
2(InL1-InLO) = 54.7637

Sifir hipotezi = F81
Altenatif hipotez = HKY
2(InL1-InL0O) = 99.2192
P degeri = < 0.000001

Esit Ti oranlar

Sifir hipotezi = HKY
Altenatif hipotez = TrN
2(InL1-InLO) = 0.0403
P degeri = < 0.840928

Esit Tv oranlari

Sifir hipotezi = HKY

Altenatif hipotez = K8 1uf

2(InL1-InLO) = 4.3977
P degeri = 0.035987

-InLO = 1774.4316
-InL1 = 1747.0498
df=3

-InL.0 = 1747.0498
-InL1 = 1697.4402
df=1

-InLO = 1697.4402
-InL1 = 1697.4200
df=1

-InLO = 1697.4402
-InL.1 = 1695.2413
df=1

Karakterler arasinda esit oransal homojenlik

Sifir hipotezi = HKY

Altenatif hipotez = HKY+G

2(InL1-InL0) = 32.4934
P degeri = < 0.000001

-InL.0 = 1697.4402
-InL.1 = 1681.1935
df=1
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Tablo 14’iin devami

Sabit karakterler olmadan

Sifir hipotezi = HKY+G -InLO = 1681.1935
Altenatif hipotez = HKY+I+G  -InL1 = 1680.2284
2(InL1-InL0O) = 1.9302 df=1

P degeri = 0.082370

3.2.5. Maksimum Parsimoni (Maksimum Tutumluluk) Analizi

Parsimoni analizinde 16S rRNA geni i¢in toplam 541 karakter incelenmis ve
bunlarin 150’sinin siirekli, 391’inin ise degisken karakterli oldugu goriilmiistiir. Bu 391
degisken karakterin sadece 43’liniin anlamli oldugu, 352’sinin ise anlamli olmadigi
belirlenmistir. Horistik inceleme sonucunda, toplam 15108 farkli aga¢ topolojisi
olusturulmus ve en iyi parsimonik agaclarin skoru 431 olarak bulunmustur. Son olarak 4
tane aga¢ kaydedilmistir. Bu 4 agacin ‘strict consensus’ (kesin mutabakata varilan)
filogram1 ve 100 tekrarli se¢-bagla testi degerleri Sekil 14 ve Sekil 15°de verilmistir.
Parsimoni analizinde dis grup olarak Salamandra salamandra (Bocxlaer vd., 2006) ’ya ait
baz dizilisi (EF017949) kullanilmistir. TCS analizi sonucunda olusan aga benzer olarak 4
ana grubun (7. v. vittatus, T. v. cilicensis, T. v. ophryticus Bati Karadeniz ve T. v.
ophryticus Dogu Karadeniz haplotipleri birbirinden ayrilmis ve kendi iglerinde

dallanmiglardir.
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Sekil 14. 16S rRNA geni i¢cin maksimum parsimoni analizi strict consensus
filogrami
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Sekil 15. 16S rRNA geni i¢in maksimum parsimoni analizi bootstrap filogrami
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CytB geni i¢in yapilan parsimoni analizinde ise toplam 397 karakter incelenmis ve
bunlarin 96’sinin siirekli, 301’inin ise degisken karakterli oldugu goriilmiistiir. Bu 301
degisken karakterin sadece 80’inin anlamli oldugu 221’inin ise anlamli olmadigi
belirlenmistir. Horistik inceleme sonucunda, toplam 411701 farkli aga¢ topolojisi
olusturulmus ve en iyi parsimonik agaclarin skoru 385 olarak bulunmustur. Son olarak 30
tane agac kaydedilmistir. Bu 30 agacin ‘strict consensus’ filogrami ve 100 tekrarh sec-
bagla testi degerleri Sekil 16 ve Sekil 17°de verilmistir. Parsimoni analizinde dig grup
olarak Neurergus crocatus (Veith vd., 2004)’a ait baz dizilisi (AY336661) kullanilmistir.
TCS analizi sonucunda olugan aga benzer olarak 4 ana grubun haplotipleri birbirinden

ayrilmis ve kendi i¢lerinde dallanmislardir.
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Sekil 16. CyfB geni i¢in maksimum parsimoni analizi strict consensus filogrami
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Sekil 17. CyfB geni i¢in maksimum parsimoni analizi bootstrap filogrami

3.2.6. Maksimum Olasihk (Maksimum Likelihood) Analizi

Maksimum olasilik analizinde 16S rRNA geni i¢in yapilan horistik incelemede,
16270 agag topolojisi olusturulmus ve bulunan en iyi agac skoru sayis1 1818.21370 olarak
ortaya cikmistir. Analiz sonucunda 1 agag¢ kaydedilmistir (Sekil 18). 100 tekrarli se¢-bagla
testinin degerleri Sekil 19°de gosterilmistir. Analizde dis grup olarak Salamandra

salamandra (Bocxlaer vd., 2006) ’ya ait baz dizilisi (EF017949) kullanilmistir.
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Sekil 19. 16S rRNA geni i¢in maksimum olasilik analizi bootstrap filogrami
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CytB geni icin yapilan horistik incelemede, 49878 agac topolojisi olusturulmus ve bulunan
en iyi agac skoru sayis1 1681.34673 olarak ortaya ¢cikmistir. Analiz sonucunda 1 agag
kaydedilmistir (Sekil 20). 100 tekrarli seg¢-bagla testinin degerleri Sekil 21°de
gosterilmistir. Analizde dis grup olarak Neurergus crocatus (Veith vd., 2004)’a ait baz
dizilisi (AY336661) kullanilmistir.

Maksimum Parsimony analizine benzer olarak, maksimum olasilik analizinde de 4

ana grubun haplotipleri birbirinden ayrilmis ve kendi i¢lerinde dallanmislardir.
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Sekil 20. CysB geni i¢cin maksimum olasilik analizi strict consensus filogrami
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Sekil 21. CyrB geni i¢in maksimum olasilik analizi bootstrap filogrami

3.2.7. Neighborjoining ve Genetik Uzaklik Analizleri

Neighborjoining analizinde 16S rRNA geni icin yapilan horistik incelemede, 11004
agac topolojisi olusturulmus ve bulunan en iyi aga¢ skoru sayist 431 olarak ortaya
cikmigtir. Analiz sonucunda 4 agac kaydedilmistir (Sekil 22). 100 tekrarli sec-bagla
testinin degerleri Sekil 23’te gosterilmistir. Analizde dis grup olarak Salamandra

salamandra (Bocxlaer vd., 2006)’ya ait baz dizilisi (EF017949) kullanilmistir.
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Sekil 22. 16S rRNA geni i¢in neighbor joining analizi strict consensus filogrami
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CytB geni icin yapilan horistik incelemede, 11004 agac topolojisi olusturulmus ve
bulunan en iyi aga¢ skoru sayis1 385 olarak ortaya ¢ikmistir. Analiz sonucunda 30 agag
kaydedilmistir (Sekil 24). 100 tekrarh se¢-bagla testinin degerleri Sekil 25’te gosterilmistir.
Analizde dis grup olarak Neurergus crocatus (Veith vd., 2004)’a ait baz dizilisi
(AY336661) kullanilmistir.
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Sekil 25. CyrB rRNA geni i¢in neighbor joining analizi bootstrap filogrami

Haplotiplerin uzaklik matrisi de HKY+G modeli kullamlarak tespit edilmistir. 16S
rRNA geni icin en diisiik genetik varyasyon 0.00185, en yiiksek genetik varyasyon ise
0.05730 olarak bulunmustur (Tablo 15). En diisiik farklilik (0.00185) Hatay 1 (hat 1) ve
Hatay 2 (hat 2), Karabiik 1 (kar 1) ve Karabiik 2 (kar 2) ve Ordu 1 (ord 1) ve Ordu 2 (ord
2) haplotipleri arasinda bulunmustur. Haplotiplerden; hat 1 ve hat 2 haplotipleri arasinda 1,
kar 1 ve kar 2 haplotipleri arasinda 1 ve yine ord 1 ve ord 2 haplotipleri arasinda 1 bazlik
fark bulunmaktadir. Bir baska deyisle ikili olarak birbirlerine en yakin c¢ikan haplotipler
bunlardir. En yiiksek farklilik (0.05730) ise Ordu 3 (ord3) haplotipi ile Adana 2 (ada 2)

haplotipleri arasinda goriilmiistiir. Bu iki haplotip TCS analizinde farkli ana gruplarda yer
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aldigindan aralarindaki baz farkim TCS analizi sonucu ortaya c¢ikan sekilden anlamak

miimkiin degildir.

Tablo 15. 16S rRNA geni i¢in haplotipler arasindaki genetik varyasyon

1 2 3 4 =1 =} 7
1 merl =
2 qdaz B, BE37E -
3 hatl B.B2773 B.83142 =
4 hotz B.B2388 B.682937 ©.00185 =
5 zonl B.B4865 B.684386 6,84991 O.6843685 =
B karl B.B4991 B.684386 6.851756 0.84991 B8.88555 =
T karz B. 04885 ©.6043850 @.684991 0.84385 @.88378 O.00185 =
8 barl A.A4886 B.A42886 @.684991 @A.84885 B.80378 ©.HEESSS G6.68378
9 barz B.B4865 B.684386 @6,684991 0.84385 8.88370 O.00555 O.688378
18 ordl B.E4991 B.685368 @,84436 0.84251 ©.83327 0.03882 O.83697
11 ord2 B.685176 ©.685545 0.684521 0.84435 8.83512 O.04057 O.83382
12 ord3 B.@5366 B.685738 6.842060 0.84621 2 8.83697 O0.04251 6.684867
13 arhl B.B4865 B.E5176 B8.84621 0.84435 B.83697 0.04251 6.684867
14 zonl3 B.84621 0.94621 O.048686 @.84521 0.00185 B6.88378 0.88125
15 girl3 B.85176 B8.85545 B.04521 6.84436 6.83512 6.84867 6.83832
16 =al B, 7E425  B.78248 @,70248 0. 7E425  8.69625 O.59581 B6.69581

Lred 2

=] =l 1@ 11 12 13 14
2 barl =
9 barz B, BE37E =
18 ordl B.B3597 B.835637 3
11 ordz H.@3882 B.683282 O.00185 s
12 ordz B.B4E57  B.6848567 @,80378 O.80185 =
13 arhl B.B4E57 B.604857 ©,.00739 0.80924 B8.81189 -
14 zonl2 B.88135 B.88185 ©0.63512 @.83697 6.83882 O.838982 &
15 girl3 B.83382 B.083882 B0.08185 A.88378 6.80555 6.868924 8.83597
16 =al B.595356 B.696856 @.70z4e 0.70425 8.78425 ©.595871 BO.69536

hed

15 16

15 girlz

16 =al B, PEZ24a =

Cy1B geni i¢in, en diisiik genetik varyasyon 0.00252, en yiiksek genetik varyasyon
ise 0.12846 olarak bulunmustur (Tablo 16). En diisiik farklilik 0.00252 ile Adana 2 (ada 2)
ve Adana 3 (ada 3), Hatay 1 (hat 1) ve Hatay 5 (hat 5), Hatay 1 (hat 1) ve Hatay 6 (hat 6),
Zonguldak 1 (zon 1) ve Zonguldak 8 (zon 8), Karabiik 1 (kar 1) ve Karabiik 2 (kar 2),
Karabiik 2 (kar 2) ve Zonguldak 8 (zon 8), Rize 3 (riz 3) ve Kirazlik 1 (kir 1), Hidirnebi 2
(hid 2) ve Rize 3 (riz 3), Giirbulak 2 (gur 2) ve Arhavi 1 (arh 1), Giirbulak 6 (gur 6) ve
Arhavi 1 (arh 1), Rize 10 (riz 10) ve Arhavi 1 (arh 1), Giresun 11 (gir 11) ve Arhavi 1 (arh
1) haplotipleri arasinda bulunmustur. Bu yukarida isimleri ikili olarak verilen haplotiplerin
tiimiiniin arasinda 1 bazlik fark bulunmustur. Bir baska deyisle ikili olarak birbirlerine en
yakin ¢ikan haplotipler bunlardir. En yiiksek farklilik (0.12846) ise Zonguldak 8 (zon 8)
haplotipi ile Mersin 4 (mer 4) haplotipleri arasinda goriilmiistiir. Bu iki haplotip TCS
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analizinde farkli ana gruplarda yer aldigindan aralarindaki baz farkim1 TCS analizi sonucu

ortaya ¢ikan sekilden anlamak miimkiin degildir.

Tablo 16. CyrB geni icin haplotipler arasindaki genetik varyasyon

£ = 3 L] = & Iy

< 2. 818ag i

adal 2.21511 2. @loag e

adad 2. 80504 B.81511 2. @leog =

ada= 2.8@7506 B.81753 6.0E756 2 0.88I5T =

adod B.@31250 B.ez257V 9.81259 0.8a7S6 20.885a84 =

adaS 3. 88252 B9.81259 G.8l173 B.8a7S6H 0.91888 G.a8l8ag =
hatl 2. 87853 B.82058 6,225 B8.87557 6.873a5 G.87889 6.873a5
hatS B.@73IES 9.82312 S.8231T G.87809 0.87557 G.8E80e 6.8vssTv
hats B, @Saal 2. 87808 8.87809 0.873E5 9.87853 0.87557 2 0.87853
zorvl 2. 115287 8.12594 o.i1z891 B3.11587 @.11335 ©9.1183% .11839
Tons B. 118329 B.12846 0.123423 0.11829 0.11527 0.1z991 B. 12891
karl @.11335 B.12343 9.11829 B.11325 0.11e23 @.11587 0.115287
karz @. 11527 B.12594 0.12891 B.11587 @.11325 @.11529 6.118329
16578 ©.18876 B.899572 .29320 0.99924 O.ee524
arhel 2. 89572 @.18579 0.18876 9.99572 P.9E320 ©.99324 0.99324
rizl 2. 18327 B.11335 ©.188321 2. 18327 @.18876 B@.1a578 8.1as579
riz2 2. 18579 B2.1158" 9.11822 2.18579 0.189327 .18821 2. 12521
kirl e. 12327 8.11335 8.1le821 2. 18327 @.18876 ©.18579 .1a57e
hi 2 2. 18327 2.11335 .1a8321 2.1a327 e.18876 @.18579 e.1a57e

LR ]

IR BB R R e
MahN=ROR-A0UaWUN Q0RO &K=
a
=
o
2

21 gurz 2. 8us72 2. 18579 2. 18876 6.89572 2. 2RIZE 6.SR824 3. @Rez4
gLarS &, euazd 3. 1ag21 @. 18327 3. Raz4 B. BP5STE B8.18876 6.18876
yalZ a. 1as57e @. 11527 B. 11823 B.18579 2. 18327 @.18831 B, 1as=1

24 rizl@ 2. R4 @. 18531 @. 18327 3. SRazd 2. 99572 B.88572 B8.e8572
girll 2. BRa2da 3. 1a931 B. 19327 6.0ee24 2. FRSTE 29.189876 0.18876

26 e &, Tasze 3. T12E5 B. TEs29 8.7TaEszs 8. 7eeEs B.TeIZyvvy B8.TeaveEl

a8 o 1= 11 12 13 14
2 hatl =
@ hats 8. 88252 =

12 hatt 2. Ba252 B, 8aS5ad =

11 =onl 23,1158 B8.11335 2. 118329 =

12 zon3 2. 118329 B2.11597 8.1Z89l B. 83253 -

13 karl 2. 11829 2, 11597 B.11527 B.887556 B.B9504 3=

14 karz a. 1z891 B.118539 B8.118309 B.268524 B.Ba252 @.88I25S2 =

15 ordl 2. a=816 B.89858 a.Ba554 B.2EE1E6 8.299B5E oO.2885054 2. e2al6

16 arhl 2. 82816 B.9a5E O.8=554 B.8E8156 O.805E O.8E554 O.288l6

17 rizl &. 898zZ4d 2. 18876 2.89572 B.88816 8. 9858 0.899358 0.88816

I8 riz3 2. 188756 @, 18327 Q.8a824 2.89858 0.893280 B2.899328 Q.@3858

I9 kirl = s =1 b B, 128876 [= PN = =] G. 28816 8.000568 G.00068 Q.28316

28 Rhid= 3. 39824 2. 18876 a.ea572 B. 28816 a. Feess 3. eass B. =816

21 gurz2 2. 2aaE8 B. 89328 B. 38156 [= P = =Tcl Yo a. ya3za B. =216 a. 2Nasa

2Z gurs 3. B opEa B, 29328 a.Eg16 B. 2 agsg a. e93z2a B. 2EaE16 A, amEg

23 yalZz (== == bl B. 18876 a. easy7e B. 88816 2. gass a.eoaes a. esg16
24 Fixie 6.59868 B.89328 O0.85816 B8.899868 8.89378 6.88816 O.89858
25 giris 8. 0058 8.89328 08.88816 O.898658 0.5095328 A.88816 O.598588

206 reu a. Masza A, MesSza 8. M2RTT a.T1833 A.Tiad3 a.TaTE1 a.Tarsl
15 1 17 18 19 =28 21
15 ordl =

15 arhl B, BASad -

17T izl 8.83275 8.82771 =

18 ri=3 B. 83823 0.82519 A.8A750 v

19 kiri (= B gl | B. 82267 o.8i162a8 OG.8A2%D -

28 hid= [= - el | B.aZ2AT A.81008 A.A2%F A.A%5A4 -

21 gur2 B.AATEA O.GA2%5D QA.82771 @ A.625109 O.82267 QA.B22AT -
22 g B.AATEA O.GAXSD A.83023 A.G2771 A.62519 A.82%519 O.a%A4
23 ol B.Aa1TEI HA.A12%0 A.82815% A.8125%9 A.81625 A.H51%11 B2.81511
24 ririf B.6A7ES A.8A25F A.A323 A.A2TTI A.82519 A.82%519 A.0a%Ad
2% giril B.Aa2%r A.AAZER A.83823 A.682771 A.82519 a.82%19 OA.5a%A4

268 reel B.TITESE B.T17EE A.TISZ? A.T2Ze4s B.72292 2 A.LT2Ze4a a.T1TEs
22 3 24 =5 26

22 gurd -

2F ol 2. &31511 =

24 rizl® G.88354 6.581511 -

2% girll G.8685354 G.81511 &6.08504 -

26 rew B.F1ITEE G.72848 2 G.TIZB48 2 O.T17ES =
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3.2.8. Dort Ana Grupta Toplanan Haplotipler Arasindaki % Benzerlikler

TCS analizi sonucuna 16S rRNA ve cytB genlerinin ikisinde de 4 ana grupta ‘°
Hatay (T. v. vittatus), Adana ve Mersin (7. v. cilicensis), Bati Karadeniz (T. v. ophryticus)
ve Dogu Karadeniz (T. v. ophryticus)’ ’toplanan haplotipler arasinda PUBMED adl veri
tabanin internet adresindeki (URL-2, 2007) Blast programi kullamilmistir ve ikili
karsilastirmalar yapilarak bu haplotipler arasindaki % benzerlikler ortaya ¢ikarilmistir. 16S
rRNA geni icin; 4 ana gruptaki birer haplotip secilmis ve bu haplotipler (mer 1, hat 1, zon
1 ve arh 1) ile dis grup olan sal (Salamandra salamandra) arasindaki baz dizilislerinin %
benzerlikleri Sekil 26’da gosterilmistir. Cyfb geni icin ise; yine 4 ana gruptan birer haplotip
(mer 1, hat 1, zon 1 ve arh 1) secilmis ve bu haplotipler ile dis grup olan neu (Neurergus

crocatus) arasindaki baz dizilislerinin % benzerlikleri Sekil 27°de gosterilmistir.
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Sekil 26.16S rRNA geni icin; 4 ana gruptaki haplotipler ve dis grup sal (Salamandra salamandra)’in baz diziligleri arasindaki %
benzerlikleri. a) mer 1 haplotipinin diger 3 gruptaki haplotiplerle ve dig grupla karsilagtirilmasi. hatl <, zonl A, arhl m, dig grup
b) hat 1 haplotipinin diger 3 gruptaki haplotiplerle ve dis grupla karsilagtirtlmasi. merl1 $ , zonl A, arhl m, dis grup * ¢) zonl
haplotipinin diger 3 gruptaki haplotiplerle ve dis grupla karsilagtirilmasi. merl &, hatl <, arhl m, dis grup * d) arhl haplotipinin

diger 3 gruptaki haplotiplerle ve dis grupla karsilagtirilmasi. merl &, hat1<>, zonl A, dis grup
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Sekil 27. CytB geni icin; 4 ana gruptaki haplotipler ve dis grup neu (Neurergus crocatus) nun baz dizilisleri arasindaki % benzerlikleri. a)
mer 1 haplotipinin diger 3 gruptaki haplotiplerle ve dis grupla karsilastirilmasi. hatl <,
haplotipinin diger 3 gruptaki haplotiplerle ve dis grupla karsilastirilmasi. merl <, zonl A, arhl m, dis grup
hatl <, arhl m, dig grup * d) arhl haplotipinin diger 3

diger 3 gruptaki haplotiplerle ve dis grupla karsilagtirilmasi. merl <,
gruptaki haplotiplerle ve dis grupla karsilagtirilmasi. mer1<>, hatl <, zonl A, dis grup

zonl A, arhl m, dis grup “ b) hat 1
¢) zonl haplotipinin
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3.3. SDS-PAGE

SDS-PAGE deneylerinde 10 ayri populasyondan toplam 96 ergin seritli semender
(46 disi ve 50 erkek) (6 29 ve 6 & Zonguldak (Kilimli), 4 29 ve 6 &3 Giresun
(Tamdere), 5 29 ve 4 33 Rize (Giindogdu) ve son olarak 31 29 ve 34 3J Trabzon
(Akgaabat 3 29 ve 4 &3; Camburnu 5 29 ve 4 3J; Hidirnebi 4 @9 ve 4 4 J; Kirazhik 3
QP ve 6 33 Magka 5 99 ve 6 33; Uzungdl 7 99 ve 6 33 Giirbulak 4 99 ve 4 33)
kullanilmistir (Sekil 28). SDS-PAGE deneylerinde dnce her populasyon i¢in 1 drnek jellere
yiiklenmis ve sonra deneyler tiim oOrnekler igin tekrarlanmistir. Populasyonlardaki tiim
ornekler icin tekrarlar tamamlandiginda bant sayilar populasyonlar i¢inde hep ayn1 sayida.
Bu yiizden fazla hayvan oldiirmemek icgin tiim populasyonlarda incelenen birey sayisi
diisiik tutulmustur.

SDS-PAGE sonucunda Bati Karadeniz Bolgesi’ne ait Zonguldak populasyonunda
iskelet kasinda toplam 25 adet protein bandi bulunurken, Dogu Karadeniz Bolgesi’'ne ait 9

farkli populasyonun her birinde 26 adet protein bandi bulunmustur (Sekil 28).

Sekil 28. SDS-PAGE sonucu. 1. Zonguldak, 2. Uzungél, 3. Hidirnebi, 4. Akcaabat,
5.Giresun, 6. Rize, 7.Giirbulak, 8. Kirazlik, 9.Camburnu ve10.Macka



4. TARTISMA

Ulkemizdeki semender tiirlerinden biri olan Triturus vittatus (Jenyns, 1835) (Seritli
Semender)’un alttiir durumu da giinlimiizde hala mevcudiyetini siirdiiren bir arastirma
konusudur. Bu tiiriin yurdumuzda morfolojik tasnife gore belirlenmis 3 alttiirii
bulunmaktadir. Bunlar; 7. v. vittatus (Jenyns, 1835), T. v. cilicensis (Wolterstorff, 1906) ve
T. v. ophryticus (Berthold, 1846) adli alttiirlerdir. 7. v. vittatus alttiirii Antakya (Yolbasi
koyii, Altinozii, Harbiye, Samandag ve Teknepinar), ve Gaziantep (Komiirler, Sak¢agozii,
Islahiye)’te, 7. v. cilicensis alttiirii Mersin, Adana, Osmaniye, Kilis ve Adiyaman
(Golbasi)’da (Franzen ve Schmidtler, 2000; Franzen, 2001) ve T. v. ophryticus alttiirii ise
Kafkaslardan Anadolu’nun Karadeniz sahili boyunca Bursa ve Istanbul civarina kadar olan
yerlerde yayihis gostermektedir (Ozeti ve Yilmaz, 1994). Buna karsin, Steinitz (1965)
Giiney Anadolu’da sadece T. v. vittatus alttiiriiniin bulundugunu ve Tiirkiye’de 7. vittatus’a
ait 2 alttiir oldugunu rapor etmistir. Buna ek olarak Litvinchuk vd. (2005) omur sayilari,
genom biiyiikliigii ve allozim verilerine dayanarak Tiirkiye’de 2 tiirtin (7. vittatus ve T.
ophryticus) oldugunu ve T. ophryticus’un Bati Karadeniz’deki bireylerinin 7. o. nestrovi
alttiiriine, Dogu Karadeniz’deki bireylerinin ise 7. o. ophryticus alttiiriine ait oldugunu
rapor etmislerdir. Bunu destekler sekilde Arntzen ve Olgun (2000); Litvinchuk vd. (2001,
2004)’de Bati1 Karadeniz’deki bireylerin omur sayilar1 ve genom biiyiikliikleri bakimindan
Dogu Karadeniz’dekilerden farkli oldugunu belirtmislerdir.

Bu calismada T. viftatus bireyleri ilizerinde morfometrik karakterler yoniinden
yapilan One-Way ANOVA Tukey testine gore Hatay (7. v. vittatus), Adana ve Mersin (T.
v. cilicensis), Bat1 Karadeniz (7. v. ophryticus) ve Dogu Karadeniz (7. v. ophryticus)’deki
populasyonlarindaki bireylerin Olgiilen 7 ve erkeklerde olgiilen 8 karakterin tiimiinde
birbirinden ayrildiklar1 goriilmiistiir. Bu sonug¢ Litvinchuk vd. (2005); Arntzen ve Olgun
(2000); Litvinchuk vd. (2001, 2004)’nin rapor ettikleri Batt ve Dogu Karadeniz
Bolgeleri’ndeki bireylerin ayr olduklart sonucuyla uyum gostermektedir. Yine ayrica bu
calismada elde edilen Mann-Whitney U testinin sonuglariinda bu ayrimi destekledigi
goriilmektedir.

Gerek omur sayis1 gerekse de viicut boyu ve total boy gibi morfometrik karakterler
ekolojik sartlara ve beslenme durumuna gore degisebilen karakterlerdir (Kutrup vd., 2006).

Bu nedenle bu calismada 7. vittatus’un Tirkiye’deki taksonomoik durumunu incelemek
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icin sadece bu karakterlerle yetinilmeyip mitokondriyal 16S rRNA ve cyfB genlerindeki
baz dizilisleri de ortaya cikarilmistir.

Bu calismanin sonuglarindan farkli olarak Litvinchuk vd. (2005)’nin belirttigi
Seritli Semender’in Tiirkiye’de 2 tiire ayrildig1 (7. ophryticus ve T. vittatus) sonucu omur
sayist ve allozim verileri gibi ekolojik sartlar ve beslenmeye gore degisebilecek nitelikte
verilerdir. Daha cok bir tiiriin populasyonlan icindeki varyasyon farkliliklarin1 gosteren bu
veriler yerine direkt olarak bir familya icindeki cinslerin monofilik olup olmadigini
belirlemek icin giiniimiizde ¢ogunlukla mitokondriyal genler incelenmektedir (Caccone vd.
1997; Zajc ve Arntzen 2000; Steinfartz vd., 2007. Steinfartz vd. (2007), Salamandridae
familyas:1 igerisindeki Avrupa’da yayilis gosteren Triturus cinsinin monofilik durumunu
incelemek icin mitokondriyal 16S, 12S ve cyrB genlerininin baz dizilislerini ortaya
cikarmis ve Triturus cinsinin tek basina monofilik bir cins olmadigini, bunun aksine 6 tiir
iceren bilyiik viicutlu Triturus grubu, 5 tir iceren kiiciik viicutlu Trifurus grubu, T.
alpestris grubu ve T. vittatus grubu olmak iizere 4 gruba ayrildigini belirtmislerdir.
Caccone vd. (1997) ise 12S ve 16S rRNA genlerini inceleyerek Salamandridae
familyasindaki Euproctus cinsine ait 3 tiiriin bir monofilik grup olusturdugunu ve ayni
familyadaki Triturus carnifex, T. vulgaris ve Pleurodeles waltl tiirlerinin de bu gruba
yakinlik gosterdigini rapor etmislerdir. Zajc ve Amtzen (2000), Triturus cinsi igerisinde
12S rRNA geni icin baz dizilislerindeki genetik uzakligi 7. montandoni ve T. vulgaris
tiirleri arasinda % 0,66 olarak bulurken 7. cristatus ve T. alpestris tiirleri arasinda % 10,6
olarak rapor etmislerdir. iki tiir aras1 genetik uzakligin yam sira 7. alpestris tiirii i¢in % 1,7
tir ici genetik uzaklik ve T. vittatus icin % 3 tiir i¢ci genetik uzaklik bulundugunu
belirtmislerdir. Buna benzer olarak T. vittatus’un Tiirkiye’deki taksonomik durumunun
incelendigi bu calismada ise tiim haplotipler arasindaki genetik uzaklik;16S rRNA geni
icin - % 0,1 - 5,7 aralifinda, cyfB geni i¢in ise % 0,02 - 12,8 araliginda bulunmustur.
Yapilan TCS analizi sonucuna gore hem 16S rRNA hem de cyfB genleri icin 7. vittatus’a
ait 4 farkli haplotip grubu ortaya ¢ikmistir (Hatay, Mersin ve Adana, Bati Karadeniz ve
Dogu Karadeniz). 16S rRNA ve cyfB genleri icin bulunan en diisiik genetik uzakliklar (%
0,1 ve % 0,02) ayn1 haplotip gruplar i¢inde (hatl — hat2 ve ada2-ada3 gibi) en yiiksek
uzakliklar ise (% 5,7 — 12,8) farkli haplotip gruplar1 arasinda (ord3 — ada2 ve zon8 — mer4
gibi).

TCS analizi sonucunda ortaya ¢ikan haplotipler arasinda 16S rRNA geninin 541
bazlik kismi i¢in en ¢ok 4 ve cyfB geninin 397 bazlik kisimi icin en ¢ok 13 bazlik fark
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bulunmustur. Literatire bakildigt zaman, Macey vd. (1998) Bufo andrewsi
populasyonlarinda 1063 bazlik kisitmda 22 haplotip bulmuslardir. Bu sonug, cografik
olarak oldukga uzak olan bolgelerdeki populasyonlar arasindaki diisiik varyasyonlari rapor
eden Harris vd. (1998); Liu vd. (2000) ve Harris (2001)’in ¢alismalariyla benzerlik
gostermektedir. Liu vd. (2000) Asya’da birbirinden oldukca uzak cografik bolgelerdeki
Bufo melanostictus, populasyonlarinda sadece 5 baz degisimi bulmustur. Harris (2001) ise
16S rRNA geninin 571 bazlik kismu iizerinde yaptig1 ¢alismada Ingiltere’yi de icine Bati
ve Orta Avrupa’da toplam 8 Bufo calamita populasyonunu incelemis ve en fazla 4 bazlik
degisim bulmustur. Biitiin bu sonuglar, bir tiirlin populasyonlar1 arasinda baz degisiminin
diisiik oldugunu gostermektedir. Benzer olarak bu calismada da 7. vitfatus icin 16S rRNA
geni icin 4 bazlik ve cyfB geni icin sadece 13 farklilik bulunmustur. Bu sonuclar seritli
semender (7. vittatus)'un Tiirkiye’de sadece 1 tiirle temsil edildigi ve farkli altiirlerinin
goriisiinii desteklemekte, Litvinchuk vd. (2005) nin belirttigi seritli semenderin Tiirkiye’de
2 tiire ayrildig1 (T. ophryticus ve T. vittatus) sonucunu desteklememektedir.

Bu calismada PAUP programiyla yapilan Maksimum Parsimoni, Maksimum
Olasilik ve Neighbor Joining analizleri sonucunda olusan filogramlar da 4 alttiiriin
varligim gostermektedir. Bu sonuclara gore bu calismayla birlikte ilk defa Tiirkiye’deki
seritli semender 7. vittatus’un 4 ayn alttiirii oldugu rapor edilmis olmaktadir. Hatay’daki
bireylerin T. v. vittatus alttiiriine, Adana ve Mersin’deki bireylerin 7. v. cilicensis alttiiriine,
Bati Karadeniz’deki bireylerin 7. v. nestrovi (Litvinchuk vd. (2005)’nin rapor ettigi gibi)
alttiiriine ve Dogu Karadeniz’deki bireylerin ise 7. v. ophryticus alttiiriine ait olduklar ilk
defa bu calismada rapor edilmis olmaktadir.

Bu caligmada ayrica Bati1 ve Dogu Karadeniz bolgelerindeki bireyler arasindaki fark
SDS-PAGE sonucuyla da desteklenmistir. Bu ¢alisma, Tiirkiye’deki semenderlerin iskelet
kasi proteinlerini karsilagtiran ilk caligma olmustur.

Bu calismada yapilan morfometrik, molekiiler ve SDS-PAGE incelemeleri

sonucunda Seritli Semender (7. vittatus)’in Tiirkiye’de 4 alttiiriiniin oldugu Onerilmistir.



5. SONUCLAR

Seritli Semender (Triturus vittatus)’in Tirkiye’deki taksonomik durumunun
morfolojik ve molekiiler yonden incelendigi bu calismada asagidaki sonug¢lar bulunmustur.

1. Yapilan morfometrik Ol¢iimlerde Triturus vittatus’un Hatay (7. v. vittatus),
Adana ve Mersin (7. v. cilicensis), Bat1 Karadeniz (7. v. ophryticus) ve Dogu Karadeniz (7.
v. ophryticus)’deki populasyonlarindaki bireylerin One-Way ANOVA Tukey testine gore
disilerde olciilen 7 ve erkeklerde oOlciilen 8 karakterin tiimiinde birbirinden ayrildiklar
goriilmiistiir.

2. Mann-Whitney U testi ile bu 4 ayr1 grup ikili olarak karsilastirildiklarinda;
Hatay’daki bireyler Adana ve Mersin’dekilerden disilerde BB ve AAM degerleri harig
diger 5 deger bakimindan 6nemli derecede farkli bulunurken, erkeklerde OAU ve AAU
degerleri 6nemli derecede farkli bulunmustur. Hatay’daki bireyler Bat1 Karadeniz’dekilerle
karsilastirildiginda; disilerde BG ve BB degerleri disindaki tiim degerler arasinda 6nemli
farklilik goriiliirken, erkeklerde KB degeri haric tiim degerler arasinda 6nemli farkliliklar
goriilmiistiir. Hatay’daki bireyler Dogu Karadeniz’dekilerle karsilastirildiginda; disilerde
Olciilen tiim degerlerin birbirinden énemli derecede farkli oldugu, erkeklerde ise KB degeri
hari¢ Olciilen tiim degerler arasinda 6nemli derecede fark oldugu tespit edilmistir. Adana
ve Mersin’deki bireyler Bati Karadeniz’dekilerle karsilastirildiginda; disi bireylerde
Olciilen tiim degerler arasinda onemli derecede fark bulunurken, erkeklerde KB degeri
hari¢ tiim degerler arasinda Onemli derecede farkliliklar bulunmustur. Adana ve
Mersin’deki bireyler Dogu Karadeniz’dekilerle karsilastirildiginda; disi bireylerde olgiilen
tim degerlerde onemli derecede fark goriiliirken, erkeklerde de yine ayni sekilde tiim
degerler arasinda 6nemli farkliliklar goriilmiistiir. Son olarak Bati Karadeniz’deki bireyler
Dogu Karadeniz’dekilerle karsilagtirildiginda disi bireylerde BG degeri bakimindan 6nemli
derecede fark bulunurken diger degerler arasinda onemli fark bulunamamistir. Erkek
bireylerde ise TB, VB, BG ve KB degerleri arasinda énemli derecede farklilik bulunurken,
BB, OAU, AAU ve AAM degerleri bakimindan 6nemli derecede fark bulunamamustir.

3. TCS analizi sonucunda morfolojik Ol¢iimleri destekler nitelikte 7. viffatus’un
haplotiplerinin 4 ana grupta toplandiklar1 goriilmiistiir. TCS analizine gore 16S rRNA
geninin 541 bazlik kisminda 15 (Hatay’da 2, Adana ve Mersin’de 2, Bati Karadeniz’de 6
ve Dogu Karadeniz’de 5 haplotip) ve cytB geninin 397 bazlik kisminda 25 haplotip
(Hatay’da 3, Adana ve Mersin’de 7, Bati Karadeniz’de 4 ve Dogu Karadeniz’de 11
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haplotip) bulunmustur. 16S rRNA geninin haplotipleri arasinda en ¢ok 4 bazlik fark (arh 1
ve ord 1 haplotipleri arasinda) bulunurken, cyfB geninin haplotipleri arasinda en ¢ok 13
bazlik fark (riz 1 ve arh 1 haplotipleri arasinda) bulunmustur.

4. Maksimum parsimoni analizinde; incelemeler neticesinde 16S rRNA geni icin en
iyl parsimonik 431 aga¢ bulunup bunlarin 4’4 kaydedilirken ve cyrB geni i¢in en iyi
parsimonik 385 agac¢ bulunup bunlarin 30’u kaydedilmistir. Maksimum olasilik analizinde;
16S rRNA geni i¢in en iyi parsimonik 1818.21370 aga¢c bulunup bunlarin 1’1
kaydedilirken, cy/B geni i¢in en iyi parsimonik 1681.34673 agac bulunup bunlarin 1’i
kaydedilmistir. Neighbor joining analizinde; maksimum parsimoni analizine benzer sekilde
16S rRNA geni icin en iyi parsimonik 431 aga¢ bulunup bunlarin 4’ii kaydedilirken, cy/B
geni icin en iyi parsimonik 385 aga¢ bulunup bunlarin 30’u kaydedilmistir. Tiim analizler
sonucunda, her iki gen icin kaydedilen agaclara bakildiginda Tiirkiye’deki 7. vittatus’un 4
ayr1 kola ayrildigr goriilmiistiir.

5. Yapilan SDS-PAGE deneylerinde Bati Karadeniz ve Dogu Karadeniz’deki T.
vittatus bireyleri arasinda iskelet kasi proteinleri bakiminda farklilik bulunmugtur. Dogu
Karadeniz’deki bireylerde toplam 26 adet protein bandi goriiliirken, Bati Karadeniz’deki

bireylerde toplam 25 adet protein band tespit edilmistir.



6. ONERILER

1. Bu calismayla birlikte ilk defa Seritli Semender (7. vittatus)’in morfometrik, 16S
rRNA ve cytB genleri ile iskelet kas1 proteinlerinin farkliliklarina gore Tiirkiye’de 4 alttiirii
oldugu rapor edilmistir. Mitokondriyal DNA’nin diger genleri (12S, ND3 vb.) de
incelenerek bu calismada rapor edilen 4 farkl alttiir oldugu goriisii desteklenebilir.

2. Bu calismada yalnizca Tiirkiye igcindeki 7. vittatus bireyleri incelenmistir. 7.
vittatus’un diinyadaki dagilisimi icine alan daha kapsamli bir molekiiler arastirma ile bu

tiiriin filogenetik yapis1 hakkinda detayl bilgiler elde edilebilir.
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