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OZET

Bufo bufo TUR GRUBUNUN (ANURA, BUFONIDAE) KUZEY ANADOLU BOYUNCA
DAGILIMININ MOLEKULER VERILERLE BELIRLENMESI

Ebru KIZILHAN

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi
Damsmani: Prof. Dr. Nurhayat OZDEMIR

Ug farkli sicak noktanin kesisim alam olan Anadolu cografyasi jeolojik ve filocografik
geemisiyle onemli bir tiirlesme merkezi gorevi gérmiis ve birgok farkli tiir igin yasam sahasi
olmustur. Anadolu cografyasinda yayilis gésteren Bufo bufo tiir grubuna ait tiirlerin (Bufo bufo
ve Bufo verrucosissimus) sistematik belirsizligi giiniimiizde hala devam etmektedir. Literatiir
incelendiginde yapilan molekiiler ¢aligmalar arasindaki uyumsuzluklar géze ¢arpmaktadir. Bu
tez caligmasi ile varolan sistematik problemin ¢oziimlenmesi hedeflenmistir. Bu kapsamda,
Kuzey Anadolu hattt boyunca 17 ilden toplanan 51 ornekten ve GenBank’tan elde edilen
mtDNA (16S ve Sitokrom b) ve nDNA (RPL3) dizileri ile haplotipler belirlenmis ve filogenetik
analizler (Maksimum Olasilik ve Bayesian Analizi) gergeklestirilmistir. Mitokondriyal DNA
dizin analizleri sonucunda Artvin 6rneklerinin Giircistan’a ait rnekler ile ayni dal tizerinde yer
alip Bufo verrucosissimus tiiriine ait oldugu, diger haplotiplerin ise ayr1 bir dal {izerinde yer
aldig1 ve Bufo bufo tiiriine ait oldugu tespit edilmistir. Niikkleer DNA dizin analizlerinde ise tim

ornekler ayni1 dal iizerinde toplanmis ve net bir ayrim tespit edilememistir.

2019, 60 sayfa

Anahtar Kelimeler: Bufo verrucosissimus, Filogeni, mtDNA, Kafkasya
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ABSTRACT

DISTRIBUTION RANGE OF Bufo bufo SPECIES GROUP (ANURA, BUFONIDAE)
ALONG THE BLACK SEA COAST OF TURKEY INFERRED FROM MOLECULAR
DATA

Ebru KIZILHAN

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

With the geological and phylogeogrophic history Anatolian geography, which is the junction
point of three different biological hotspot, served as a speciation centre and home range for
many different species. The systematic uncertainty of the species (Bufo bufo and Bufo
verrucosissimus) belonging to Bufo bufo species group living in Anatolia still has been
continuing. As literature is investigated, the disordance among the results of recent molecular
studies is standing out. With this thesis, it is aimed to resolve the systematic problem. In this
context the haplogroups were determined by using the mitochondrial DNA (16S and Cytb) and
nuclear DNA (RPL3) sequences of 51 individuals from 17 provinces locating along the Black
Sea Region and the sequences obtained from GenBank. Phylogenetic analyses (Maximum
Likelihood and Bayesian Inference) were carried out by using these haplogroups. As a result of
mitochondrial DNA sequence analyses, it was found that Artvin specimens nested in the same
branch with Georgian samples belonging to Bufo verrucosissimus species while the rest of all
haplogroups on a different branch and belonging to Bufo bufo species. As to nuclear DNA
sequences analyses, all the samples nested in a single branch, therefore, a clear seperation was

not determined.

2019, 60 pages

Keywords: Bufo verrucosissimus, Phylogeny, mtDNA, Caucasia
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Siniflandirma yapilirken kuskusuz benzerliklerden yararlanilir. Birden fazla ve
birbirine ¢ok benzeyen unsurlar, dikkatli gézlendiginde farkli 6zelliklere sahiptir. Bu
Ozellikler, gozleyen tarafindan sik sik gorildiigiinde artik yavas yavas unsurlari
birbirinden ayirt etmeye baslanir. Ote yandan hayvanlar1 bu sekilde anlamak da yeterli
degildir. Canl1 sistemlerin, giderek bir hayvan grubundan diger bir gruba dogru degisim
gosterdigi, bir evrimsel yol izledigi gorilir. Bu nedenle sistematigi yaparken tiiriin
diinya tizerinde ilk goriildiigii giinden bugiline degin gecirdigi degisimleri inceleyen

filogenilerine bakmak gerekir (Sahin, 2000).

Glinimiizde 4 temel sistematik yaklasim vardir. Bunlar, Klasik evrimsel
taksonomi, fenetik, kladistik ve molekiiler taksonomidir. Her biri, benzerliklerden
akrabaliklar1 ¢ikarmak icin farkl teknikler kullanir. Organizmalar1 siniflandirmadaki en
popiiler yeni yontem molekiiler taksonomidir. Bu yaklagim, molekiiler seviye {izerinde
yogunlagarak homoloji ve analoji tartismasindan uzak durur. Molekiiler, konvergent
evrimlesme olasiliginin ¢ok az oldugunu ve dolayisiyla bu seviyedeki analizlerin daha

dogru olacagini1 varsaymaktadir (Keeton vd., 2003).

Organizmalar birbirine ne kadar yakin akraba iseler, proteinlerin yapisi da o kadar
uygunluk gosterir. Birbirine yakin akraba olan organizmalar benzer gen tasidiklari igin,
benzer proteinlere sahiptir. Canlilar ig¢in gerekli kalitsal bilgi DNA molekiillerinde
bulunur. Canli varliklarin akrabalik derecesi, DNA’larindaki benzer dizinlerinin
karsilastirilmast ile verilebilir. Proteinlerin yapisinda oldugu gibi, DNA’nin yapisinda
da evrimsel iliskiler ¢ikarilabilir bu da Molekiiler Filogeni’nin konusuna girer.
Gilintimiizde molekiiler filogentik bulgular yardimi ile evrimsel bir takim sorunlarin,

biyolojik agiklamalar1 yapilmaktadir (Kiziroglu, 2010).

Bufo cinsi tanimlanmig 283 tiirle amfibiler igerisinde en fazla sayida tiire sahip

olan cinslerdendir (Recuero vd., 2012). Parafiletik olmasindan dolay1 Frost vd. (2006),



tarafindan birgok cinse ayrilmistir, bu durum Bufo bufo grubu sistematiginin ne kadar

kompleks oldugunu gostermektedir (Recuero vd., 2012).

Garcia-Porta vd. (2012), Frost (2011)’u referans gostererek Bufo cinsinin iki tiir
kompleksine sahip oldugunu yazmistir. ilki Avrasya’nin dogusunda (i¢ ve dogu Cin,
Viyetnam’in kuzeyi, Kore, Rusya’nin dogusu ve Japonya) yer alan Bufo gargarizans tiir
kompleksi, ikincisi ise Bat1 Palearktikte dagilim gosteren B. bufo tiir kompleksidir.
Ulkemizi de igine alan bu ikinci tiir kompleksi icerisinde, Bufo eichwaldi (Litvinchuk

vd., 2008), Bufo verrucosissimus ve Bufo bufo yer almaktadir.

Ulkemizdeki sistematik durumu net olmayan Bufo bufo tiir grubunun taksonomik
durumu, son yapilan molekiiler temelli caligmalarda (Recuero vd., 2012 ve Garcia-Porta
vd., 2012) farkli sonuglarin elde edilmesiyle daha da karigik hale gelmistir. 2013 yilinda
Arntzen vd. (2013b) B. bufo tiir grubunun sistematigi hakkinda var olan molekiiler
verilere dayanarak durumun ne kadar karmasik oldugu konusunda bir makale
yayinlamiglardir. Bu bahsedilen makaleler arasindaki uyusmazlik, Tiirkiye’deki B. bufo
tiir grubunun taksonomisi hakkinda bilim insanlarinin bir fikir birligine varamadigin

gostermektedir.

Bu tez galigmasi ile Bufo bufo tiir grubunun Kuzey Anadolu boyunca dagilimi
molekiiler veriler kullanilarak incelenecektir. Daha 6nce bu alanda yapilan ¢alismalarda
yeterli Ornek toplanmamasindan dolayr net bir sonu¢ elde edilememistir. Bu tez
caligmasinda ise tiir grubunun bulundugu tiim lokalitelerden 6rnek alinip ve molekiiler
belirtecler kullanilarak kapsamli analizler yapilmistir. Molekiiler belirtegler olarak
mitokondriyal DNA’nin 16S rRNA ve cyt b genleri ile niikkleer DNA’nin RPL3 gen

bolgesi sekans edilerek, filogenetik analizler yapilmistir.

1.2. Amfibiler Hakkinda Genel Bilgiler

Amfibilerin Devoniyen’de, biiyiik bir olasilikla hem su da hem de karada solunum
yapabilen Coelacanthiformes balik takimindan tiiredikleri  diistiniilmektedir.
Devoniyen’in sonunda ortaya ¢ikan kuraklikla, bazi akcigerli baliklar yasam ortamlarini
terk ederek karadan diger sulara gecis yapmislardir. Daha sonra tiim sularin kurumasi
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ile daha ¢ok siire de karada yasamaya baslamislar ve amfibilerin atasininin temeli

olmuslardir (Sahin, 2000).

Iki yasamlilar, karaya adim atan ilk omurgali grubu olduklar1 icin, bircok
bolgeden, rekabet olmadan rahatca faydalanabilmisler ve 6zellikle Karbon ve Perm
devrinde patlarcasina yayginlagsmis ve g¢esitlenmislerdir. Tersiyerde ise tatli sular

arasindaki etkili yalitimla birlikte farkli birgok tiire tiiremislerdir (Sahin, 2000).

Ayrica amfibilerin anatomik yapilarinda da Onemli degisiklikler meydana
gelmigtir. Ama yine de bir memeli hayvan gibi, suyla da tamamen iliskilerini
kesememislerdir. Bu nedenle bunlara iki yasamli (suda ve karada) manasina gelen
“amfibiler” olarak isimlendirilirler. Kurbagalarin karada yasama O6zelligi kazanmasi
sonucunda, yiizgegler yerine bacaklar, solungaglar yerine akcigerler olusmustur. Larva

doneminde sucul hayata daha bagimlidirlar (Baran vd., 2012).

Amfibilerin derileri ¢iplak ve salgi bezleri bakimindan zengindir ve bunun igin
daima nemlidir. Derileri dermis ve epidermis olmak iizere iki tabakadan olusur.
Epidermisin tizerinde yer alan 6lii hiicre ve keratinimsi tabaka, belirli araliklarla atilarak

degistirilir (Pough vd., 2009).

Kurbagalar besinlerini yapigkan ve bol miktarda salgi bezi bulunan dilleri
yardimiyla alirlar. Sindirim sistemi agizla baslar. Agizda, genellikler {ist ¢enede gok
ince disler bulunur, bazi1 semender tiirlerinde alt ¢cenede de ince disler mevcuttur. Kara
kurbagalarmin bir kisminda ise disler bulunmaz. Sindirim kanali agizdan sonra gelen
kisa bir yemek borusu, basit bir mide, ince ve kalin bagirsakla devam eder ve kloakta
son bulur. Kloak ayn1 zamanda bosaltim ve lireme sistemlerinin de agildig1 yerdir. Mide
torba veya boru seklinde olup ¢ok fazla genisleme yetenegine sahiptir ve bu 6zelligiyle
de bir depo orgami gibi gorev yapar. Ergin amfibiler genellikle etcildir. Larva
devresinde kuyruklu kurbagalar etcil, kuyruksuz kurbagalar bitkilerle beslenir, erginleri
ise hayvansal besinleri alirlar (Kuru, 2004).

Iki yasamlilarda solunum; solungaclar, akciger, deri ve agiz boslugu ile
yapilabilir. Larvalar dis solungaglarla solunum yaparlar. Metamorfoz tamamlanip ergin

3



hale gegince solungaglarin yerini akcigerler alir. Boylece karada solunum yapabilirler.
Akcigerler daha yiiksek omurgali tiirlerine gore daha basit yapilidir. Viicudun oksijen

gereksinimi genellikle deri solunumuyla saglanir (Mason vd., 2011).

Kurbagalar sogukkanli hayvanlar olduklarindan viicut 1sis1 ¢evre sicakligina gore
degisir. Kalpleri iki kulakc¢ik ve bir karinciktan olmak iizere 3 gozlidiir. Bu yap:
sayesinde kurbagalarda c¢ift dolasim ortaya ¢ikar. Amfibilerde tek karincik olmasina
ragmen, kirli kanla temiz kanin karigmamasi kismen saglanmistir. Alyuvarlari

cekirdekli ve oldukea biiyiiktiir (Ober, 2008).

Amfibiler ayr1 eseylidirler ve genelde dis dollenme goriiliir. Ancak bazi semender
tiirlerinde i¢ dollenme de goriilebilir. Bu hayvanlarda erkegin biraktig1 sperm paketini,
disi kloaki ile igeri alir. Bosaltim organlari ise mezonefroz tipteki bobreklerdir
(Duellman ve Trueb, 1994).

1.3. Tiirlesme Mekanizmalari

Tiir, taksonomide oldugu gibi biyocografyada da temel birimdir. Tiir {sti
kategoriler ancak bir ya da birka¢ kademeli tiirlesme sonucunda olusmuslardir. Bir
tirlesme olayr bir gen havuzunun gen ahsverislerini engelleyecek bir etkenin devreye
girmesi olarak ve ayrilan gen havuzlarinin siireg igerisinde farklilasmasi ve tireme
izolasyonunun kazanilmas: sonucu bagimsiz bir evrimsel birim haline gelmesi olarak

tanimlanabilir (Demirsoy, 2008).

1.3.1. Allopatrik Tiirlesme (Ayr1 Yurtlu Tiirlesme)

Ayr yurtlu tiirlesme, fiziksel bir engel (topografi, su ya da kara, elverissiz habitat,
vb.) tarafindan cografi olarak ayrilmis toplumlar arasinda genetik iireme engellerinin
evrimlesmesidir. Cografik bariyerin olusumuna gore allopatrik tiirlesme, yayilma

(dagilma, dispersal) ve vikaryans yollariyla gerc¢eklesir (Freeman ve Herron, 2009).

Yayilma modelinde kdken tiir, yeni alanlara yayilarak yayilis alanini genisletir ve
yeni habitatlara ulasir. Yeni bir alana ulasan populasyonlar, kendi habitatlarinda
4



bagimsiz olarak farklilagma siirecine girerler ve bu alanlara populasyonlar bariyerleri

asarak ulasmislardir (Freeman ve Herron, 2009).

Vikaryans olarak tanimlanan modelde ise kdken tliriin yayilis alami igerisinde,
jeolojik, cografik veya iklimsel degisimlere bagli olarak yeni bariyerlerin ortaya ¢ikmasi
sonucu koken populasyon iki veya daha fazla alt populasyona balintr ve her biri ayr

evrimsel birimler olarak islerler (Freeman ve Herron, 2009).

1.3.2. Peripatrik Tiirlesme (Cevre Yurtlu Tiirlesme)

Allopatrik tlirlesmenin 6zel bir bicimidir. Peripatrik tiirlesme, ana populasyonun
periferinde kalan bir populasyon, cografik olarak ayrilmasi ve farklilasmasidir. Bu
tirlesme modeli i¢in iki Ozellik Onemlidir. Biricisi, periferal olarak ayrilan
populasyonun yayilis alan1 ve populasyon biiyiikliigi bakimindan ana populasyondan
kiiciik olmasidir. Ikincisi ise bu kiiciik periferal populasyonlarn kurucu etkisi ve
stiriklenme nedeniyle hizla farklilasmasidir. Periferal ayrilmalarla olusan yeni tiirler
filogenetik analizlerde atasal soy hatti icerisinde bir alt filogenetik grup olusturur ve bu
nedenle kladogenetik degil, anagenetik bir tiirlesme seklindedir. Teorik model olarak

kabul gormesine karsin sinirli sayida dogal 6rnek tanimlanmistir (Futuyma, 2008).

1.3.3. Simpatrik Tiirlesme (Ayn1 Yurtlu Tiirlesme)

Simpatrik tiirlesme, bir koken soy hattinin cografik bariyerler disindaki nedenlerle
farkl seyirleri olan iki veya daha fazla evrimsel birim olarak baslamasini ve yeterli
siirenin sonucunda ayri soy hatlarinin olusmasini 6ngoriir. Her ne kadar onceleri bu
modele uygun tiirlesmelerin dogada az oldugu savunulmus ise de son zamanlarda

simpatrik tirlesmenin yaygin olduguna iligskin ¢oke¢a veri edinilmistir (Futuyma, 2008).

Ayni yurtlu tiirlesme modellelerinin ¢ogu ayni alelli genotiplerin iki kaynaktan
(va da iki mikro yasam alanindan) birisi ya da digerinden yiiksek uyum basarisi
gosterdigini, ara fenotiplerin (ayr1 alelliler) ise diisik uyum basaris1 gosterdigi,

cesitlendirici segilimi kabul eder (Futuyma, 2008).



1.3.4. Parapatrik Tiirlesme (Komsu Yurtlu Tiirlesme)

Parapatrik tiirlesme, farklilasma siirecinde kokendes populasyonlarin yan yana
bulunmalar: kast edilir. Baska bir sekilde soylenecek olursa yayilislart ayr1 ancak yan

yana olan ve hatta bir oranda o6rtiisen populasyonlarin farklilasmasidir (Futuyma, 2008).

Komsu yurtlu tiirlesme, kurumsal olarak, farkli secilim baskilar1 altindaki komsu
toplumlar arasindaki gen akisi, gen kombinasyonlar1 {izerindeki farklilastirici
seciliminden zayif ise ortaya ¢ikabilir. Keskin ekolojik sinirlarla ayrilan farkli yagam
alanlarinda igleyen gii¢lii se¢ilim, gen aligverisine kars1 bir engel olusturarak oteki tarafa
gecen yanlis genotip ya da fenotiplerin, liremede basarisiz olmasini saglar. Sonugta,
ayn1 yorede cesitli lokuslar bakimindan dereceli cografi degisimler ortaya cikarak,
ikincil melez bolgesi gibi goriinsede birincil melez bolgesi olan alanlar meydana getirir.
Bu sekilde devam eden farklilasma, sonunda tam {ireme yalitimi ile sonuglanabilir

(Futuyma, 2008).

1.4. Molekiiler Belirtecler

1.4.1. Mitokondriyal DNA

Son yillarda, mitokondriyal DNA’nin sahip oldugu molekiiler temel ve genlerinin
fonksiyonlar1 hakkinda detayl bilgiler elde edilmistir (Wittig vd., 2003). Mitokondriyal
DNA ¢ift zincirli kapali halkasal yapiya (Sekil 1) sahip olup, yar1 sakh
(semikonservatif) olarak kendini eslemektedir. Biiyiiklilk bakimindan mtDNA farkli
organizmalar arasinda degisiklikler gosterir. Mitokondriyal genom 37 gen bolgesine
sahiptir. Bunlardan 13'i solunum zincirindeki yapisal proteinleri, 2’si RNA ve 22’°si de
tRNA genlerini kodlar. Hayvanlar aleminin biiyiik bir kisminda mtDNA, 16.000 ila
18.000 bg (16-18 kb) biiyiikliigiindedir. Omurgalilarda organel basina 5 ila 10 mtDNA
molekiilii bulunurken, bitkilerde ise bu sayr organel basina 20-40 kopyaya kadar
cikabilir. Istisnai durumlar disinda gen tekrar1 neredeyse hi¢ yoktur ve replikasyonu
cekirdek DNA’sindan sentezlenen enzimlere baglidir. Mitokondriyal genler, ribozomal
RNA’lar1, 20’den fazla tRNA’y1 ve organelin hiicresel solunum gorevini yapabilmesi
icin gerekli pek ¢ok proteini kodlamaktadir (Klug ve Cummings 2000).
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Cekirdek DNA’s1 ile mtDNA’nin evrimsel kokenleri farklidir ve mtDNA’nin
bakterilerdeki halkasal genomlardan evrildigi varsayilmaktadir. Bu yonii ile prokaryot
hiicreden 6karyot hiicreye gecis slireci hakkinda bilgi verir. Ayrica evrimsel silireglerin

arastirilmasiyla ilgili yapilan bir¢ok ¢alismayada yapi tas1 olmustur (Meusel vd., 1993).

Mitokondriyal DNA’nin taksonomik caligmalarda aranan baslica molekiiler
belirteglerden biri olmasinin temel sebebi, maternal halkasal kod dizisine sahip olmasi,
kod dizisi hiicre DNA’sindan daha da kisa olmasi, sadece mutasyonlar sonucu meydana
gelmis degisimler goéstermesi ve mayoz bolinme gecirmemis olmasidir. Bunun
sonucunda var olan mutasyonlar takip edilerek filogenetik soy agaci olusturmaya imkan
saglar. Niikleer DNA'ya gore daha fazla mutasyona ugrayan mtDNA mutasyonlarinin
hizi 1 milyon willik siiregte ortalama %?2-4 oranindadir. Mitokondriyal DNA,
populasyonlar, tiirler ve bireyler arasindaki var olan evrimsel ilisikileri belirlemek igin
kullanilan en 6nemli belirteclerden biridir (Irwin vd., 1991; Holger vd., 2003). Yakin
zamana kadar, evrimsel akrabalik iliskileri incelenirken restriksiyon ve klonlama teknigi
kullanilirken, polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) tekniginin gelistirilmesi ile
mitokondriyal gen bdlgelerinin ¢ogaltilmasini miimkiin kilmistir (Harrison, 1989;
Kocher vd., 1989).

Complex 1 (NADH
dehydrogenase-ND)

Complex Il
(Ubiquinol:cytochrome
¢ oxidoreductase-CYTB)

Complex IV
(Cytochrome c oxidase-COX

Complex V
(ATP synthase-ATPase)

Ribosomal RNAs (rRNA)

OB B 0 0 B

Transfer RNAs (tRNA)

ATPase8 ATPase6

Sekil 1. Mitokondriyal DNA (URL-1).




1.4.1.1. 16S Ribozomal RNA Geni

16S ribozomal RNA (16S rRNA) geninin temel yapisi olduk¢a korunmus olup,
%70 veya daha fazla DNA benzerligine sahip tiirlerde, genellikle sahip olduklar1 sekans
dizileri %97 oraninda belirlenebilmektedir. Kalan %3 liikk kismi ise temel yap1 boyunca
dagilmis olup 6zellikle fazla degiskenlik gosteren bolgelerde yogunlasmistir. Bu %3 liik
kisim filogenetik uzakliklarin belirlenmesinde etkinlik gostermektedir (Stackebrandt
vd., 1994). 16S rRNA geninin yiiksek basar1 gostermesi iyi sekilde korunmus
olmasindan dolayidir. Bu nedenle 16S rRNA’ya dayali analizler farkli organizmalar
tizerinde kolayca uygulanabilirdir. Diger bir avantaji mitokondri lizerinde konumlanmig
olmasi1 ve genomu maternal kalitimla aktarilip, organizmanin genomunda tek tip olarak
gozlenmesidir. Dolayisiyla ¢ok sayida kopyasi ¢ogaltilabilir ve bu kopyalardan sekans
dizileri kolayca elde edilebilir (Lane vd., 1985).

1.4.1.2. Sitokrom b Geni

Sitokrom b (cyt b) geni, sahip oldugu yap1 ve fonksiyonlar agisindan oldukga iyi
bilindigi i¢in filogenetik ¢alismalarda 6nde gelen ve en ¢ok tercih edilen mitokondriyal
gen bolgesidir (Esposti vd., 1993). Cyt b geni yaklasik olarak 1140 b¢ uzunluguna
sahiptir. Mitokondriyal genomun diger bolgeleriyle karsilastirildiginda cyt b geni,
protein kodlayan dizilerin sahip oldugu yiiksek cesitlilik bakimindan onemli bir
filogenetik belirteg olarak nitelendirilebilir (Irwin vd., 1991). Cyt b geni kolay
evrimlesebildigi gibi aynm1 zamanda i1yl de korunmus kodon siralarmi i¢inde
barmdirmaktadir. Bu sebepten otiirii sistematik karmagikliklarin ¢éziimlenmesinde iyi

bir ayiricidir (Lydeard ve Roe, 1997; Kumazawa ve Nishida, 1999).

1.4.2. Niikleer DNA

Niikleer DNA (nDNA), okaryotik hiicre yapisina sahip organizmalarin
cekirdeginde, prokaryotik hiicre yapisina sahip organizmalarin ise sitoplazmalarinda
bulunur. Niikleer genler hem anneden hem babadan kalitilirlar, yani biparentaldirler.

Hiicre igin gerekli olan proteinlerin neredeyse tamamini kodlayan niikleer DNA birkag



linear kromozomdan olusmaktadir ve mtDNA’ya kiyasla daha uzun bir DNA dizisine
sahiptir (Panawala, 2017).

Molekiiler sistematik alan1 son zamanlarda 6zellikle yiiksek derecede korunmus
tekrarli niikleer genlere egilim gostermistir.  Niikleer genomun filogenetik
karmagikliklara getirdigi ¢oziimler sayesinde, iist seviyedeki filogenetik iliskilerden
sonu¢ c¢ikarmada ciddi bir ilerleme saglanmistir (Friedlander vd., 1992). nDNA
bolgelerindeki varyasyon miktart mtDNA’ya kiyasla ¢ok daha diisiik seviyede oldugu
icin, bu bolgeler genellikle derin filogenetik caligmalarda tiir, cins ve daha yiiksek
kategorilerdeki taksonlar1 gruplandirmada kullanilir (Demirtas, 2012). Olusturulan
niikleer gen agaclari, mtDNA gen agaclari ile kiyaslanarak, daha giivenilir tiir
agaclarinin elde edilmesinde, tiirlin ya da tiirlerin filogenileri ve filocografik iligkilerini

ortaya ¢ikarmada katki saglar (Hillis ve Dixon, 1991; Wickliffe vd., 2003; Creer, 2007).

1.4.2.1. Ribozomal Protein L3 geni

Ribozomal Protein L3 (RPL3) geni 60 alt iinitelik ribozomal protein kodlayan bir
gendir. Bu protein L3P ailesine ait ve sitoplazma igerisinde konumlanmig proteindir
(Chan vd., 1998). RPL3 geni peptidiltransferaz merkezinin yapisi i¢in vazgegilmezdir.
Ribozomal protein, sahip oldugu dizi yapisini ¢ok iyi bir sekilde korudugu igin 3

domeinde de 6nemlilik arz etmektedir (Meskauskas ve Dinman, 2007).

1.5. Kafkasya’nin Jeolojik Ge¢misi

Kafkaslarin yapisini ve jeolojik tarihini denetleyen ana unsur birbirine yaklasan
Avrasya ve Afrika-Arabistan levhalari arasindaki konumudur. Ge¢ Proterozoyik ile
Tersiyer arasinda Kafkaslar, Tetis Okyanusu ve bu okyanusun Avrasya ve Afrika-
Arabistan kita kenarlarini igermekteydi. Bu sistem igerisinde yer alan ada yaylari, yay-
ici riftler, yay-ardi havzalar Kafkaslar’in ¢carpisma oncesi jeoloji tarihinin bir pargasin
teskil eder. Erken Paleozoyik’te Bati Gondwana’nin altina giineye dogru dalan bir
dalma-batma zonu tizerinde gelisen yay-ardi riftlesme ile Kafkaslar ve Alpin orojenik
kusak iginde yer alan diger Ust Prekambriyen-Kambriyen kristalen temel pargalari,
Gondwana’dan ayrilmistir. Kuzeye hareket eden bu Gondwana ¢evresi (Peri-
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Gondwana) mintikalarinin glineyinde Paleotetis Okyanusu agilmistir. Kafkasya ve diger
Gondwana ¢evresi mintikalarinin Avrasya giliney kenarini eklenmesi ~350 milyon yil
once tamamlanmistir. Avrasya kita kenarinin altina kuzeye dogru dalan bir dalma batma
zonu lizerinde yaygin mikroklinli granitoid plutonlarinin yerlesimi 320-280 milyon yil
once araliginda gerceklesmistir. Tim bu Variskan, Eo-Kimmeriyen ve Erken Alpin
olaylara ragmen Kafkaslar’in giineyindeki Paleozoik okyanusunun tamamen
kapanmamis ve Mesozoyik Tetis Paleotetis’ten miras kalmistir. Mesozoik ve Erken
Tersiyer’de, Biiyiik Kafkaslar ve Trans-Kafkasya, Avrasya levhasinin giiney aktif kita
kenarini, bir diger ifade ile Kuzey Tetis bolgesini temsil ediyordu (Adamia vd., 2011b).

Trans-Kafkaya’nin dag arasi ¢okiintii bolgelerinde gelisen Oligosen-Neojen ve
Kuvaterner havzalar bolgenin ¢arpisma ve garpisma sonrasi evrimini temsil eder. Bu
havzalar Paratetis’in bir kesimini temsil eder ve sedimanlari kapali veya yari-kapali
havzalarda ¢okelmistir. Afrika-Arabistan ve Avrasya levhalarinin nihai garpismas: ve
bugiinkii kitalararas1 Kafkasya Dag kusaginin olusumu Neojen-Kuvaterner’de meydana
gelmistir. Ge¢ Miyosen’den (9-7 milyon yil dnce) Pleistosen’in sonuna kadar gegen
zamanda Kafkaslar’in merkezi kesimlerinde volkanik faaliyetler meydana gelmis ve
molas havzalar: olusmustur (Adamia vd., 2011b).

Trans-Kafkasya’daki tektonik deformasyonun geometrisini kontrol eden ana etken
kama seklinde sert Arabistan blogunun Anadolu-Kafkasya bolgesine saplanmasidir.
Buna bagli olarak tiim yapisal-morfolojik ¢izgilerin, Arabistan levhasinin kuzey sinirini
yansitan bir sekilde, kuzeye dogru i¢ biikey bir geometri gosterir. Buna karsin daha

kuzeyde kivrim bindirme kusaklarinin geometrisi farkhidir (Adamia vd., 2011b).

Biiyiik Kafkaslar, Paleozoyik-Mesozoyik-Erken Tersiyer (Jura-Eeosen), yasl bir
yay-ardi havzanin (Dizi havzasi) Ge¢ Tersiyer’de Afrika-Arabistan ile Avrasya
levhalarimin yakinlasmasi ve ¢arpigsmasina bagli olarak yapisal terslenmesi ile
olusmustur (Adamia vd., 2011a). Tiim Mesozoyik, Palaeosen ve Eosen boyunca Biiyiik
Kafkaslar kalin kirintili, karbonat ve volkanik malzemenin depolandigi bir havza
olusturur, Oligo-Miyosen’de bu havza Karadeniz ve Hazar Denizi havzalari arasinda

yiikselen bir dag kusagina doniisiir (Adamia vd., 2011a).
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Ust Oligosen boyunca Biiyilk Kafkasya adas1 Kii¢iik Kafkaslar’dan Trans-
Kafkasya bogaziyla ayrilmisti. Bu periyotta Kiigiik Kafkaslar birka¢ adadan olusan bir
takimada seklindeydi. Kafkas Daglar1 ve ovalarinin kapladigi alanin orani gliniimiizde
ki kapladig1 alanla neredeyse ayniydi (Medvedev ve Kotti, 2012). Kiigiik Kafkaslar’in
olusumunu etkileyen temel tektonik olaylar Paleosen-Eosen doneminde Giiney
Ermenistan Blogu’nun Avrupa ile ¢arpismasi ve Oligosen-Miyosen doneminde Arap-

Avrasya levhalarinin ¢arpigsmasi olarak ifade edilir (Meijers vd., 2015).

Paratetis Denizi’nin dogusunda meydana gelen ana deformasyon ve bu alani
cevreleyen daglarin olusumu (Pontit, Kiiciikk Kafkasya ve Toroslar) Erken Pliyosen
Doénem’de meydana gelmistir. Fakat daha erken olusan baskilanmis bloklarin
hareketleri Ge¢ Miyosen’de Erken Pontian siiresince gerceklesmistir. Bu orojenik
gelisimlerin sonucunda Karadeniz ¢ukuru sahip oldugu giincel haline kavusmustur.
Dogu Paratetis Denizi’nde ki bu pozisyon degisimi Biiyiik Kafkaslar’in yiikselmesine,
Kiiciik Kafkaslar’in ise ¢okmesine neden olmustur. Bu denizel alanin pozisyon degisimi
sonucunda da Trans-Kafkasya’nin biiylik bir kism1 Turan Levhasi iizerinde meydana

gelmistir (Popov vd., 2006).

Orta Miyosende, Orta Sarmatian siiresince meydana gelen orojenik haraketler
sonucunda daglik Kafkas Yarimadasi, Iran ve Kiiciik Kafkaslar karasiyla birlesmistir.
Maeotian icerisinde Dogu Paratetis civarinda meydana gelen aliivyon ve deltoik yer
degisimleri Biiyiik Kafkasyanin kuzey marj1 boyunca artan orojenik hareketleri ortaya
cikarmistir. Akchagilian giiglii allezitik, bazaltik vokanizma hareketleri Paratetis’in
giiney siirlar1 boyunca orojenik kusak {izerinde (Anadolu, Kiiciik Kafkaslar ve Elbruz
Daglar1) ve ayrica Biiylik Kafkaslar’da ozellikle de Kafkaslar merkezi iizerinde Kazbek
Dagi etrafinda meydana gelmistir (Popov vd., 2006).

Yaklasik 10 milyon yil 6nce, Orta Sarmatian doneminde Kafkaslar’in yiikselmesi
devam etmis ve Trans-Kafkasya bogazi ortadan kalkmis ve Trans-Kafkasya karasi
meydana gelmeye baslamistir. Miyosen’in (Sekil 2) sonunda Trans-Kafkasya Kiigiik
Asya’nin en ug¢ noktast olmustur. Batisindan Karadeniz, dogusundan Hazar Denizi

tarafindan ¢evrelenmistir (Vekua ve Lordkipanidze, 2008).
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Sekil 2. Miyosen donemi (Solovyeva, 2018).

Kafkasya’daki dag orman komplekslerinin Orta Miyosen doéneminde olustugu
diisiiniilmektedir. Birbirine yakin alanlardaki kara baglantilar1 Neojen donemi sonunda
birgok faunistik kompleksin Kafkas igerisinde yerlesmesine olanak tanidi. Ornegin
kuzey faunasi Pliyosen’in sonlarinda girisim gostermis ve ardisik soguma donemlerinde
daha da 6nemli hale gelmistir. Kafkas faunasinin sekillenmesinde bir¢ok acgidan etkin
rol oynayan etmen Antik Akdeniz yani Tetis Denizi’dir. Miyosen’den, Neojen
baslangicina kadar Eski Tetis Okyanusu Avrupa ve Kuzey Asya levhalarin1 Afrika ve
Hindistan levhalarindan ayirmistir (Medvedev ve Kotti, 2012). Ust Paleosen ve en
azindan Orta Miyosen’e kadar olan siiregte Kafkaslar, Paratetis Denizi’nin ortasinda
kitasal levhalardan izole olan bir ada seklindeydi. Ust Miyosen déneminde Anadolu
karastyla birlesmeye baslaylp Pliyosen doneminde birlesmesini tamamlamistir. Bu
donem boyunca meydana gelen orojenik aktiviteler sonucunda yiiksek dag
formasyonlar1 meydana gelmistir (Kholodov and Nedumov, 1996; Tarkhnishvili vd.,
2000).
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Kafkasya bolgesi daglik bir bolge olup, Biliylik Kafkaslar tarafindan
boliinmektedir. Bu dag siras1 1300 km boyunca uzanmakta olup, Karadeniz ve Hazar
Denizi arasinda bir hat olusturmaktadir. Bu bolgenin giineyi Trans-Kafkasya olarak
adlandirilmaktadir. Biiylik Kafkas Daglari, Rusya ve Giircistan simirlari arasinda
uzanmaktadir. Trans-Kafkasya ise Giircistan, Ermenistan ve Azerbaycan’i
kapsamaktadir (Shahgedanoval vd., 2009). Biiyiik Kafkas Daglari’nda rakim 5000
metreye kadar ¢ikmaktadir ve 1600 km® lik bir buzul alanina sahiptir. Trans-Kafkasya
bolgesi bir mozaik olup daglik alanlari, platolari, az yagis alan yar1 kurak ovalari, nemli
ve ¢ok yagis alan ovalari i¢inde barindirmaktadir (Shahgedanoval vd., 2009; Tielidze,
2016).

Kuzeyde Biiyiik Kafkas Daglart (Sekil 3) lineer sistemiyle, tektonik olarak aktif
olan Kiiciik Kafkas Daglari ve Tiirkiye’nin Dogu Anadolu bolgesi bir biitiin olarak
Kafkas-Arap Sintaks’t ismiyle tanimlanir. Arap plakasinin giineydogu Avrupa
kratonunun i¢ine girdigi yerdir. Detayli sekilde ifade edildigi iizere Arap levhasinin
Avrasya levhasinin giiney smirma carpmast ve devaminda kuzey yoni hareketi
sonucunda olusmustur. Bu Sintax Neojen-Kuvarterner volkanik kusagini igerir ve
Anadolu’dan baslayip Kiiciik Kafkaslar iizerinden Biiyiikk Kafkaslar’a kadar uzanir
(Sharkov vd., 2015).
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1.6. Sicak Nokta Kavrami ve Kafkasya Sicak Noktasi

Sicak nokta kavramina ilk kez 1988 yilinda Normand Myers deginmistir. Myers
bu kavrami 6ne siirerken biyocesitlilikte goriilen geri doniisiimsiiz derecedeki azalmay1
esas olarak almistir. Biyogesitlilik konsepti yiiksek seviyede korumaya deger cografik
bolgelerin oncelikli olarak belirtilmesini ifade etmektedir (Myers vd., 1988; Mittermeier
vd., 1999; Geiger vd., 2014). Myers, iki 6nemli kistas koyarak diinya 6l¢eginde var olan
sicak noktalar1 belirlemistir. Bu kistaslardan birincisi secilen alanlarda biyogesitliligin
tehdit altinda (6zellikle insan tehdidi) olmasi, ikinci ise bu alanlardaki yiiksek

endemizm orani, yani o yoreye ait tlirlerin olmas1 gerektigidir.

Diinya iizerinde var olan 34 biyogesitlilik sicak noktasi istisnai derecede endemik
tiirii biinyesinde barindiran ve istisnai seviyede habitat kaybini tecriibbe etmis alanlar
olarak tanimlanmaktadir (Myers, 2000; Mittermeier, 2005; Delibes-Mateos vd., 2008).
Biyogesitlilik sicak noktalar1 6zellikle koruma stratejileri agisindan 6nem teskil eder.
Boyutsal ozellikleri ve biyogesitlilik seviyesinin yani sira biyotalar filogenetik ve
zamansal boyutlarada sahip olan yiiksek sayida tiirlerle karakterize edilirler (Myers vd.,
2000; Kondraskov vd., 2015). Bir bolgenin, biyolojik cesitlilik sicak noktasi olarak
ifade edilebilmesi i¢in, minimum 1500 endemik damarl bitki tiirline ev sahipligi
yapmali, bir bagka ifadeyle yeri doldurulamaz olmalidir. Aranan diger bir Olciit ise
0zglin dogal vejetasyonunun en fazla %30’unu biinyesinde barindirmasi, yani tehlike
altinda olmasidir. Diinya iizerinde var olan sicak noktalar, yeryiiziiniin sadece %2.3’linii
kaplar fakat endemik bitki tiirlerinin yarisindan fazlasina, iki yasamli, siiriingen, kus ve

memeli tlirlerinin ise yaklasik %43’line ev sahipligi yapmaktadir (Giir, 2017).
Diinya tizerinde var olan 34 sicak noktadan 3 tanesi Anadolu simirlari igerisinde

yer almaktadir (Sekil 4). Bu sicak noktalar Kafkas sicak noktasi, Akdeniz sicak noktasi

ve Iran-Turan sicak noktalaridir (Giir, 2017).
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Sekil 4. Anadolu cografyasi icerisindeki sicak bolgeler (Giir, 2017).
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oktalar/Hotspots

Kafkasya sicak noktas1 (Sekil 5) Diinya lizerinde var olan 34 sicak noktadan
birisidir (Mittermeier vd., 1999; Tarkhnishvili vd., 2008). Ve ayrica diinya iizerinde var
olan en ¢arpici 200 farkli biyogesitlilik alanlarinin temsilcilerinden bir tanesidir (Olson
and Dinerstein, 2002). Kafkas sicak noktast Azerbaycan, Ermenistan, Giircistan ve
Tiirkiye’nin  kuzeydogusunu kapsayan Trans-Kafkasya, Rusya smurlar1 igerisinde
Kafkaslar’in kuzey kismini kapsayan Cis-Kafkasya ve kuzeybati iran’1n kiigiik bir kism1
olmak iizere yaklagik olarak 580,000 km? alani kapsamaktadir (Zazanashvili and Mallon

2009; Giil vd., 2018).
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Sekil 5. Kafkas sicak bolgesi (Kazanci vd., 2011).
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Kafkas sicak noktasi igerisindeki daglar, temel olarak iki siray1r kapsamaktadir.
Bunlar giineyde Kii¢iik Kafkas Dag’lar1 zinciri, kuzeyde ise Biiyiik Kafkas Dag siralar
olarak adlandirilir. Kafkas biyogesitlilik sicak noktasi diinya tizerindeki 1liman ormanlar
arasinda en yiiksek biyolojik cesitlilige sahip alanlardir. Bolgenin sahip oldugu
ormanlar yiiksek daglar, sulak alanlar, yar1 ¢ol bolgeler, Avrupa ve Asya’daki benzer
bolgelerle kiyaslaninca 2 katindan daha fazla bitki ve hayvan ¢esitliligini biinyesinde
toplamistir. Kafkas sicak noktast 1600l endemik 6500 damarli bitkiye, 1’1 endemik
378 kus tiiriine, 18’1 endemik 131 memeli tiiriine, 12’si endemik 127 balik tiiriine, 20’si
endemik 86 reptil tiirline ve 3’1 endemik 17 amfibi tiiriine yani toplamda 700’den fazla

omurgali tlirtine ev sahipligi yapmaktadir (Giil vd., 2018)

1.7. Literatiir Ozeti

Bufo bufo tiiriniin Tiirkiye’deki dagilis sahalar1 ve buralardaki alt tiir durumlar
hakkinda cesitli morfolojik ve molekiiler ¢alismalar yapilmistir ancak durum hakkinda

kesin bir sey sdylemek pek miimkiin olmamustir.

Bodenheimer (1944)’m Tiirkiye herpetofaunasi hakkinda yaptig1 calismada izmir,
Manisa, Rize, Istanbul, Kesis Dag1 ve Arifiye’ye dahil olan eski kayitlari referans almus,

Kuzeybatt Anadolu’yu Bufo bufo’nun yayilis alani olarak ifade etmistir.

Mertens ve Wermuth (1960)’un ¢alismalarina gore Kuzeybati Afrika’dan, Avrupa
ve Dogu Asya’ya kadar olan alanda Bufo bufo tiiriniin yayilis gosterdigini ifade
etmiglerdir. Eiselt (1965), Trabzon’dan elde edilmis bir 6rnegi Bufo bufo

verrucosissimus olarak tanimlamuistir.

Basoglu ve Ozeti (1973), Rize’den elde edilmis ve Frankfurt Zooloji Miizesi’nde
bulunan bir 6rnegi, Kuzeybati Afrika ve Akdeniz Bolgesi’nde yayildig:1 kabul edilen
Bufo bufo spinosus olarak tayin etmislerdir. Clark ve Clark (1973), Hopa ve Balikesir

yakinlarindaki buldugu iki 6rnegi Bufo bufo spinosus olarak kaydetmistir.

Yilmaz (1984)’in Trakya’dan, Baran vd. (1997)’ninde Camlihemsin (Rize)’den
elde ettikleri 6rneklerin B. b. spinosus alt tiiriine dahil edilmesini uygun bulmuslardir.
16



Tosunoglu ve Tagkavak (2001), Tirkiye’deki B. b. spinosus ve B. b.
verrucosissimus alt tiirlerini  karsilastirmak amaciyla Manyas (Balikesir) ve
Camlihemsin (Rize)’den alinan 6rneklerin kan-serum proteinlerini kalitatif ve kantitatif
olarak incelemis ve aralarinda herhangi bir farklilik gézlemlememislerdir. Sonug olarak

B. b. verrucosissimus ve B. b. spinosus’un sinonim olabilecegini bildirmislerdir.

Bufo bufo grubunun genetik farkliliklarini ve filogenetik iliskisini inceleyen ¢esitli
calismalar bulunmaktadir. Ornegin, Macey vd. (1998) Dogu Tibet bolgesinde B. bufo
grubuna ait 3 tiiriin (B. andrewsi, B. gargarizans, B. minshanicus) filogenetik iliskilerini
saptamak icin mtDNA’sinin 1063 bazlik kismimi (ND1 ile ND2 genleri arasi) analiz
edip B. excul, B. viridis ve B. verrucosissimus ile karsilastirmislardir. Incelenen ii¢ tiiriin
birer monofiletik grup oldugunu ve B. verrucosissimus’un ise bu tiirlerle kardes takson

oldugunu bildirmislerdir.

Liischer vd. (2001), Isvigre’deki B. b. bufo ve B. b. spinosus populasyonlarinin 8
enzimini yatay nisasta jel elektroforezi ile analiz ederek iki alt tiir arasinda net bir
genetik farkliligin gézlenmedigini bildirmislerdir. Ayrica Bufo bufo populasyonlarinin
(alt tiir dahil) ¢ok diisiik bir genetik farkliliga sahip olduklarini ortaya koymuslardir.
Akdeniz bolgesindeki B. b. spinosus’un morfolojik karakterlere dayanan alt tiir durumu

yapilan genetik ¢aligmalarla dogrulanmamastir.

Kutrup vd. (2006)’nin ¢alismasinda, 16 populasyondan toplam 29 B. bufo
bireyinin 16S ribozomal RNA geninin 936 bazlik kismmin DNA dizin analizini
yapmuslardir. Orneklerin toplandig1 yerler; Artvin (Erenkdy, Borgka), Rize (Findikls,
Camlihemsin, Karasu, Gilindogdu), Trabzon (Arakli, Akcaabat, Yesilova, Macka),
Mersin (Mezitli), Giresun, Giresun Adas1 ve Adapazar’dir. Ayrica Italya’nin Matera
(Garaguso), Yunanistan’in Metsova (Pindos Daglar1) kentlerinden B. bufo ve Sicilya
(Italya)’dan B. b. spinosus drnekleri de analizlere dahil edilmistir. Yapilan filogenetik
analizler sonucunda toplam 23 haplotip bulunmus ve bu haplotipler arasinda ise
maksimum 17 baz (% 0,11 - % 1,85) farklilik oldugu gorilmiistiir. Fakat bu farkliligin
bir alt tiir olusturacak kadar 6nemli olmadig1 ve bunun tiir i¢i varyasyon olduguna karar

verilmistir.
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Recuero vd. (2012), batida Iberya Yarimadasi ve Kuzey Afrika’dan, doguda
Kazakistan’in kuzeyi ve Sibirya’nin dogusuna kadar olan bolgelerde dagilim gosteren
B. bufo grubunun toplam 232 birey (tiim alt tiirleri ve verrucosissimus’u da i¢ine alan)
kullanarak incelemis ve mtDNA’nin 16S rRNA ve cyt-b genleri ile 4 niikleer gen
(proopiomelanocortin: POMC, chemokine (C-X-C) receptor 4: CXCR 4, brain-derived
neurotrophic factor: BDNF ve ribozomal protein L3: RPL3) iizerinde c¢alismiglardir.
Recuero vd. (2012)’nin bu c¢aligmasinda Tiirkiye’den 4 lokaliteden toplam 6 6rnek yer
almistir: Havza (Samsun), Erbaa (Tokat), Eflani (Karabiik) ve Karagdl (Artvin).
Yapilan filogenetik analizler sonucunda Havza, Erbaa ve Eflani orneklerinin Bufo
bufo’ya, Artvin 6rneginin ise Bufo verrucosissimus tiiriine ait oldugu belirtilmistir.
Fakat ¢alisma sonucunda Bufo bufo’nun doguda nereye kadar dagilim gosterdigi ve
Bufo verrucosissimus ile kontak zonlarinin hala belirsiz oldugu vurgulanmistir. Recuero
vd. (2012)’nin bu ¢aligmasinda sadece Tiirkiye’nin kuzeyinden 6rnek alinmistir, bat1 ve
giney populasyonlar1 degerlendirmeye katilmamistir ve sistematik durumu

¢Oziilememistir.

Garcia-Porta vd. (2012), ise 147’si Bufo bufo kompleksine ait, 4’ii Genbank’tan
alinmig toplam 151 6rnekte mtDNA’nin tRNAval (48 bp), 16S rRNA (1386 bp) ve ND1
(554 bp) genlerini kullanarak filogenetik analizler yapmustirlar. Ayrica bazi lokalitelere
ait 6rneklerde ise 21 lokusa ait 16 protein sistemi (allozim) ¢aligsmislardir. Bu ¢aligmada
Tiirkiye’den 6 lokalite yer almistir. mtDNA {izerine yaptiklar: filogenetik analizler
sonucunda B. bufo kompleksinin 5 ana dala (Hazar Denizi, Avrupa, Kafkasya, Iberya ve
Afrika) ayrildigimi bulmuslardir. Tiirkiye’den Alanya 6rnegi Kafkasya dalinda (Bufo
verrucosissimus) yer alirken digerleri (Anayurt, Kayabasi, Bursa ve Bafra) ise Avrupa
dalinda (B. bufo) yer almistir. Allozim ¢alismasinda ise Tiirkiye’den sadece Bolu ve
Alanya 6rnegi kullanilmistir ve ikisi de B. b. spinosus olarak siniflandirilmasina ragmen
filogenetik analizlerde B. verrucosissimus olarak gruplanmistir. Yani morfoloji ve
cografik dagilimlaria goére B. b. spinosus olarak tayin edilen populasyonlarin (Alanya
ve Bolu) mtDNA veya allozim sonuglarma gore B. verrucosissimus olarak

gruplanmustir.
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Arntzen vd. (2013a), B. bufo tiir grubunun sistematigi hakkinda, molekiiler
verilere dayanarak durumun ne kadar karmasik oldugu konusunda bir makale
yayinlamiglardir. Bu ¢alismada Recuero vd. (2012)’nin makalesinde yer alan niikleer
sekanslar yeniden analiz edilmistir. Sonu¢ olarak B. bufo ile B. eichwaldi’nin tiir
durumlarimin kesin oldugu fakat B. spinosus ile B. verrucosissimus’un durumunun
belirsizligini korudugu belirtilmis ve aksi detayl bilgilerle kanitlanincaya kadar Orlova
ve Tuniyev (1989), tarafindan tiir olarak bildirilen “verrucosissimus”un tiir durumunun
korunmasi  gerektigini  vurgulamislardir. Sadece Bolu’da B. bufo ile B.
verrucosissimus un simpatrik yasadigi yazilmistir. Bazi lokuslarda niikleer DNA
haplotiplerini paylastiklar1 ancak alel paylagiminda bir cografik Oriintiiniin olmamasini
hibridizasyondan ziyade “incomplete lineage sorting”e baglamislardir. Fakat Bolu’daki
durumun hala belirsizligini korudugunu vurgulamislar ve B. verrucosissimus’un
taksonomik durumu i¢in baska ¢aligsmalarin yapilmasi gerektigini bildirmislerdir. Ayrica
aksi tam olarak ispatlanana kadar Recuero vd. (2012)’nin B. verrucosissimus’un tir

durumunu devam ettirilmesi sonuglarina uyulmasi gerektigini savunmuslardr.

Arntzen vd. (2014), Britanya ve Fransa arasindaki Kanal Adalar1 olarak
adlandirilan yedi adadan en biiyiigii olan Jersey Adasi’ndaki Bufo populasyonu
hakkinda morfolojik ve molekiiler yonden calismislar, mitokondriyal belirtegler ve
RAGT1 niikleer gen bolgesi olmak tizere iki farkli molekiiler belirte¢ kullanmistir. RAGI
gen bolgesi bakimindan biitiin 6rneklerin Bufo spinosus oldugu belirlenmis ve bu durum

mitokondriyal verilerlede desteklenmistir.

Roth ve Jehle (2016), Norveg etrafindaki takimadalarda var olan Bufo bufo
populasyonlar1 ile Ana kara populasyonlar1 arasindaki genetik farklilagsmay1 incelemek
tizere 9 farkli mikrosatellit belirte¢ kullanarak bir calisma gergeklestirmislerdir. Su
birikintilerini kullanarak iireyen amfibi tiirlerinin diisiik yayilim kapasiteleri ve dogal
populasyon yapilarinin habitat par¢alanmasi ile meydana gelen genetik farklilagmay:
tespitte Onemli bir nokta oldugunu belirten arastirmacilar, kurduklari hipotezi
destekleyecek sonuglar elde etmislerdir. Anakara populasyonlari ile adalar icerisinde
var olan populasyonlar arasinda ve hatta ada populasyonlarinin arasinda da yiiksek

genetik uzakligin varligini ortaya koymuslardir.
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Amtzen vd. (2017), Fransa’nin Giineydogusu ve italya’nin Kuzeybatis1 olmak
tizere iki farkli hatta yani Alp Daglari’nin iki yakasinda var olan Bufo bufo ve Bufo
spinosus tiirleri arasindaki etkilesim ve kontak zonlar iizerine mitokondriyal ve niikleer
belirtegler ile morfolojik karakterleri kullanarak bir calisma gergeklestirmislerdir.
Calismada elde edilen mitokondriyal soy hatlarini yorumlayarak Bufo bufo’nun son
buzul maksimumunda siginaklarda sinirlandigini, Bufo spinosus’un iberya sigmagma
yakin alanlardaki lokal Bufo bufo populasyonlarinin yerini aldigini, sonraki dénemde
Balkanlardan gelen Bufo bufo populasyonlarinin Bufo spinosus populasyonlarini Alp
Daglari’nin c¢atalinin sag ve sol yakasi boyunca giineye dogru siirdiiglinii ifade
etmiglerdir. Ve bu senaryonun hatlar boyunca genis sekilde yayilan kontak zonlarin

varligini net sekilde a¢ikladigini belirtmislerdir.

Arntzen vd. (2018), Bufo bufo ve Bufo spinosus tiirlerinin Avrupa boyunca
dagilim gosteren populasyonlarini mitokondriyal belirtegler ve morfolojik karakterleri
kullanarak degerlendirmis ve var olan kontak zonlar {izerine bir yorumlama
getirmislerdir. Calisma sonucunda Fransa kuzeydogu yarisint Bufo bufo giineybati
yarisin1 ise Bufo spinosus populasyonlar1 ile karakterize etmislerdir. Fransanin
merkezinde ise mtDNA bakimindan 10 km. 4 niikleer lokus bakimindan ise 61 km.
genisliginde bir hibrit zonun varlig1 ortaya ¢ikarilmistir. Tiirlerin Avrupa boyunca sahip
olduklar1 kontak zonlarin Fransa’da Atlantik kiyisindaki Caen sehrinden Akdeniz
kiyisindaki Italya’nin Savona sehrine kadar uzanan 900 km. lik bir hat oldugunu ortaya
koymuslardir. Tiirleri belirlemede kullanilan karakterlerde var olan 6nemli cografik
varyasyonlarin varligina deginip, bu karakterlerin Fransa igerisindeki tiirleri ayirmada
etkin bir giice sahip oldugunu fakat italya’da ise aym etkiyi yaratamadigimi
belirtmislerdir. Son olarak hibrit zonlarin sahip oldugu cografik pozisyonlarin daglar ve

nehirler gibi ¢evresel faktorler ile iligkili olduguna deginilmistir.
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyaller

Yapilan bu calismada kullanilan materyaller, Bufonidae ailesine ait olan Bufo

bufo (Linneaus, 1758) ve Bufo verrucosissimus (Pallas, 1814) tiirleridir.

2.1.1. Bufo bufo

Bufo bufo’larin sistematik yapilari alemden baslayip tiir kategorisine dogru

hiyerarsik siralanis1 asagidaki gibidir (Kuru, 2004).

Regnum : Animalia
Phylum  : Chordata
Subphylum : Vertebrata

Superclass : Tetrapoda

Class : Amfibia

Subclass  : Lissamphibia

Ordo : Anura

Subordo  : Neobatrachia

Familya  : Bufonidae

Genus . Bufo

Species  : Bufo bufo (Linneaus, 1758)

Viicut uzunlugu ortalama erkek bireylerde 11 cm, disi bireylerde ise 15 cm’ye
kadar ulagabilmektedir (Sekil 6). Goz bebekleri yatay, goz irisi rengi altin veya bakir
rengindedir. Kulak zarlar1 kiiciik ve bazen neredeyse belirsizdir. Derileri fazla
kabarcikli, sirt bolgesinde ¢okea sigil bulunur. Agizlarinda dis yoktur. Erkeklerde ses
kesesi bulunmaz. Sirt tarafi genellikle kahverengi, bazen kirmizimsi veya grimsi
olabilir, alt taraf ise kirli beyaz veya grimsi renktedir (Baran vd., 2012). Kafalarinin
posterodorsal kisminda parotid bezleri bulunur. Parotid bezlerinin salgilar ile

predatorlere ve parazitlere karsi korunma saglarlar (Arntzen vd., 2013b).
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Bu tiir yiiksek ekolojik adaptasyona sahiptir. Gececil bir karasal kurbaga tiirtidiir
(Tosunoglu ve Taskavak, 2001). Nemli, seyrek vejetasyonlu kayalik-gakillik alanlarda,
veya kozalakli ve yaprak doken ormanlarin tabani ilizerinde yasarlar (Denton and
Beebee, 1994; Diisen, 2011). Yasamin siirdiirmek i¢in agirlikli olarak ormanlar
tercihleri olsada, bazen ¢ayirlar, bahgeler ve insan yerleskelerinde de goriilebilmektedir
(Cvetkovic vd., 2003).

Bufo bufo’nun iireme aktivitesi bahar mevsiminin erken dénemlerinde meydana
gelmekte ve birkag hafta siirmektedir (Arntzen, 1999; Hettyey vd., 2012). Uremek igin
daimi su birikintileri ve yavas akiga sahip sular tercih ederler (Ritcher-Boix vd., 2004).
Erkek birey, disi bireyi kavrayarak yumurtlamasina yardimci olur. Bir disi genelde 5000

ila 7000 arast yumurta birakmaktadir. Larvalar 32 mm wuzunluga ulasabilir.

Metamorfozlar1 2 ile 3 ay arasinda tamamlanmakta olup ergin formlarini kazanirlar

(Ozeti ve Yilmaz, 1994; Ozdemir, 2005).
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Seki 6. Bufo bufo (Foto: N. Ozdemir).
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2.1.2. Bufo verrucosissimus

Bufo verrucosissimus’larin sistematik yapilar1 alemden baslayip tiir kategorisine

dogru hiyerarsik siralanis1 asagidaki gibidir (Sinsch vd., 2009).

Regnum : Animalia
Phylum : Chordata
Subphylum : Vertebrata
Superclass : Tetrapoda

Class : Amphibia

Subclass  : Lissamphibia

Ordo : Anura

Subordo  : Neobatrachia

Familya : Bufonidae

Genus : Bufo

Species : Bufo verrucosissimus (Pallas, 1814)

Subspeciesl : Bufo verrucosissimus verrucosissimus (Orlova ve Tuniyev, 1989)
Subspecies? : Bufo verrucosissimus turowi (Krasovsky, 1933)
Subspecies3 : Bufo verrucosissimus circassicus (Orlova ve Tuniyev, 1989)

Subspecies4 : Bufo verrucosissimus tertyschnikovi (Kidov, 2009)

Bufo verrucosissimus, dis goriiniis olarak Bufo bufo tir grubunun Kuzey
Avrasya’ya ait diger tiirleri ile benzerlik géstermektedir. Viicut uzunlugu Bufo bufo’ya
kiyasla daha biiyiik olmakla beraber 19 cm’ye kadar ulasabilir (Tosunoglu ve Tagkavak,
2001). Bu tiirde boyun boélgesi belirgin olmayip kafayla birlesik haldedir (Orlova ve
Tuniyev, 1989).

Bufo verrucosissimus’ta renklenme oldukca degisken olmakla beraber kiremit
kirmizisindan yesilimsi kahverengiye kadar devam eder, genelde kahverengi tonlar
baskin renktir (Sekil 7). Bazi disi bireyler cok belirgin olmayan daginik parlaklikta
kiremit kirmizis1 renge sahiptirler. Kahverengi ve yesilimsi kahve renklere sahip
disilerin sirt kisminda ¢ok sayida koyu renkli noktalar ve ¢izgiler bulunabilir. Erkek
bireyler agirlikli olarak yesilimsi kahverengi renge sahiptirler ve viicut lizerinde lekeler
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bulunmaz, fakat bazen diizensiz koyu renkli noktalara sahip bireyler gozlenebilir. Her
iki cinsiyette karin gri renktedir, cok belli olmayan lekeler ile kaplidir (Sinsch vd.,

2009).

Nemli dag orman kusaginda yasamayi tercih ederler, agik alanlar ve dag
eteklerinde bulunan ovalar haricinde diger ovalar1 tercih etmezler. Asla orman
cizgisinden uzakta goriilmezler. Gececil hayvanlardir. Yasadiklar1 bolgeler genellikle
yillik 1000 mm ve iistiinde yagis almaktadir. Yazin yagmurun az ve topragin kuru

oldugu zamanlarda sulara yakin bolgelerdeki odunlarin arasinda bu donemi

gecirebilmektedirler (Sinsch vd., 2009).

7
“¥s ,v‘\r,‘.’. 2

b
o il
: Y =% VY B e & "
s S L e ‘;\,&\ » WL
s Gi ~ S | 3
‘-—.-. i N8, -~ >

Sekil 7. Bufo VErrucosissimus (Foto: N. Ozdemir).
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2.2. Yontem

2.2.1. Orneklerin Toplandig Alanlar ve Birey Sayilar

Bu ¢alisma kapsaminda Tiirkiye sinirlari icerisinde Karadeniz, Marmara ve Ege
bolgelerinden toplamda 17 ilden (Sekil 8) 6rnekleme yapilmistir. Ornekleme yapilan

alanlara ait cografi veriler ile 6rneklenen birey sayilar1 Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Calisma alani ve birey dagilimi

Sehir Lokalite Koordinat Birey Sayisi

Artvin Borgka, Karag6l Milli Parki Enlem :41.2313 3
Boylam : 41.5114
Rakim : 1480 m.

Rize Camlihemsin, Cat Koyii Enlem :40.5147 3
Boylam : 40.5628
Rakim : 1299 m.

Trabzon Caykara, Uzungol Milli Parki ~ Enlem :40.3799 3
Boylam : 40.1745
Rakim : 1132 m.

Giresun Dereli, Yiice Koyii Enlem :40.62054 3
Boylam : 38.45294
Rakim : 1027 m.

Ordu Kabatas, Elbeyi Koyii Enlem :40.75732 3
Boylam : 37.42921
Rakim : 687 m.

Samsun Bafra, Kizilirmak Deltas1 Enlem :41.66959 3
Boylam : 36.0354
Rakim :1m.

Sinop Sartkum Enlem :42.01451 3
Boylam : 34.89994
Rakim : 74 m.

Kastamonu Taslik Koyii Goleti Enlem :41.402383 3
Boylam : 33.69708
Rakim :925 m.

Bolu Abant Goli Enlem :40.606408 3
Boylam : 31.2866436
Rakim : 1342 m.

Bartin Kumluca, Zafer Kdyii Enlem :41.428278 3
Boylam : 32.554245
Rakim :356 m.

Karabiik Eflani, Ortak¢ilar Goleti Enlem :41.426453 3
Boylam : 33.007707
Rakim : 946 m.

Kocaeli Gebze, Inénii Yaylast Enlem :40.56315 3
Boylam : 29.99049
Rakim : 1133 m.

Yalova Tesvikiye Yolu Enlem :40.610907 3
Boylam : 29. 070776
Rakim : 65 m.

25



Tablo 1 (devam). Calisma alan1 ve birey dagilimi

Sehir Lokalite Koordinat Birey Sayisi
Istanbul Bahgekoy, Belgrad Ormani Enlem :41.220006 3
Boylam : 28.962657
Rakim :160 m.
Kirklareli ~ Derekdy Enlem :41.9296 3
Boylam : 27.3664
Rakim : 446 m.
Canakkale  Tasglitarla Koyt Enlem :40.055243 3
Boylam : 26.4214873
Rakim :141m.
Kiitahya Domanig, Kocayayla Enlem :39.86424 3

Boylam : 29.64014
Rakim :1500 m.

Sekil 8. Ornekleme yapilan lokaliteler

2.2.2. Kurbaga Parmaklarindan Genomik DNA’larin izolasyonu

Yakalanan bireyler MS222 ile bayiltildiktan sonra steril cerrahi makasla parmak
uglarindan doku Ornekleri alinmigtir ve %96’lik alkol igeren ependorf tiiplerine
konulmustur. Hayvanlar ayildiktan sonra dogal ortamlarina geri birakilmistir. Alinan
doku &rnekleri Recep Tayyip Erdogan Universitesi Zooloji Arastirma Laboratuvari’na
getirilmistir. Doku Orneklerinden genomik DNA elde etmek i¢in NucleoSpin Tissue
genomik DNA saflagtirma kiti kullamlmistir. Uretici firmanin sagladigi protokol takip
edilerek DNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Elde edilen DNA’lar %1’lik agaroz jelde
yiriitilmiis, UV goriintileme cihazinda goriintiilenerek kontrolii saglanmis ve

kullanilincaya kadar -20 C° de saklanmistir.
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2.2.3. mtDNA ve nDNA Genlerinin PZR Yardimi ile Cogaltilmasi ve DNA Dizin

Analizi

Yapilan bu ¢alismada; mitokondriyal (16S ve Cyt b) ve niikleer (RPL3) gen
bolgeleri kullanilarak Kuzey Anadolu boyunca dagilis gosteren Bufo populasyonlari

hakkindaki sistematik belirsizligin ¢oziimlenmesi hedeflenmistir.
Mitokondriyal (16S rRNA ve Cyt b genleri) ve niikleer (RPL3 geni) genlerinin
PZR Yardimi ile ¢ogaltilmasinda kullanilacak olan primerler referanslariyla birlikte

Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Molekiiler analizlerde kullanilan gen bolgeleri ve primerler

Gen Primer Baz sirasi Referans Uzunluk
(b¢)
16SrRNA  16S-ar CGCCTGTTTATCAAAAACAT Palumbi vd., 1991 544
16S-br CCGGTCTGAACTCAGATCACGT Palumbi vd., 1991
Cytb Cyt Bufo F ATCTACCTTCACATCGGACGAG Recuero vd., 2012 786
Cyt Bufo R AGTTTRTTTTCTGTGAGTCC Recuero vd., 2012
RPL3 RPL3buF1 AGGTGGCAGTGTCTGGAGTATT Recuero vd., 2012 540

RPL3buR1 GTCACCTTACTACAGCTTGTTCTCA  Recuero vd., 2012

Mitokondriyal ve niikleer gen bdlgeleri ¢ogaltilirken, parmak uglarindan alinan
doku orneklerinden elde edilmis DNA’lar kullanilmistir. 16S rRNA, Cyt b ve RPL3
genleri i¢in 50 pl’lik reaksiyon karigimi PZR sartlari; 50 Nm KCI, 10 Mm Tris-HCI, pH
9.0, 0.1 % Triton X-100, 0.4 mM oligoniikleotid, 2.5 mM MgCl,, 0.5 u/100 pl Taq
DNA polimeraz ve her bir primerden 0.1uM seklindedir. PZR protokolii ise 96 C*de 2
dakika denatiirasyon; 52 C%de 45 saniye baglanma; 72 C%de 2 dakika uzatma; 38
dongii ve 72 C”de 5 dakika son uzatma seklindedir (Goebel vd., 1999; Stock vd.,
2006).

Elde edilen PZR fiirtinleri %1°lik agaroz jelde yiriitiiliip gozlenmistir. Son asama
olarak PZR yardimiyla ¢ogaltilan genomik DNA’dan mitokondriyal ve nuklear genlere
ait DNA dizilerini elde etmek i¢cin DNA oOrnekleri Macrogen (Hollanda) sirketine

gonderilmis ve dizileme islemi bu sirket tarafindan gercgeklestirilmistir.
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2.2.4. DNA Dizin Analizi Sonucunda Filogenetik Agaclarin Olusturulmasi

Macrogen (Hollanda) sirketi tarafindan sekanslamasi yapilan baz dizileri Bioedit
v7.2.5 (Hall, 2011) programi kullanilarak her bir bireyin ayni lokusuna ait ileri ve geri
primerler (forward ve reverse) ile elde edilen dizilerin kromatogramlari tek tek gozden
gecirilmistir. Boylece konsensus (en ortak) diziler olusturulmus ve hizalandirilmalar
yapilmistir. Bu analiz i¢in Bioedit i¢ine biitlinlesmis haliyle ClustalW kullanilmistir.
DNA dizilerinin baslangi¢ ve bitis kisimlarindan fazlaliklar1 kesilerek ayni uzunluga

getirilen diziler fasta formatinda kaydedilmistir (Hall, 1999).

2.2.4.1. MrModeltest v.2.3 ile En Uygun Baz Degisim Modelinin Bulunmasi

Dizilerin analizleri i¢in en uygun modeller, MrModeltest v.2.3 (Nylander, 2004)
programi kullanilarak belirlenmistir. Akaike bilgi kriteri (AIC) degerlerine gore her bir
gen i¢in evrimsel model hesaplamasi yapilmistir (Akaike, 1974).

2.2.4.2. TCS (The Method of Templeton, Crandall and Sing) ve Network Analizleri

Bireylerden elde edilen DNA dizilerine ait haplotipler PopART 1.7 (Leigh and
Bryant, 2015) programi kullanilarak belirlenmistir. Sonraki asamada Median-Joining
metodu kullanilarak haplotip aglar1 olusturulmustur. Bu program kendi i¢inde hem TCS
(Clement vd., 2000) hem de Network v4.5.1.6 (http://fluxus-engineering.com) (Bandelt

vd., 1999) programlarini barindirdigindan kullanicilara kolaylik saglamaktadir.

2.2.4.3. Maksimum Olasilik Analizi

Maksimum olasilik analizleri RAXxML v8.0. (Stamatakis, 2014) programi
kullanarak her bir gen i¢in ayri ayri icra edilmistir RAXML v8.0. programinda
MrModeltest ile en uygun baz modeli olan SYM+G'ye karsilik gelen GTR evrimsel baz
modeli analizlerde kullanildi ve ayrica her analiz i¢in 1000 tekrarli sec-bagla

(bootstrapping) testi yapilarak en uygun evrimsel agaca ulasilmistir.
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2.2.4.4. Bayesian Analizi

Bayesian analizi, c¢alisma kapsaminda kullanilan ¢ gen igin ayr1 ayri
calistirilmistir. Bunun igin MrBayes siirim 3.2.6 (Huelsenbeck and Ronquist, 2001)
programi kullanilmistir. Modeltest v2.3 sonucunda bulunan en uygun baz degisim
modeli olan SYM+G kullanild1 ve Markov Chain Monte Carlo (MCMC) algoritmasi
kullanildi. Rastgele olarak agaglarla analize baslanmis ve 1.000.000 jenerasyon
tekrarlanmistir. Her 1000 jenerasyonda bir agaclar orneklenmistir. Log likelihood
skorlarmin belli bir dengeye ulastigi nokta (Standart hatasi <0.01) “burn in” olarak
belirlenmis ve bu noktadan onceki agaglar analizden ¢ikarilmistir. Bayesian MCMC
calismasiyla olusan log uzantili dosya Tracer 1.6 programiyla etkili 6rnek biiytikligi
kontrol edildi. The Effective Sample Size (ESS) ve bu deger >200 {istiinde oldugunda

program tamamlanmugtir.

2.2.4.5. FigTree Program

Filogenetik analizler sonucu olusan agaglarin goriintiilenmesi i¢in FigTree v1.4.0

(Rambaut, 2012) programi kullanilmistir.
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3. BULGULAR

Yapilan arazi ¢alismalar1 sonucunda 17 lokaliteden 3’er 6rnek olmak tizere toplam
51 bireyden elde edilen 3 farkli gen bolgelerine ait niikleotid dizileri galisilarak
molekiiler sonuglara ulasilmistir. Yapilan filogenetik analizlerde 51 bireyden elde edilen
DNA dizilerine ek olarak GenBank’tan elde edilen B. verrucosissimus alt tiirlerine ait
DNA dizilerinin yanm sira B. eichwaldi, B. spinosus, B. japonicus, B. bankorensis ve
B. gargarizans tiirlerine ve alt tiirlerine ait DNA dizileri de kullanilmistir (Tablo 3).
Filogenetik analizler, mitokondriyal genler i¢in olusturulan haplogruplar kullanilarak,
niikleer gen i¢in ise bireyler iizerinden yapilmistir. Niikleer gen i¢in birey bazli
agaclarin olusturulmasinin nedeni ise genlerin bu tiirleri ayirmada mitokondriyal
genlere kiyasla daha zayif olmasi ve haplotipler i¢in gruplasma goézlenmemesidir

(Recuero vd., 2012).

Tablo 3. GenBank'tan elde edilen DNA dizileri ve erisim kodlart (B. v: Bufo
verrucosissimus; B. g: Bufo gargarizans; B. j: Bufo japonicus)

Tiir Ulke Lokalite 16S Sitokrom b RPL3
B. v. verrucosissimus  Tiirkiye Karagol JN647232 - JN647525
B. v. verrucosissimus Glrcistan Borjomi JN647231  IJN647467  JN647523
B. v. verrucosissimus  Giircistan Adjara- JN647228 - JN647522
Charnali
B. v. verrucosissimus  Gtircistan Abkhazia JN647227 - JN647521
B. v. turowi Rusya Krasnodar  JN647225 - JN647519
B. v. tertyschnikovi Rusya Krasnodar ~ JN647226  JN647462  JN647520
B. v. circassiscus Rusya Krasnodar ~ JN647233  JN647469 -
Bufo bankorensis Cin Taiwan- JN653290  JN653295  JN653321
Taipe
B. g. gargarizans Rusya Jewish JN647244  JN647480  JN653318
autonomus
region
B. j. formosus Japonya Tokyo JN653293  JN653298  JN653320
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Tablo 3 (devam). GenBank'tan elde edilen DNA dizileri ve erisim kodlar1 (B.v: Bufo

verrucosissimus; B.g: Bufo gargarizans; B.j: Bufo japonicus)

Tiir Ulke Lokalite 16S Sitokrom b RPL3
Bufo spinosus Ispanya Laguna IN647223  IN647424 JN647514
Grande de
Gredos
Bufo spinosus Tunus Beni M’Tir  JN647201  JN647442 JN647517
Bufo eichwaldi Azerbaycan Lerik IN647240 IN647476 -
Bufo eichwaldi Azerbaycan Astara JN647239  IN647475 JN647518

3.1. 16S rRNA Gen Dizileri ile Elde Edilen Bulgular

Calismadaki 51 ornege ait 16S rRNA gen dizileri ile Network analizleri icra

edilmistir. Gergeklestirilen Network analizleri sonucunda 6 farkli haplotip grubu (Tablo

4) tespit edilmis ve haplotip ag orgiisii grafigi gorsellestirilmistir (Sekil 9).

Tablo 4. 16S ribozomal geni haplotip gruplari

Haplotipler Ornekler

Haplotip 1 Bolul, Bolu2, Bolu6, Rize2, Giresun4, Trabzonl, Trabzon3,
Trabzon7, Ordul, Ordu3, Giresun5, Giresun6, Samsun2,
Istanbul2, Istanbul3, Istanbul4, Bartin4, Bartin5, Bartin6,
Kirklarelil, Kirklareli2, Kirklareli3, Karabuk3, Samsunl,
Yaloval, Yalova2, Yalova3, Canakkalel, Canakkale2,
Canakkale3, Kocaelil, Kocaeli2, Kocaeli3, Kutahyal,
Kutahya2, Kutahya3, Samsun4

Haplotip 2 Artvin7, Artvin8, Artvin9

Haplotip 3 Rize3, Rizel

Haplotip 4 Ordu?2

Haplotip 5 Kastamonul, Kastamonu2, Kastamonu3, Karabukl, Karabuk2,
Sinop2, Sinop3

Haplotip 6 Sinopl
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kK.astamonul

Sinopl

Fize3

Orduz Artving

Sekil 9. 16S ribozomal geni i¢in haplotip ag1

Mitokondriyal DNA 16S rRNA gen boélgesi icin elde edilen 547 bg¢’lik kisim
kullanilarak Maksimum Olasilik ve Bayesian analizleri icra edilmistir. Analizler
sonucunda her iki yontemden de elde edilen filogenetik agaglar ayni topolojik yapiya

sahip olduklarindan dolay1 sonuglar tek bir agag tizerinden gosterilmistir (Sekil 10).

Analizler sonucunda Artvin7 haplotipi Kafkasya bolgesi bireyleriyle ayni dalda
(0,65 MrBayes/90 Maksimum Olasilik) yer alirken, Kastamonul, Rize3, Ordu2, Bolul
ve Sinopl haplotipleri kendi i¢inde bir dal (0,96/77) olusturmustur. Bunun sonucunda
Artvin7 haplotipinin Bufo verrucosissimus, diger haplotiplerin ise Bufo bufo tiiriine
dahil oldugu belirlenmistir. Ayrica Artvin7 haplotipi Kafkasya’nin gilineyindeki
orneklerle ayri bir dal olarak (0,90/78) kiimelendigi goriilmiistiir.
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Artvin7
0.90/78 JN647232 BV
JN647228 BV

JN647231_BV

JN647226_BV

0.65/90
JN647233 BV
JN647225 BV
0.98/72 JN647227 BV

Kastamonul

Rize3

Ordu2 B. bufo
Bolul

Sinop1

JN647240 BE
0.99/100 - . .
B. eichwaldi

JN647239 BE

JN647223 BS

B. spinosus JN647201_BS

0.97/93 JN653293 BJ
JN653290_BB

JN647244 BG

0.005

Sekil 10. MrBayes ve Maksimum Olasilik analizine gore olusan 16S geni ig¢in
filogenetik agag (dis grup; BJ: Bufo japonicus, BB: Bufo bankorensis, BG:
Bufo gargarizans)
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3.2. Sitokrom b Gen Dizileri ile Elde Edilen Bulgular
Calismadaki 51 ornege ait Sitokrom b gen dizileri ile Network analizleri icra
edilmistir. Gergeklestirilen Network analizleri sonucunda 15 farkli haplotip grubu

(Tablo 5) tespit edilmis ve haplotip ag orgiisii grafigi gorsellestirilmistir (Sekil 11).

Tablo 5. Sitokrom b geni haplotip gruplari

Haplotipler Ornekler

Haplotip 1 Bolul, Bolu2, Bolu6, Kocaelil, Kocaeli2, Kocaeli3, Karabuk3,
Yaloval, Yalova2, Kutahyal, Kutahya2

Haplotip 2 Artvin7, Artvin8, Artvin9

Haplotip 3 Rize2, Rize3, Rizel

Haplotip 4 Giresun4, Ordul, Ordu2, Ordu3, Trabzonl, Trabzon3,
Trabzon7, Samsun2

Haplotip 5 Giresun5, Giresun6, Sinopl, Samsun4

Haplotip 6 Samsunl

Haplotip 7 Bartin5, Bartin6, Bartin4

Haplotip 8 Kastamonu2, Kastamonul, Karabuk1

Haplotip 9 Kirklarelil, Kirklareli2, Istanbul2, Istanbul3, Istanbul4

Haplotip 10 Kirklareli3

Haplotip 11 Kastamonu3, Sinop2, Sinop3

Haplotip 12 Canakkalel, Canakkale2, Canakkale3

Haplotip 13 Karabuk?2

Haplotip 14 Yalova3

Haplotip 15 Kutahya3

34



Rize2 Kirklaralia

Bartina

Kutahyas Giresuns kastamonu3

Karabukz
Giresund

Yalovas
kastamonuz

Artwiny

Sekil 11. Sitokrom b geni icin haplotip agi

Mitokondriyal DNA Sitokrom b gen bolgesi i¢in elde edilen 795 b¢’lik kisim
kullanilarak Maksimum Olasilik ve Bayesian analizleri icra edilmistir. Analizler
sonucunda her iki yontemden de elde edilen filogenetik agaglar ayn1 topolojik yapiya

sahip olduklarindan dolay1 sonugclar tek bir agag tizerinden gosterilmistir (Sekil 12).

Analizler sonucunda Artvin7 haplotipi Kafkasya bodlgesinin giliney bireyleriyle
ayni dalda (0,61/96) yer alirken, Bolul, Rize2, Giresun4, Giresun5, Samsunl, Bartin5,
Kastamonu2, Kirklarelil, Kirklareli3, Kastamonu3, Canakkalel, Karabuk2, Yalova3,
Kutahya3 haplotipleri kendi i¢inde bir dal (0,88/98) olusturmustur. Ayrica Kaskasya
Bolgesi’nin giliney Ornekleride kendi i¢inde bir dal (0,99/88) olusturmustur. Bu
sonuglara gore Artvin7 haplotipinin Bufo verrucosissimus, diger haplotiplerin ise Bufo

bufo tiiriine dahil oldugu belirlenmistir.
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Bolul

Yalova3
0.98/67
Kutahya3
Rize2
0.97/65
A Giresun5
Bartin5
% Kirklareli3
Kirklarelil
0.98/75
Canakkalel
B.bufo 0.88/98 Nls Giresund
Samsunl
0.90/85
Kastamonu?2
0.70/64
Kastamonu3
0.99/88 Karabuk2
1/99 JN647462_BV
JN647469 BV
1/100 Artvin7
0.61/96
JN647467_ BV
1/100 B. spinosns) .., ING47424 BS
JN647442 BS
B. eichwaldi
1/100 JN647476 BE
JN647475 BE
1/85 JN647480 BG
1/100 JN653295 BB
JN653298 BJ
0.02

Sekil 12. MrBayes ve Maksimum Olasilik analizine gore olusan Sitokrom b geni i¢in
filogenetik aga¢ (dis grup; BJ: Bufo japonicus, BB: Bufo bankorensis, BG:

Bufo gargarizans)
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3.3. RPL3 Gen Dizileri ile Elde Edilen Bulgular

Calismadaki 51 ornege ait RPL3 gen dizileri ve GenBank’tan elde edilen B.
verrucosissimus, B. spinosus, B. bankorensis, B. gargarizans, B. japonicus ve B.
eichwaldi tiirlerine ve alt tiirlerine ait RPL3 gen dizileri ile Network analizleri icra
edilmistir. Gergeklestirilen Network analizleri sonucunda 7 tane haplotip grubu (Tablo

6) tespit edilmis ve haplotip ag orgiisii grafigi gorsellestirilmistir (Sekil 13).

Tablo 6. RPL3 geni haplotip gruplari
Haplotipler ~ Ornekler

Haplotip 1 Artvin7, Artvin8, Artvin9, Rize2, Rize3, Giresun4, Giresun6,
Rizel, Ordu2, Ordu3, Bolul, Ordul, Bolu2, Bolu6, Trabzon3,
Trabzon7, Istanbul2, Istanbul3, Istanbul4, Samsun4, Yaloval,
Sinopl, Sinop2, Sinop3, Trabzonl, Kutahya?, Bartin4, Bartin6,
Canakkalel, Canakkale3, Kastamonul, Kastamonu3, Karabukl,
Kirklareli2, Kirklareli3, Bartin5, Canakkale2, Kocaelil, Kocaeli2,
Kocaeli3, Giresun5, Kastamonu2, Karabuk2, Karabuk3,
Kirkarelil, Kutahyal, Kutahya3, Yalova2, Samsunl, Samsun2,
Yalova3, JIN647520-BV, JIN647525-BV, JIN647519-BV,
JN647521-BV, IN647522-BV, JN647523-BV

Haplotip2  JN647518-BE
Haplotip3  JN647514-BS

Haplotip 4  JN647517-BS

Haplotip 5 JN653318-BG

Haplotip 6  JN653320-BJ

Haplotip7  JN653321-BB
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Artving

TME53320_B1

Me47517_BS

INB53321_BR

TNG47514_BS

O {ho fraits)

JNE53318_BG

JNB47515_BE

Sekil 13. RPL3 geni i¢in haplotip agi1 (BJ: Bufo japonicus, BB: Bufo bankorensis, BG:
Bufo gargarizans; BS: Bufo spinosus; BE: Bufo eichwaldi)

Niikleer DNA RPL3 gen bolgesi i¢in elde edilen 522 bg’lik kisim kullanilarak
Maksimum Olasilik ve Bayesian analizleri icra edilmistir. Yapilan analizler sonucunda
haplotipler i¢in gruplasma goézlemlenmediginden dolayir analizler bireyler iizerinden
yapilmigtir. Analizler sonucunda her iki yontemden de elde edilen filogenetik agaglar
ayni topolojik yapiya sahip olduklarindan dolayr sonuglar tek bir aga¢ iizerinden

gosterilmistir (Sekil 14).

Filogenetik aga¢ incelendiginde, tez kapsamindaki tiim Orneklerin ve
GenBank’tan elde edilen Bufo verrucosissimus alttiirlerine ait bireylerin ayni dal
tizerinde (1/100) yer aldig1 goriilmiistiir. Bu baglamda RPL3 gen bdlgesinin tiirler arasi
ayrim giiciiniin mitokondriyal gen bolgelerine kiyasla daha zayif oldugu belirlenmistir.
Bunun nedeni niikleer genlerin mitokondriyal genlere gore daha yavas bir evrimlesme

stirecine sahip olmasidir.
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Artvin7
Artvin8
Artvin9
Rize2
Rize3
Giresun4
Giresun6
Rizel
Ordu2
Ordu3
Bolul
Ordul
Bolu2
Bolu6
Trabzon3
Trabzon7
Istanbul2
Istanbul3
Istanbul4
Samsun4
Yaloval
Sinop1
Sinop2
B. bufo Sinop3
Trabzonl
Kutahya2
Bartind
1/100 Bartin6
Canakkalel
Canakkale3
Kastamonul
Kastamonu3
Karabukl
Kirklareli2
Kirklareli3
Bartin$5
B. verrucosissimus Canakkale2
Kocaelil
Kocaeli2
KOcaeli3
Giresun5
Kastamonu2
1/100 Karabuk2
Karabuk3
Kirkarelil
Kutahyal
Kutahya3
Yalova2
Samsunl
Samsun2
1/100 Yalova3
JN647520 BV
JN647525_BV
JN647519 BV
JN647521_BV

B. spinosus JN647522_BV
JN647523_BV
: : (}§84/100 JN647514_BS
B. eichwaldi 1/99 JN647517_BS
JN647518_BE
1/100 JN653318_BG

JN653321_BB
JN653320_BJ

0.002

Sekil 14. MrBayes ve Maksimum Olasilik analizine gore olugan RPL3 geni i¢in
filogenetik aga¢ (dis grup; BJ: Bufo japonicus, BB: Bufo bankorensis, BG:
Bufo gargarizans)
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4. TARTISMA ve SONUCLAR

Kafkas cografyasi tipki Akdeniz Havzasi gibi Diinya iizerindeki onemli sicak
noktalardan birisidir. Topografik olarak 3 farkli dag zinciri sistemi ile karakterize
edilmektedir. Bu dag sistemleri Kafkasya’nin kuzeyinde yer alan Biiyiikk Kafkas
Daglari, giineyinde yer alan Kiiciik Kafkas Daglar1 ve Talis-Elbruz Dag Sistemi’dir.
Kiiclik Kafkas Daglari’nin bat1 yakasi Tiirkiye sinirlart igerisindeki Dogu Karadeniz
Daglari’dir. Biiylik ve Kiigiik Kafkas Daglar1 arasinda kalan bolge ise Trans-Kafkasya
olarak adlandirilmaktadir. Kafkas cografyasi sahip oldugu topografya ve buna paralel
olarak Ozellikle de geg¢mis jeolojik donemler igerisinde meydana gelen iklim
dalgalanmalarinda si@inak gorevi gérmiis alanlar1 biinyesinde barindirmistir. Bu ac¢idan

da hem tiir i¢i hemde tiir seviyesinde farkliliklarin olugsmasinda aktif rol oynamistir.

Kutrup vd. (2006), yapmis oldugu caligmada 16 populasyondan toplam 29 Bufo
bufo bireyinin 16S ribosomal RNA geninin 936 bazlik kisminin DNA dizin analizi
yapilmistir. Orneklerin toplandig1 yerler; Artvin (Erenkdy, Borgka), Rize (Findikli,
Camlihemsin, Karasu, Gilindogdu), Trabzon (Arakli, Akgaabat, Yesilova, Magka),
Mersin (Mezitli), Giresun, Giresun Adasi ve Adapazar’’dir. Ayrica italya’nin Matera
(Garaguso), Yunanistan’in Metsova (Pindos Daglar1) kentlerinden B. bufo ve Sicilya
(Italya)’dan B. b. spinosus drnekleri de analizlere dahil edilmistir. Yapilan filogenetik
analizler sonucunda toplam 23 haplotip bulunmus ve bu haplotipler arasinda ise
maksimum 17 baz (%0,11- %1,85) farklilik oldugu goriilmiistiir. Fakat bu farkliligin bir
alttiir olusturacak kadar onemli olmadig1 ve bunun tiir i¢i varyasyon olduguna karar
verilmistir. Bu ¢alismay1 Kutrup vd. (2006), Karadeniz hatti boyunca dogrulamustir.
Fakat Kutrup vd. (2006), aksine Artvin ilinde Bufo verrucosissimus tiiriiniin varlig

ortaya ¢ikarilmistir.

Litvinchuk vd. (2008), allozim belirtecler kullanarak gerceklestirdikleri ¢aligma
sonucunda Anadolu cografyasindaki Bufo populasyonlarinin  tamaminin  B.
verrucosissimus tiirii olarak degerlendirilmesini onermislerdir. Fakat bu ¢alismada B.
verrucosissimus tiirtiniin sadece Artvin ili igerisinde var oldugu belirlenmistir.

Dolayisiyla elde edilen sonuglar Litvinchuk vd. (2008), ¢alismasint dogrulamamaktadir.
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Recuero vd. (2012), mitokondriyal ve niikleer belirtegler kullanarak Bufo bufo tiir
grubunun filogenetik tarihi {izerine gergeklestirdikleri ¢alismanin sonucunda, Bufo bufo
ve Bufo verrucosissimus tiirlerinin son ortak atasinin yaklasik 5 milyon yil 6nce Kafkas
cografyasinda yayilis gosterdigini, tlirlerin ise Pleistosen donemi igerisinde ayrilmaya
basladigini, bu durumun olusmasinda ise iklimsel dalgalanmalarin ve deniz
seviyelerindeki disiislerin etkili oldugunu oOne stirmiislerdir. Proje kapsamindaki
verilerle kiyaslaninca elde edilen filogenetik sonuglarin Recuero vd. (2012),
calismasinda elde edilen sonuglarla ayni eksende oldugu ve olusturulan filogenetik
agaclardaki gruplagsmalarin Recuero vd. (2012), calismasindaki agaclar ile aym

gruplagmayi yansittigi belirlenmistir.

Garcia-Porta vd. (2012), mitokondriyal belirtegler kullanarak Palearktrik’te
yayilis gosteren Bufo cinsine ait biitiin tiirlerin filogenisi iizerine gergeklestirdikleri
caligmada Kafkasya, Bolu ve Alanya 6rneklerini Bufo verrucosissimus tiirii olarak ifade
etmislerdir. Calisma sonucunda Ornekleri Kafkas kladi olarak tanimlamis ve bu kladin
igerisinde ii¢ ayr1 alt grubun varligini ifade etmislerdir. Bu alt gruplar Giiney Kafkasya,
Kuzey Kafkasya ve Anadolu alt gruplar1 olarak tanimlanmustir. Tiir igerisinde meydana
gelen bu gruplagsmanin sebebini ise Ozellikle Pleistosen donemi igerisinde meydana
gelen ardisik buzul donemleri olarak belirtmislerdir. Buzul hareketlerine bagli olarak
populasyon sinirlarinin daralma-genisleme yonlii dongiileri farklilasmay: tetikleyici
etken olarak diislinlilmiistiir. Ayrica bu donemler icerisinde Balkanlar’in dogusu ve
Anadolu’nun dogusunu kapsayan cografyaninda Bufo bufo tiirii iginde bir siginak gérevi
gordiiglinii de ifade etmislerdir. Kutrup vd. (2006), yaptiklar1 ¢alismanin da kendilerini
dogruladigini belirtmiglerdir. Bu ¢alisma kapsaminda Bufo verrucosissimus tiirii
icerisinde gozlenen filogenetik soy hatlar1 Garcia-Porta vd. (2012), elde ettikleri soy
hatlar1 ile aym1 soy hatlar1 olarak belirlenmistir. Fakat bahsedilen ¢alismanin aksine

Bolu Ili populasyonu Bufo Bufo olarak belirlenmistir.

Arntzen vd. (2013b), B. bufo tiir grubunun sistematigi hakkinda molekiiler
verilere dayanarak durumun ne kadar karmasik oldugu konusunda bir makale
yayimlamiglardir. Calismalarinda, Recuero vd. (2012)’nin makalesinde yer alan niikleer
sekanslar yeniden analiz edilmistir. Sonu¢ olarak B. bufo ile B. eichwaldi’nin tiir
durumlarmin kesin oldugu fakat B. spinosus ile B. verrucosissimus’un durumunun
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belirsizligini korudugu belirtilmis ve aksi detayl bilgilerle kanitlanincaya kadar Orlova
ve Tuniyev (1989), tarafindan tiir olarak bildirilen B. verrucosissimus un tiir durumunun
korunmasi  gerektigini  vurgulamislardir. Sadece Bolu’da B. bufo ile B.
verrucosissimus un simpatrik yasadigr yazilmistir. Bazi lokuslarda niikleer DNA
haplotiplerini paylastiklar1 ancak alel paylagiminda bir cografik Oriintliniin olmamasini
hibridizasyondan ziyade “incomplete lineage sorting”’e baglamislardir. Fakat Bolu’daki
durumun hala belirsizligini korudugunu vurgulamislar ve B. verrucosissimus’un
taksonomik durumu i¢in baska ¢alismalarin yapilmasi gerektigini bildirmislerdir. Ayrica
aksi tam olarak ispatlanana kadar Recuero vd. (2012), B. verrucosissimus’un tiir
durumunu devam ettirilmesi sonuglarina uyulmasi gerektigi savunulmustur. Bu ¢alisma
sonucunda da Bufo verrucosissimus’un tiir durumu dogrulanmistir. Fakat Arntzen vd.
(2013b)’in aksine Bolu ilinde simpatrik bir yasamin olmadigi ve bu ilde Bufo bufo’nun

dagilim gosterdigi belirlenmistir.

Babik vd. (2005), Avrupa’da dagilis gosteren Triturus cinsi iizerinde
mitokondriyal belirtegler kullanarak filocografik bir ¢alisma gergeklestirmistir. Calisma
sonucunda Kafkasya’da dagilim gosteren Triturus vulgaris lantzi alttiiriine (giincel
sistematik: Lissotriton lantzi) ait 6rnekler tek bir klad igerisinde kiimelenmistir. Bu klad
kendi igerisinde kuzey ve giiney olmak {iizere iki alt gruba ayrilmistir. Bu ¢esitliligin
olugmasinda Pleistosen Donemi igerisinde meydana gelen iklim dalgalanmalarinin yani
sira sigmak gorevi goren alanlarin etkisinden de s6z etmislerdir. Anadolu ve
Kafkaslar’in sahip oldugu kompleks cografik yapi ve ayrica iclerindeki dag zincirleri
yayilimi engelleyen giiclii bariyerler olarak islev gordiigiinii ve bu ¢esitliligi ortaya
¢ikmasinda rol oynadiklarini ifade etmislerdir. Bu calismada elde edilen sonuglar Babik
vd. (2005), galismasi ile benzerlik gostermektedir.

Gabelaia vd. (2015), Kafkas ekojik bolgesinde dagilim gosteren ve monofiletik bir
tir grubu olan Darevskia cinsine dahil Darevskia mixta tiiriniin morfolojisi ve
filocografyasi {izerinde ¢alismalar gerceklestirmiglerdir. Calisma sonucunda elde edilen
filogenetik aga¢ giiclii sekilde ayrilmis iki klad icermektedir ve bu kladlar Biiyiik
Kafkas Daglar1 ornekleri ve Kiigiik Kafkas Daglar1 ornekleri olarak gruplasmistir. Bu
gruplarin yaklasik olarak 0.75 milyon yil once ayrildigi tahmin edilmistir. Bu donem
Orta Pleistosen igerisine denk diigmektedir. Bu donem igerisinde meydana gelen iklim
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dalgalanmalar1 6zellikle Kafkas bolgesinde evrimsel soy hatlarinin ¢oklu ayrimin
tetikleyen olay olarak diistiniilmektedir (Tarkhnishvili, 2014). Bu etkenin yani sira, iki
dag zinciri arasindaki vadiler ve nehirler gibi cografik faktorlerin bariyer gorevi
gordiiglini belirtmislerdir. Ayrica Orta Pleistosen sonrasinda yagislarda meydana gelen
azalmaya bagli olarak uygun nemli habitatlarin parcalanmasinda farklilasmaya etki
etmistir. Kiiclik Kafkaslar’in merkezi bu donemler igerisinde canlilar i¢in dnemli bir
sigiak gorevi gormiistiir. Biiyilkk Kafkaslar’a kiyasla daha uygun ekolojik sartlar
icerisinde barindirmustir. Kii¢iik Kafkaslar’in énemli siginak gorevi goren iki alani
Giircistan’in merkezi ve Tiirkiye’nin Dogu Karadeniz kiyilar1 olarak belirlenmistir
(Tarkhnishvili vd., 2000; Tarkhnishvili vd., 2012). Bahsedilen sonuglar gbz Oniine
alindiginda, bu calisma sonucunda Kafkasya ve Artvin Ili 6rneklerinin gosterdigi
gruplagsmanin meydana gelisi Gabelaia vd. (2015), ifade ettikleri etkenler ile sekillenmis

olma ithtimali mimkiin bir ihtimaldir.

Tarkhnishvili vd. (2000), Gircistan ve Tirkiye’nin Dogu Karadeniz kiyilari
boyunca dagilim gosteren Mertensiella caucasica tiiriine ait 10 populasyonu niikleer ve
mitokondriyal belirtegler kullanarak populasyonlar arasindaki genetik farklilagma ve
jeolojik tarihi lizerine bir ¢aligma gerceklestirmislerdir. Calisma sonucunda cografik
olarak 2 farkli soy hattinin var oldugunu ifade etmislerdir. Bu soy hatlarinin
ayrilmasinin Pleistosen oncesinde basladigini belirlemislerdir. Ifade ettikleri iizere, Ust
Paleosen ve en azindan Orta Miyosen’e kadar olan siirecte Kafkaslar, Paratetis
Denizi’nin ortasinda kitasal levhalardan izole olan bir ada seklinde konumlanmistir. Ust
Miyosen doneminde Anadolu karasiyla birlesmeye baslayip Pliyosen déneminde
birlesmesini tamamlamistir. Bu dénem boyunca meydana gelen orojenik aktiviteler
sonucunda yiiksek dag formasyonlart meydana gelmistir (Kholodov and Nedumov,
1996). Bu siire¢ Kafkas kistaginin bati yakasindaki subtropikal ormanlarin birkag farkl
sigiak seklinde daralmasina neden olmustur. Giintimiizde Karadeniz havzasinin dogusu
bu alanlarin bir tanesi olup Mertensiella caucasica dagilis gosterdigi bolgedir. Bir diger
alan tiirlin dar bir yayilis gosterdigi Borjomi bdlgesinde ki daglik alanlardir. Tiirlin dogu
soy hatlar1 bu alan igerisindedir. Soy hatlarindaki ayrilma muhtemelen Kafkas Adasi ve
Anadolu’nun birlesmesiyle baslamistir. Tiirlin biiyilkk Kafkaslar’da var olmamasi bu
durumu dogrulamaktadir. Ciinkii orojenik olarak Kiiclik Kafkaslar, Biiyiik
Kafkaslar’dan ziyade Anadolu platosuyla ayni ¢izgidedir. Soy hatlarindaki farklilagsma
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pliyosen doneminde subtropikal ormanlik alanlarin par¢alanmasini isaret etmektedir. Bu
calisma igerisinde GenBank {izerinden elde edilen ve Borjomi’ye ait olan
B.verrucosissimus 6rnegi Artvin ili rnekleri ile beraber gruplasmistir. Dolayisiyla elde
edilen veriler Tarkhnishvili vd. (2000)’nin bahsettigi cografik par¢alanmay1
desteklememektedir.

Seddon vd. (2002), Orta Avrupa’dan Iran’a kadar yayilis gosteren Erinaceus
concolor tiirti iizerinde mitokondriyal belirte¢ler kullanilarak tiiriin filocografyasini
belirlemek amaciyla bir c¢alisma gerceklestirmislerdir ve Ozellikle Katkasya’nin
dogusundaki populasyonlarin potansiyel bariyerlerle iliskilerini ortaya koymay1
hedeflemislerdir. Calisma sonucunda Kafkas Daglari’nin kuzey ve giiney 6rnekleri agik
sekilde ayrildig1 ve monofiletik kladlar olusturduklar1 belirlenmistir. Giiney Kafkasya
orneklerinin Tirkiye ornekleri ile yakin iliskili olarak ortaya g¢ikarilmistir. Kafkas
Daglari’nin kuzey ve giliney oOrnekleri arasindaki kayda deger genetik farklilik
belirgindir. Bu iki grup batida bogazlarla doguda ise Kafkaslar’in yiiksek daglariyla
birbirinden ayrilmistir. Bu tipte bir dagilim farkli buzul siginaklarinin ve buzul dénem
sonrast kolonizasyon rotalarinin varligimmi agikca gdstermistir. Ayrica Kafkas
Daglar’nin kuzey ve giiney yakalar1 farkli iklimsel kosullar sergilediginden soy hatlari
farkli ekolojik baskilara maruz kalmis ve bu yonde adapte olmuslardir. Kirpilerin gliney
Kafkasya’daki siginak alanlari kuzey kladina nazaran daha az bilinmektedir. Fakat fosil
ve iklim verileri muhtemel bir sigmmagin varligini isaret etmektedir. Son buzul
maksimumunda Tirkiye’nin kuzeyinde Karadeniz’in giiney kiyisinda dar bir bant
seklinde 1liman ormanlar varlik gostermistir. Bu alan Gliney ve Bati Kafkasya arasinda
yama seklinde bir uzanti olusturmustur ve muhtemelen bir siginak gorevi gérmiistiir.
Diger yandan giiney grubu igerisindeki genetik alt boliinmeler daha kompleks bir
sigiak tarihini isaret etmektedir. Bu ayrilma sigmak alani icerisinde populasyonun
parcalanmasiyla meydana gelmis olup iklim ve vejetasyondaki boyutsal gesitliligin bir
sonucu olarak veya cografik olarak birka¢ farkli siginagin varligiyla ifade edilebilirler.
Ornegin, Tiirkiye’nin kuzeyinde parcalanmis bir sigmak, giiney Kafkaslar ve bati
Tirkiye soy hatlarinin ayri ayri farklilasmasina neden olmus olabilir (Hewitt, 1996;
Huntley, 1999). Diisiik enlemlerde bulunmasi ve ¢esitlilik gosteren topografyasi dogu
Avrupa’yi, Tiirkiye’yi ve Giiney Kafkaslari buzul donemlerinde siginak alanlar1 olarak
konumlandirmistir. Ardistk buzul donemleri bu alanlarda genetik soy hatlarinin
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farklilagmasini meydana getirmistir. Kirpilerde oldugu gibi derin farklilik gosteren bazi
tiirlerin farklilagma tarihi erken Pleistosen’e dayanmaktadir. Son olarak bu tiiriin Alpler
ve Preneler iizerinde buzul dénemi sonrasi kuzey yonlii kolonizasyonu goz Oniinde

alindiginda Kafkas Dagi’nin tiir i¢in giiclii bir bariyer gorevi gordiigli anlagilmaktadir.

Bu c¢alisma da elde edilen sonuglar Seddon vd. (2002)’nin elde ettigi sonuglar ile
kiyaslaninca benzerlik gostermektedir. Tiirkiye ve Giircistan’in glineybatisinda yayilig
gosteren B. verrucosissimus ornekleri Kafkaslar’in kuzey kisimlarinda yayilis gosteren
diger alttiirlere ait 6rneklerle ayr1 birer grup olusturmaktadirlar. Seddon vd. (2002)’nin
bahsettigi lizere buzul donemleri icerisinde Kafkasya ve Tiirkiye’de var olan farkli
siginiklar populasyonlara liman goérevi goérmiis ve farklilagmay1 beraberinde getirmis
olabilir. Ayrica tipki Akdeniz Bolgesi gibi, Kafkasya’nin daglik yapisi da dogal
topografik bariyerler olustururarak bu farkliliga katkida bulunmustur. Elde edilen

sonuglar Seddon vd. (2002)’nin filocografik senaryolarna uygunluk gostermektedir.

Boursot vd. (1996), Mus musculus tiirii tizerinde mitokondriyal belirteglerden
yararlanilarak tiiriin filogenisi ve cografi yayilist hakkinda bir ¢alisma ortaya
koymuslardir. Calisma sonucunda Mus musculus tiiriiniin 2 alt tiirii olan Mus musculus
musculus ve Mus musculus domesticus’un cografik dagilimlarinin filogenetik sonuglarla
ortiistiigiint ifade etmislerdir. Anadolu icerisinde dagilis gosteren M. m. domesticus alt
tirli ve Kafkasya’nin kuzeyinde dagilis gosteren M. m. musculus alttiirlerini cografi

olarak sinirlayan bariyerlerin Kafkas Daglar1 oldugunu belirtmistir.

Manceau vd. (1999), mitokondriyal belirtegler kullanarak Capra cinsinin
sistematigini ortaya koymayi1 hedeflemislerdir. Caligma sonucunda Kafkasya’da iki
farkli mitokondriyal DNA kladi belirlemislerdir. Dogu-bati yonlii bir farklilagmanin var
oldugunu ifade etmislerdir. Bu c¢alismada Kafkasya icerisinde belirlenen farkli soy
hatlarida Manceau vd. (1999), sonuclarin1 desteklemistir. Tiir i¢i farkli soy hatlarinin

varlig1 bolgenin daglik topografyasi ile ilintilidir.

Rossiter vd. (2007), Rhinolophus ferrumequinum tiirii {izerinde mikrosatellit
dizileri kullanilarak tiiriin populasyon tarihi, taksonomisi ve genis Ol¢ekli filogenisi
tizerinde bir ¢aligma yapmuslardir. Uzak Asya’dan, Kuzey Afrika’ya kadar g¢esitli
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alanlarda ornekler toplanarak degerlendirilmis ve genetik cesitlilik ortaya ¢ikarilmistir.
Elde edilen sonuglara gore Tirkiye ve Suriye Ornekleri beraber kiimelenmis diger
orneklerden ise ayrilmiglardir. Bu durum Avrupa ve Anadolu arasinda en azindan son
buzul maksimumunda Marmara Denizi’nin bir bariyer gorevi gordigini ve
populasyonlarin siginaklar igerisinde sinirli kaldigini isaret etmektedir. Giiney Bati
Rusya (Kafkasyanin kuzeyi) ornekleri, Suriye ve Tirkiye oOrnekleriyle farklilik
gostermistir ve bu durum Kafkas Daglari’nin kuzeyinde var olmus bir sigmak ile

iliskilendirilmistir. Dolayisiyla genetik farklilagmay1 da beraberinde getirmistir.

Mumladze vd. (2013), Kafkas endemigi olarak bilinen ve Giircistan’da,
Tiirkiye’nin kuzey dogusunda yayilis gosteren Helix cinsine ait Helix buchii, Helix
goderdziana tiirlerini mitokondriyal ve niikleer belirtegler kullanarak sistematik ve
evrimsel tarihi agisindan incelemislerdir. Ayrica calisma igerisinde morfolojik
karakterlerden yararlanmiglardir. Calisma sonucunda tiirlerin genetik olarak iki farkli
tir oldugu belirlenmis, morfolojik verilerle bu durum desteklenmistir. Bu tiirlerden
Helix goderdziana tiiriiniin dagihm alani Kiigiik Kafkaslar’in batisinda, Giircistan’in
giiney batis1 ve Tirkiye’nin kuzey dogusuyla siirlidir. Paleontolojik verilerin
destekledigi tizere bu alan son buzul maksimumunda siginak gorevi gormiistiir (Zeist,
and Bottema, 1988; Van Andel and Tzedakis 1996). Ayrica Mertensiella caucasica
tizerinde yapilan bir molekiiler genetik calismanin sonucunda bu alan igerisinde buzul
oncesi donemlerde 2 farkli evrimsel soy hattinin varligimi ortaya koymustur. Bu soy
hatlarina bati soy hattinin dagilim alan1 bahsedilen bu orman siginagiyla ortiismektedir
yani Helix goderdziana tiiriiniin dagilim alani sinirlari igerisindedir. Dogu soy hatt1 ise
Gircistan’in merkezi icerisinde ¢ok kiigiik bir alan ile sinirlidir. Bu bulgular bahsedilen
ormanlik sigmagmn dogusunda daha kiigiik ormanlik siZinaklarin  varligin
desteklemektedir (Tarkhnishvili vd., 2012). Sigmak gorevi gordiigii bahsedilen bu
biiylik alan icerisindeki dogu soy hatlarindan ayiran cografik hat Giircistan’in giiney
batisinda Mesket Daglari’n1 kesen bir kurak iklim kemeridir (Tarkhnishvili vd., 2008).
Bu ¢alismada da elde edilen soy hatlarinin, Mumladze vd. (2013), bahsettigi lizere bu

sigak alanlarmin etkisi ile olustugu diisiintilebilecek bir olasiliktir.
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Yine farkli tiirlerle yapilan bazi calismalar da Kafkasya igerisindeki tiir ve tiir i¢i
seviyede meydana gelen genetik farklilasmalarda daglik yapi ve iklimsel
dalgalanmalarin aktif rol oynadigini desteklemektedir (Murphy vd., 2000; Pidancier vd.,
2006; Zvychaynaya vd., 2010; Wielstra vd., 2013).

Bu caligmada:

1- Bufo verrucosissimus tiirtiniin Kafkasya Bolgesi’ne ek olarak Kuzey Anadolu

siirlari igerisinde sadece Artvin ili Bor¢ka’ya kadar dagilim gosterdigi netlesmistir.

2- Kuzey Anadolu Bolgesinin kalan biitiin sinirlarinda Bufo bufo tiiriiniin doguda Rize

ili Camlihemsin ilgesine kadar yayilim gosterdigi kesinlesmistir.

3- Kafkas Daglari’nin tiir i¢in dogal bariyerler meydana getirdigi, Pleistosen

donemindeki iklim degisimlerinin genetik farklilasmayi tetikledigi,

4- Bu farklilasmanin meydana gelisinde Kafkasya Bolgesi’nin sahip oldugu heterojen
topografik yapi, fazlaca daglik alanlarin bulunmasi, derin dag vadileri, biiyiik nehirler
gibi etkenlerin yani sira bu alanlar icerisinde uygun sartlar1 ihtiva etmis bolgelerin
Pleistosen Donemi iklim dalgalanmalar1 sirasinda siginak islevi gérmesi ile sagladigi

yalittimin etkisinin oldugu sonuglarina ulasilmigtir.
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5. ONERILER

Bu tez calismasi kapsaminda Orneklenen cografi alanlarda var olan tiirler ve
filogenetik iligkiler net olarak ortaya koyulmustur. Fakat tiirlerin arasinda olmasi
muhtemel sekonder kontak zonlar (hibrit zonlar) hakkinda bir degerlendirme
yaptlmamustir. Ileriki donemlerde Artvin ve Rize illeri arasinda var olmas1 muhtemel
sekonder kontak zonlar belirlenerek, tiirler arasindaki hibritlesme diizeyi, kontak

zonlarin cografi biiyiikliigii ve tiirler aras1 gen akis1 arastirabilecek bir konudur.
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