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TURKIYE’DEKI Acanthodactylus CINSINDE DNA BARKODLAMA
YONTEMi KULLANARAK GENETIK CESITLILIGIN ARASTIRILMASI

oz
Lacertidae familyasinin bir iiyesi olan Acanthodactylus cinsi 45 tiir icermektedir. Bu
cinsin A. boskianus, A. schreiberi, A. harranensis ve A. ilgazi tiirleri iilkemizde
yasamaktadir. Bu cinse ait taksonlar arasinda karmasiklik s6z konusudur. Bu
karmagikligin giderilmesi i¢in molekiiler belirte¢lere dayali bir¢cok ¢alisma olmasina
ragmen, DNA barkodlama yaklasiminin kullanildigi herhangi bir c¢alisma
bulunmamaktadir. Bu ¢aligmada, barkodlama tekniginin uygulanabilmesi igin
sitokrom c oksidaz subunit I (COI) gen bolgesi tercih edilmis ve lilkemizde yayilig
gosteren Acanthodactylus cinsine ait tiirlerin taksonomik durumunun belirlenmesi
amaclanmistir. Toplamda 4 lokaliteden 22 6rnek degerlendirilmis olup, COI gen
bolgesinin 594 baz ciftlik kismi dizisi analiz edilmistir. Analizlerde yer alan veri
setinin toplamda 5 farkli haplotip igerdigi belirlenmistir. Oncelikle tiirler arasinda
dogru bir filogenetik yapilandirma olusturmak icin gen agaci (Neighbour-Joining,
Maximum Likelihood ve Bayesian Inference) analizleri yiirtitiilmiistiir. Sonrasinda tiir
agaci analizleri ile (ABGD, bPTP, mPTP, GMYC ve TCS) ortaya ¢ikan monofiletik
gruplarin bir tiirii temsil etme potansiyelleri test edilmistir. Filogenetik analizler
sonucunda elde edilen agac topolojilerinde ¢aligmadaki her bir tiirlin ayr1 bir
monofiletik grup olarak dallandigi goriilmiistiir. Tiir agact analizleri sonucunda
ABGD, bPTP ve GMYC analizlerinin her bir monofiletik grubu tiir olarak ayirdigi
tespit edilmistir. Diger acidan mPTP analizinin c¢alisma grubunu 2’ye, TCS
analizinin ise 5’e ayirdigr gozlenmistir. Barkod analizi sonuglarinda birbirine en
yakin akraba tiirler 4. boskianus ve A. schreiberi, en uzak tiirler ise A. ilgazi ve A.
schreiberi’dir. Bu calisma, herpetofauna acisindan iilkemizin  biyolojik
zenginliklerinden biri olan Acanthodactylus tiirleriyle ilgili dogru bir taksonomik

diizenleme icin daha detayl1 yeni ¢alismalar yapilmasini gerektirmektedir.

Anahtar kelimeler: Acanthodactylus, DNA barkodlama, molekiiler filogenetik,
kertenkele



RESEARCH ON GENETIC DIVERSITY OF THE GENUS Acanthodactylus IN
TURKEY BY USING DNA BARCODING METHOD

ABSTRACT
The genus Acanthodactylus, a member of the Lacertidae family, includes 45 species.
Of this genus A . boskianus, A. schreiberi, A. harranensis and A. ilgazi species live in
our country. There is complexity among the taxa of this genus. Although there are
many studies based on molecular markers to remove this complexity, there is not
study using the DNA barcoding approach. In this study, the cytochrome ¢ oxidase
subunit I (COI) gene region was preferred for the application of barcoding technique
and it was aimed to determine the taxanomic status of the species belonging to the
genus Acanthodactylus, which is widespread in our country. In total, 22 samples
from 4 localities were evaluated, and the 594 base pair partial sequence of the COI
gene region was analyzed. It was determined that the data set included in the
analyses contains 5 different haplotypes in total. First of all, gene tree (Neighbour-
Joining, Maximum Likelihood and Bayesian Inference) analyzes were carried out to
establish an accurate phylogenetic configuration among species. Afterwards, the
potential of the resulting monophyletic groups to represent a species was tested by
species delimitation (ABGD, bPTP, mPTP, GMYC and TCS). In the tree topologies
obtained as a result of phylogenetic analyses, it was observed that each species in the
study branched as a separate monophyletic group. As a result of the species tree
analyses, it was found that ABGD, bPTP and GMYC analyses distinguish each
monophyletic group as a species. On the other hand, it was observed that mPTP
analysis divided the study group into 2 species and TCS analysis divided the study
group into 5 species. In the results of barcode analysis, the closest related species are
A. boskianus and A. schreiberi, while the most distant species are A. ilgazi and A.
schreiberi. This study requires more detailed new studies for an accurate taxonomic
arrangement of Acanthodactylus species, which is one of the biological riches of our

country in terms of herpetofauna.

Keywords: Acanthodactylus, DNA barcoding, molecular phylogenetics, lizard
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BOLUM BiR
GIRIS

1.1 Acanthodactylus Cinsinin Taksonomik Durumu

Sacak parmakli kertenkeleler olarak bilinen Acanthodactylus cinsi Lacertidae
familyasinda yer almakta olup, tiir ¢esitliligi bakimindan sahip oldugu 45 tiir ile
oldukca zengin bir gruptur (Uetz vd, 2023). Yayilis sahasi detayli olarak
incelendiginde Iber Yarimadasi’ndan Kuzey Afrika ve Arap Yarmmadas: ile Bati
Hindistan’a kadar uzandig1 goriilmektedir (Salvador, 1982; Arnold, 1983; Schleich
vd., 1996; Sindaco ve Jeremcenko, 2008). Cins igerisindeki kertenkeleler 6zellikle
kurak ekosistem olmak lizere acik ormanlik alanlar, savan ve kumluk bolgelerde
yasamlarini devam ettirmeye adapte olmuslardir (Tamar vd., 2016; Uetz vd, 2023;

Baran vd, 2021).

Acanthodactylus cinsine ait ilk tlir tanimi Daudin (1802) tarafindan Santa
Domingo Adasi’nda *’Lacerta boskiana’ olarak yapilmistir. Boulenger (1878) cins
igerisinde A. scutellatus, A. boskianus, A. vulgari, A. micropholis, A. syriacus, A.
cantoris, A. schreiben, A. bedriagai, A. tristrami ve A. lineomaculatus isimli on tiir

listelemistir.

Acanthodactylus cinsi i¢in yiritiilen taksonomik calismalar dikkate alindiginda
grubun karmagik yapisinin 6n plana ¢iktigi ve morfolojik farkliliklarin agik bir
sekilde ortaya ¢ikarilmasinda bir¢ok zorlugun oldugu anlasilmaktadir. Bununla
birlikte 6zellikle baz tiirler icin tiir i¢i farkliliklarin da bulundugu belirtilmektedir
(Salvador, 1982; Arnold, 1983). S6z konusu taksonomik karmasikligin baslica
sebepleri arasinda morfolojik benzerlikler (Tamar vd., 2014), kompleks mikroevrim
ve tlirigi varyasyon (Schleich vd., 1996) yer almaktadir. Acanthodactylus cinsi
tizerine morfolojik belirteglere dayali olarak yiiriitiilen ¢aligmalara gore tiir gruplari
seklinde baz1 soy hatlar1 tanimlanmistir. Bu morfolojik soylar, Dogu kusagi olarak
kabul goren ve ¢ogunlukla Giineybat1 Asya’da yasayanlar (boskianus, micropholis,

grandis, cantoris ve opheodurus), Bati kusagi olarak bilinen ve Orta Dogu’da



bulunanlar (tristrami) ve Kuzey Afrika kiyilar1 ve Sahra alti bolgesinde dagilis
gosterenlerden (erythrurus ve pardalis) olusmaktadir. Ayrica Kuzey Afrika’nin
kumlu bolgelerinde scutellatus olarak tanimlanmis bir soy daha yer almaktadir. Her
ne kadar tiim bu morfolojik soy hatlar1 pek ¢ok calisma ile desteklenmis olsa da bazi
gruplarin durumu tartismalidir (Salvador, 1982; Amold, 1983; Harris ve Arnold,
2000). Son olarak, Acanthodactylus i¢in cins diizeyinde yapilan ilk molekiiler
filogeni g¢alismasinda bu taksonun 3 farkli soy hattina ayrildigi (Dogu, Bati ve
scutellatus) ortaya konulmustur (Tamar vd., 2016, Sekil 1.1).
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Sekil 1.1 Acanthodactylus cinsinin molekiiler belirteglere dayali gergeklestirilen yapilandirmasi ve

soy hatlarinin dagilis1 (Tamar vd., 2016)

Acanthodactylus cinsinin Anadolu’dan ilk kaydi Bohme (1973) tarafindan A.
boskianus (Tarak Parmakli Kertenkele) olarak Sanliurfa, Birecik’ten (Firat Nehri
kenarindan) toplanan orneklerle yapilan calisma sonucunda ortaya konulmustur.
Ulkemiz kertenkeleleri listesine 4. boskianus’un dahil edildigi bilgisi Basoglu ve
Baran (1977) tarafindan da kabul edilmistir. Yakin zamana kadar tilkemizdeki
Acanthodactylus cinsinin dagiliminin 3 tiir (4. boskianus Daudin, 1802; A. schreiberi
Boulenger, 1878; A. harranensis Baran, Kumlutas, Lanza, Sindaco, Ilgaz, Avclr &

Crucitti, 2005) ile temsil edildigi bilinmekteydi (Baran vd., 2005; Yal¢inkaya ve



Gogmen, 2012; Kurnaz, 2020; Baran vd., 2021). Bununla birlikte son donemde
gerceklestirilen bir ¢alisma ile iilkemizdeki bu cinse ait olan tiir sayis1 A. ilgazi

olarak tanimlanan yeni bir tiir ile 4’e ¢ikartilmistir (Kurnaz ve Sahin, 2021).

Ulkemizin de iginde bulundugu Liibnan, Suriye, Kuzey Irak’1 i¢ine alan Kuzey
Ortadogu’da bulunan Acanthodactylus tirleri boskianus, grandis ve tristrami olarak
tanimlanan soylar1 kapsamaktadir (Salvador, 1982; Arnold, 1983; Tamar vd., 2016).
Buna bagl olarak bugiline kadar Tirkiye’de bulunan Acanthodactylus tiirleri
igerisinde 4. harranensis’in grandis; A. boskianus ve A. schreiberi’nin boskianus ve
son tanimlanan tiir olan A. ilgazi’nin tristrami grubunda oldugu one siiriilmektedir
(Kurnaz ve Sahin, 2021). A. boskianus iilkemizin Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde
Birecik’te (Sanliurfa) Firat nehri boyunca kayit altina alinmistir (Béhme, 1973).
Ayni cinse ait bagka bir tlir olan 4. schreiberi Yukart Burnaz (Hatay) ve Ceyhan
BOTAS civarinda (Adana) tespit edilmistir (Franzen, 1998). Daha 6nceleri Kibris’ta
endemik oldugu bilinen bu tiirlin Tiirkiye’de bulunmasiyla birlikte endemizm
durumunda degisiklige gidilmistir. Sonraki galismalarla Israil ve Liibnan da yayilis
alanina dahil edilerek tiiriin dagilis alam1 genislemistir (Salvador, 1982; G6¢men vd.,
1996). Bir diger Tarak Parmakli Kertenkele olan A. harranensis ise Harran’da
(Sanlurfa) bulunan Harran harabeleri arasinda ¢ok kisith bir alanda kayit edilmistir
(Baran vd., 2005). Bu tiir bugiine kadar iilkemiz i¢in endemik olarak kabul edilse de
yeni yayinlanan bir ¢alisma sonucunda Suriye’de de bulundugu ortaya konulmaktadir
(Mulder, 2021). Bu ii¢ tiiriin iilkemizdeki dagilis alaninin Giiney ve Giineydogu
Anadolu olarak sinirlandig1 goriilmektedir. Bu tiirlere ait kertenkeleler 600 metre
rakima kadar olan yerlerde yasayabilmektedirler (Baran vd., 2021). Yeni tanimlanan
A. ilgazi’nin ise, diger Acanthodactylus tiirlerinin bulunduklar1 lokaliteler dikkate
alindiginda yaklagitk 250 km kuzeyde bulunan Yazihan (Malatya)’da yayilis
gosterdigi bildirilmistir (Kurnaz ve Sahin, 2021).



1.1.2 Acanthodactylus Cinsinin Genel Ozellikleri

Acanthodactylus isminin anlam1 acantho = diken dactylus = parmak olarak ifade
edilip, Tiirk¢e olarak cinse ait tiirlerde bulunan kertenkelelerin arka ayagin 4.
parmaginda tarak benzeri art arda siralanmis ¢ikintilarin bulunmasi sebebiyle diken

parmakli ya da tarak parmakli olarak isimlendirilmektedir (Basoglu ve Baran, 1977).

Acanthodactylus cinsi iiyelerinde Occipital plak mevcut degildir. Parmaklarda tig
veya dort dizi pul bulunur. Ventralde (karin bolgesinde) diiz plaklar mevcuttur.
Collar (yaka) plaklart bulunur. Ayak parmaklar1 az ya da ¢ok gelismis tarak sekline
sahiptir. Femoral por (gdzenek) bulunur. Parietal foramen bulunur. Tiim bu 6zellikler
Acanthodactylus cinsi lyeleri i¢in gecerlidir (Salvador, 1982). Bu cinse mensup

taksonlarin teshisi icin 6nemli olan morfolojik 6zelliklerin durumu Sekil 1.2°de

verilmigtir.

Sekil 1.2 Acanthodactylus harranensis a) Basim listten goriiniimii b) Basin sag yandan goriiniimii c¢)

basin alttan gériiniimii d) Ayak parmakta bulunan tarak yapisi



1.1.3 Tiirkiye’de Yasayan Acanthodactylus Tiirlerinin Korunma Durumlart

Stiriingenler ana kara parcalarinin tiimiiniin {izerinde bulunmalarina ragmen
korunma durumlarina bakildiginda diger omurgali gruplarinin gerisinde kalmiglardir
(Bohm vd., 2013). Diinya tizerindeki siiriingen tiirlerinin sadece %401 Uluslararasi
Dogay1 Koruma Birligi (International Union for the Conservation of Nature - [UCN)
tarafindan kategorilendirilen ve degerlendirilen korunma statiilerine sahiptir ve 1500
tiir yok olma tehlikesi yasamaktadir. Bu yok olma tehlikesi yasayan tiirlerin biiyiik
bir boliimiinii de endemik olanlar teskil etmektedir (Bohm vd., 2013; Meiri ve
Chapple, 2016). Ele alinan bir calismada kertenkelelerle ilgili olarak 6338 mevcut
tiriin yalnizca %36’simnin korunma statiilerinden herhangi birine sahip oldugu
goriilmiistiir (Meiri ve Chappel, 2016). Gibbons vd., 2000°e gore cevre kirliligi,
istilac1 tiirler, habitat kayb1 ve bozulmasi, kiiresel iklim degisikligi, siirdiiriilemez
kullanim ve hastalik glinlimiizde yeryliziinde yasayan siirlingen tiirlerine karsi ortaya

c¢ikan baslica tehditlerdir.

Ulkemizde yayilis gosteren Acanthodactylus tiirleri dar bir yayilis sahasinda yer
almaktadir. Bu tirlerden 4. harranensis tek bir lokaliteden, Harran (Sanliurfa)
bilinmekte olup IUCN kirmizi liste kategorisinden Kritik Tehlike Altinda (Critically
Endangered-CR) yer almaktadir. Bu durum diger tiirlere gore bu tiirli daha hassas bir
hale getirmektedir. Son yillara kadar A. harranensis tilkemiz i¢in endemik ve koruma
altinda olarak kabul goérmekteydi fakat yeni yapilan bir ¢alisma bu tiiriin iilkemiz
sinirlart disinda Suriye’de de bulunma durumunu ortaya ¢ikardir (Mulder, 2021). Bu
endemizm durumunun degismesi A. harranensis i¢in korunma altinda bulunma
acisindan degisiklik gostermemesi gerekmekle birlikte tiirin kritik tehlikesi goz
oniinde bulundurularak korunma stratejilerinin daha fazla degerlendirilmesi
gerekmektedir. A. schreiberi lilkemizde Yukar1 Burnaz (Hatay) ve Ceyhan BOTAS
(Adana) civarinda dagilis gostermektedir. [IUCN kirmizi listesinde ise Tehlike altinda
(Endangered-EN) kategorisinde yer almaktadir (Akman, 2019). Bir diger tiir olan A4.
boskianus ise Diisiik Endise (Least concern-LC) kategorisinde bulunmaktadir

(IUCN, 2023). Ulkemizdeki Acanthodactylus cinsine mensup ve yeni tanimlanmis



takson olan 4. ilgazi i¢in korunma durumu agisindan herhangi bir degerlendirme

yapilmamustir.

1.2 Genetik Barkodlama

1.2.1 DNA Barkodlama Nedir?

DNA Barkodlama yontemi tiirleri tanimlamada ve ayirmada kullanilmaktadir ve
yalnizca tiirlere 6zgii DNA profillerini ortaya ¢ikarmaya dayanir. DNA barkodlama
yontemi hem tiir i¢ci hem de tiirler aras1 genetik ¢esitliligin tespitini ortaya koyan bir
yontemdir. Bu yontem, mitokondriyal DNA’da (mtDNA) bulunan COI (Sitokrom c
oksidaz alt iinite I) genine ait yaklasik 600-700 baz c¢ifti uzunlugunda olan kismi
dizisinin elde edilmesini gerektirmektedir. Bu DNA fragmani hizli, gilivenilir ve
dogru bir tiir tespiti yapmaya yardimci olmaktadir (Keskin ve Atar, 2013). Tiirlere
0zgli DNA profillerini ortaya koymayi amaglayan bu yontem, tiir teshisini
kolaylagtirmak i¢in DNA dizisi farkliliklarint bir barkod bolgesi olarak kullanmay1
hedeflemektedir. Kuslar, kelebekler ve baliklar gibi farkli canli gruplarinda tiir tespiti
boyutu olarak yiiksek basari1 gosterdigi ortaya konulan COI geninin kismi dizisi,
icinde bulundugumuz son yillarda stiriingenler i¢in de popiiler olan bu alanda yaygin
olarak yer almaktadir (Nagy vd., 2012; Chambers ve Hebert, 2016; Hawlitschek vd.,
2016; Zangl vd., 2020). COI geni, tiir ici ile tiirler arasinda ¢akisma barindirmayan
genetik uzakligin belirgin bir ayrim giiciine sahiptir. Oyle ki, “barkodlama aciklig1”
olarak isimlendirilen bu durum tirlerin tespitinde barkodlama yOnteminin
kullaniminin temel unsurunu olusturmaktadir (Meyer ve Paulay, 2005). Geg¢mis
yillardan gilinlimiize kadar filogenetik c¢alismalarda ve populasyon genetigi
caligmalarinda mtDNA tercih edilmis bir molekiiler belirtectir. Calismalarda
kullanilmasimin baglica sebepleri arasinda mitokondriyal genomda herhangi bir
intronun bulunmamasi, yiiksek seviyede rekombinasyon icermemesi, ayni sekilde bu
genom lzerindeki genlerin dizilisinin ve gen igeriginin yliksek oranda korunmasi ve
her hiicre icerisinde ¢oklu kopya halinde bulunmasi yer almaktadir (Avise, 2004;
Freeland, 2005). Ayrica, mitokondriyal genomdaki niikleotit yer degistirmelerinin

oraninin (mutasyon siklig1) ¢cekirdek genom ile karsilastirilmasi yapildiginda oldukca



hizli oldugu soylenebilir. Bu durum genomun igerdigi genlerin korunmus bir yapisi
olmasina ragmen, yliksek mutasyon oranini barindirdigini gosterir (Brown vd., 1979;
Meyer, 1993). Boylelikle, hem genlerin korunmus yapist omurgasizlardan
omurgalilara kadar faydali olabilen evrensel primer ciftlerinin ortaya ¢ikmasina
olanak saglamakta hem de genlerin hizli evrimlesme orani giiniimiize daha yakin
olan zaman dilimlerinde ¢esitlenen (tiir i¢i veya tiirler aras1) soy hatlarini belirlemeye

yonelik caligmalar i¢in faydali hale gelmektedir (Brown vd., 1979; Freeland, 2005).

Popiilasyon genetigi ve filogenetik calismalar goz Oniine alindiginda
stiriingenlerle ilgili olarak ND4 (NADH dehidrogenaz altiinite-4), Cyt-b (sitokrom b)
ve COI gibi mitokondriyal genomda bulunan ve &teki protein kodlayan genlere gore
daha hizli evrimlesme potansiyeli olan dizilerin genis caphi kullanildig:
goriilmektedir. Bundan dolayi, bu bahsedilen gen bdlgeleri yakin tiirler arasindaki
akrabalik iliskileri aragtirmalarinda (Kapli vd., 2012; Poulakakis vd., 2013) ya da tiir
ici filogenetik calismalarda (Kyriazi vd., 2008) yararli molekiiler belirteclerdir
(Starkey vd., 2003; Spinks ve Shaffer, 2005). COI geni fazlaca varyatif ozellikte
olmasindan dolay1 bir yandan siiriingen filogenisi ¢alismalarinda (Kyriazi vd., 2008;
Kapli vd., 2012; Kornilios vd., 2013; Candan vd., 2021) kullanilmakta diger yandan
“DNA Barkodlama” c¢aligmalarinin ana molekiiler belirteci konumunda

bulunmaktadir (Nagy vd., 2012).

Bu calismanin amaci, iilkemiz biyocesitliliginin 6énemli bir parcast konumundaki
Acanthodactylus taksonlarmin gecerliliginin ortaya konulmasi, iilkemizdeki
dagilisinin net bir sekilde ortaya c¢ikarilmast ve filogenetik iliskilerinin

saptanmasidir.



BOLUM iKi
MATERYAL VE METOT

2.1 Arastirma Bolgesinin Tanitimi

Acanthodactylus cinsi kertenkeleleri Tiirkiye’nin giineydogusu ve dogusunda
yayilis gbstermektedir. Bu cinsin tiirlerinden Acanthodactylus boskianus tilkemizde
Gilineydogu Anadolu Bolgesi’nde bulunan Birecik’te (Sanliurfa) Firat nehri boyunca
kayit altina alinmistir (Bohme, 1973). Sanlwurfa iline baglh Birecik ilgesi Glineydogu
Anadolu Bolgesi’nin Orta Firat Boliimiinde ve nehir kiyisinda bir ilgedir. Birecik
ilgesi Dogudan Arat ve Babadaglari, Glineydogu y6niinden Surug¢ sinirinda bulunan
Beko Daglar1 ve Kuzeybati yoniinden Kalazan Dagi ile ¢evrelenmistir. Kara ve nehir
ticaretinde bu yore dnemli bir noktadadir (Wikipedia, 2023). Ayni cinse ait bagka bir
tir olan A. schreiberi Hatay’in Yukar1 Burnaz ve Adana’nin Ceyhan BOTAS
civarinda tespit edilmistir (Franzen, 1998). Yukar1 Burnaz Hatay’nin Erzin ilgesine
bagli olup Erzin kdyleri mevkiinde yer almaktadir. Bu mevkii Erzin ilge merkezine
yaklasik 13 km, il merkezine ise yaklasik 83 km uzaklikta bulunmaktadir (HaritaTR,
2023). Bir diger Tarak Parmakli Kertenkele 4. harranensis ise Harran (Sanlurfa)’da
eski iiniversite civarinda bulunan harabelerde ¢ok kisitli bir alana dagilmistir (Baran
vd., 2005). Harran Harabeleri Harran Ovasi igerisinde yer alan Harran ilge
merkezinde bulunmakta olup, bu il¢ce merkezi igerisindeki antik kent kalintilarin1 ve
yakin ¢evresinde bulunan mera alanlarini kapsamaktadir. Harran Ovas1 Diinyanin ilk
uygarliklarina ve ilk liniversitesine ev sahipligi yaptig1 icin arkeolojik agidan biiyiik
bir 6neme sahiptir. 4. harranensis’in yasam alan1 olan bu bolge diiz ve kayalik ova
bozkirini barindirmaktadir. Seyrek bitkilerin bulundugu alanda kumluk ve taslik
kesimler vardir. Tiirlin yuvalar1 bu alanda baskin bir bitki tiirii olan iizerlik
(Potamogeton sp.) diplerinde bulunmaktadir (Lise, 2023). Bu fi¢ tiire bakildiginda
ortak Ozellikleri Anadolu’da Giiney ve Gilineydogu’da bulunuyor olmalaridir ve bu
tic tire ait kertenkeleler 600 metre yiikseklige kadar olan yerlerde
yasayabilmektedirler (Baran vd., 2021). Ulkemizde Dogu Anadolu Bdlgesi'nde

yasayan bir diger tiir 4. ilgazi’nin ise diger Acanthodactylus cinslerinin dagilis



alanlarina gore 250 km wuzakta olan Yazihan (Malatya)’da yayilis gosterdigi
bildirilmistir (Kurnaz ve Sahin, 2021). Malatya iline bagl bir ilge olan Yazihan il
merkezine 40 km uzaklikta olup yaklasik 900 rakimdadir. Yazihan’in dogusunda
Elazig il smir1 ve Kurugay (Firat Nehri’nin kolu), batisinda ise Hekimhan yer
almaktadir. Yine Yazihan’in glineyinde Malatya il merkezi ile Ak¢adag yer alirken
kuzeyinde Arguvan-Hekimhan vardir. Ilge yeryiizii sekli olarak giineyden kuzeye
dogru egim gostermektedir. Kuzey bdliimiinde vadiler ve daglar arazinin yarisin

olusturmaktadir (Wikipedia, 2023).

Sekil 2.1 Acanthodactylus boskianus (Foto: Yusuf Kumlutas)



Sekil 2.3 Acanthodactylus schreiberi (Foto: Yusuf Kumlutas)
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Sekil 2.4 Acanthodactylus schreiberi tiriiniin habitat1 (Foto: Yusuf Kumlutas)

Sekil 2.5 Acanthodactylus harranensis (Foto: Yusuf Kumlutas)
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Sekil 2.7 Acanthodactylus ilgazi (Foto: Yusuf Kumlutas)
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Sekil 2.8 Acanthodactylus ilgazi tiriiniin habitat1 (Foto: Yusuf Kumlutas)

2.2 Orneklerin Temini

Ulkemizde 4 tiir ile temsil edilen Acanthodactylus cinsi kertenkelelerinden A.
boskianus, A. schreiberi ve A. harranensis tiirleri IUCN (Uluslararasi Diinya Koruma
Birligi) tarafindan sirasiyla Diisiik Endise (LC), Tehlike altinda (EN) ve Kritik
Tehlike Altinda (CR) korunma kategorileri altinda degerlendirilmektedirler (IUCN,
2023). Bu calismanin yapilabilmesi i¢in Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’'ndan 02.06.2021 tarihli toplantida goriisiilerek
karar verilen 33/2021 numarali Etik Kurul Belgesi alinmistir. Bununla birlikte T.C.
Tarim ve Orman Bakanligi biinyesindeki Doga Koruma ve Milli Parklar Genel
Miidiirliigii’nce de calismanin yapilabilmesi i¢in gerekli bagvuru 16.07.2021 tarihli

onay ile uygun goriilmiistiir.

Calismay1 olusturan A4. boskianus’a ait kertenkele ornekleri Yurtbagi-Karkamis
(Sanlhurfa)’dan, A. ilgazi’ye ait kertenkele Ornekleri ise Boztepe-Yazihan
(Malatya)’dan temin edilmistir. Bu bolgelerde 18-23 Mayis 2022 tarihinde ve
hayvanlarin aktif oldugu saatlerde yiiriitiilen arazi calismalar1 ile drnekler elle canli

yakalanarak bez torbalara konulmustur. Bununla birlikte arazi ¢aligmalar1 sirasinda
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A. schreiberi ve A. harranensis tiirlerine ait herhangi bir kertenkele Ornegi tespit
edilememistir. Bu sebeple s6z konusu tiirler agisindan degerlendirme yapilabilmesi
i¢in gecmis yillarda farkli projeler kapsaminda toplanan ve Dokuz Eyliil Universitesi
Biyoloji Boliimii’nde hayvan koleksiyonu olarak saklanan kertenkele ornekleri
kullanilmistir. Boylece bu tez calismast

kapsaminda toplamda 22 ornek

degerlendirilmis olup, bu orneklere ait lokalite bilgileri Tablo 2.1 ve Sekil 2.9°da

verilmistir.

Tablo 2.1 Tez ¢aligmasinda kullanilan 6rneklere ait lokalite bilgileri ve molekiiler analizlerdeki

kodlar1
Tiirler Lokalite DNA Kodu Toplayan Toplanma Tarihi
Abosl15
Abosl7
Yurtbagi,
Abos18 Yusuf Kumlutas,
A. boskianus Karkamus, 19.05.2022
Abos19 Kamil Candan
Sanliurfa
Abos20
Abos21
Aschl
Asch2
Asch3 Yusuf Kumlutas,
Asagiburnaz, ) )
A. schreiberi Asch4 Cetin Ilgaz, Kamil 05.05.2016
Erzin, Hatay
Asch6 Candan
Asch7
Asch8
Ahar8
Yusuf Kumlutas,
Aharl1
A. harranensis | Harran, Sanliurfa Cetin Ilgaz, Kamil 02.05.2016
Aharl2
Candan
Aharl3
Ailg9
Ailgl0
Boztepe, Yusuf Kumlutas,
A. ilgazi Ailgl1 22.05.2022
Yazihan, Malatya Kamil Candan
Ailgl2
Ailgl3
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Sekil 2.9 Calisma kapsaminda kullanilan popiilasyonlarin lokaliteleri (1: A. schreiberi; 2: A.

boskianus; 3: A. harranensis; 4: A. ilgazi)

Tiim bu 6rneklerden elde edilen genetik belirte¢ dizisi, tlir gruplarinin siirlarinin
cizilmesi ve evrimsel akrabalik iligkilerinin belirlenmesi amaciyla molekiiler
calismalar kapsaminda kullanilmigtir. Bu amag¢ dogrultusunda 6ncelikle istenilen veri
setinin olusturulmasi i¢in laboratuvar ¢aligmalar: yiiriitiilmiis sonra elde edilen DNA
dizilerinin  kullamildig1  soyagaglar1  olusturulmus ve barkodlama teknigi

uygulanmistir.

2.3 Laboratuvar Calismasi

Tez caligmasimnin molekiiler basamagimin gergeklestirilebilmesi i¢in hem daha
onceden yakalanan ve Dokuz Eyliil Universitesi Biyoloji Boliimii’nde saklanan hem
de arazi calismasi sonucunda elde edilen 6rnekler kullanilmigtir. Her bir 6rnege ait
kuyruk dokusu temin edilerek %96’lik alkol i¢ine konulmus ve -20 °C’deki derin
dondurucuda saklanmistir. Alinan doku 6rneklerinin hayvan ile iligkilendirilebilmesi

i¢in her bir numuneye bir kod verilmistir.
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2.3.1 DNA Ekstraksiyonu

Molekiiler ¢alismalarin ilk basamaginda DNA ekstraksiyonu i¢in her bir doku
ornegi steril bisturi ile mekanik olarak parcalanarak 1.5 ml’lik ependorf tiiplerine
aktartlmistir. Bu mekanik parcalamalarla kiigiilmiis dokulardan GeneAll DNA

izolasyon kiti kullanilarak DNA izolasyonu gergeklestirilmistir.

2.3.1.1 GeneAll DNA Ekstraksiyon Kiti ile DNA Izolasyonu

e Mekanik olarak kiigiik pargalara ayrilmis dokularin her birine 200 pl Buffer
CL eklenerek vortekslenmistir.

e Her bir 6rnege 20 pl Proteinase K eklenerek vortekslenmistir. Sonrasinda 56
°C’de 900 rpm calkalanma hiziyla 1 gece inkiibasyona birakilmistir.

e Inkiibasyon sonrasi &rneklerin her birine 200 ul Buffer BL eklenerek
vortekslenmistir. Sonrasinda 70 °C’de 10 dk inkiibe edilmistir.

e Her bir 6rnege 200 pl etanol eklenerek vortekslenmistir.

e Ependorf tiip i¢indeki Ornekler spin kolona aktarilarak 8000 rpm’de 1 dk
santrifiij edilmistir.

e Her bir 6rnege 600 ul Buffer BW eklenerek 8000 rpm’de 1 dk santrifijj
edilmistir. Her bir 6rnege 700 pl Buffer TW eklenerek 8000 rpm’de 1 dk
santrifiij yapilmistir. Son olarak 13000 g hizda 1 dk boyunca santrifiij
edilmistir.

e Spin kolon yeni bir ependorf tiip i¢ine konulmustur.

e Her bir 6rnek icin 100 pl Buffer AE eklenerek 13000 g‘de 1 dk boyunca
santrifiij edilmigtir.

e Elde edilen DNA numuneleri icin i¢inde bulunduklar tiipler isimlendirilerek

+4 °C’de muhafaza edilmistir.

2.3.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Calisma kapsaminda mitokondriyal genomda bulunan sitokrom oksidaz subunit I

(COI) geninin molekiiler belirte¢ olarak kullanilmasi amaclanmistir. Bu gen
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bolgesine ait DNA dizisinin elde edilebilmesi i¢in Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PCR) ile ¢ogaltma islemi gerceklestirilmis ve olusturulan PCR firiinleri dizileme
analizinde kullanilmistir. COI gen bolgesinin PCR ile ¢ogaltilmasinda kullanilan

primerler Tablo 2.2” de verilmistir.

Tablo 2.2 COI gen bolgesinin PCR ile ¢ogaltiimasinda kullanilan primerler

Primer Kodu Primer Dizisi (5'-...-3") Kaynak
RepCOI-F tnttmtcaacnaaccacaaaga Nagy vd., 2012
RepCOI-R acttctggrtgkccaaaraatca

Her bir 6rnek i¢in kullanilan reaksiyon karisimi ortalama olarak 2 pl kalip DNA,
2,5 ul PCR tampon, 1,5 pl MgClL,, 2 ul ANTP, 0,5 pl primer, , 0,3 pl Tag DNA
polimeraz ve toplam reaksiyon hacmini 25 pl” ye tamamlayacak sekilde distile su ile
hazirlanmistir. Polimeraz Zincir Reaksiyonunun uygulanmis kosullart su sekildedir:
95°C 5 dk baslangi¢ denatiirasyonu, 95°C 30 sn denatiirasyon, 46°C 45 sn yapisma,
72°C 1 dk uzama ve 72°C 7 dk son uzama olarak gerceklestirilmistir. Bu dongii 30

defa tekrarlanmistir.

PCR islemi yapildiktan sonra olusan triinlerin kontrol edilmesi i¢in %2’lik agaroz
jel hazirlanmistir ve elde edilen {irlinler jelde yiiriitilmistir. DNA Orneklerinde
ulagilmas1 amaclanan gen dizisinin PCR yoluyla ¢ogaltilma (amplifikasyon) iglemi
tamamlandiktan sonra, elde edilen iirlinler dizi analizi icin 6zel bir firmaya

gonderilmistir.
2.4 Filogenetik Analizler

MAFFT v7 (Katoh ve Standley, 2013) programi kullanilarak dizi setlerinin
hizalanmas1 gergeklestirilmistir. Niikleotid siklig1 ve yer degistirme heterojenitesi

hesaplanmasi icin MEGA X (Kumar vd., 2018) programi kullanilmis olup diziler

arasinda evrimsel uzaklik matrisi belirlenmistir.
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Filogenetik agag topolojisini olusturacak olan analizlerin yapilabilmesi i¢in uygun
dis gruplar, calisma konusunu olusturan Acanthodactylus cinsine ait tiirler ile
yakindan iliskili olan tiirler g6z 6nilinde bulundurularak olusturulmustur. Bu amacla,
Mesalina guttulata (ON943683, ON943681), Mesalina olivieri (ON943687,
MNO15083) ve Ophisops elegans (MN536543, MN536538) tiirleri dis grup olarak

veri setine eklenmistir.

DnaSP v6 (Rozas vd., 2017) programi kullanilarak mtDNA gen dizilerinin
barindirdig1 niikleotid ¢esitliligi, insersiyon-delesyon sayilari, haplotip c¢esitliligi ve
sayist  belirlenmistir. IQ-TREE programinin online versiyonu iizerinden
(Trifinopoulos vd., 2016-http://igtree.cibiv.univie.ac.at) en uygun baz degisim
modeli Maximum Olasilik (ML) i¢in TIM2, Bayesian Yaklagimi i¢in
GTR+I+gamma olarak belirlenmistir. Filogenetik agaclari  olusturmak igin
Neighbour-Joining (NJ), Maximum Olasilik (ML) ve Bayesian Yaklagimi (BI) ,
analizleri kullamilmistir. NJ analizi Mega X (Kumar vd., 2018) programi ile p-
distance evrim modeli altinda ve bootstrap 1000 olacak sekilde gerceklestirilmistir.
Maksimum Olasilik analizi (ML) IQ-TREE programinin online versiyonu lizerinden
(Trifinopoulos vd., 2016-http://igtree.cibiv.univie.ac.at) bootstrap degeri 10000
olacak sekilde ultrafast algoritmasi ile gergeklestirilmistir. BI analizi ise MrBayes
v3.2.6 (Ronquist vd., 2012) programi ile ylriitiilmistiir. Bu analiz i¢in her bir
dongiide 2x107 jenerasyon olacak sekilde ve her 100 jenerasyonda bir agag topolojisi

kayit edilerek sonuglar elde edilmistir.

Tiir agaci analizleri (species delimitation) olarak ABGD (Automatic Barcode Gap
Discovery) analizi  https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/abgd/abgdweb.html  sitesi
tizerinden online olarak yiriitilmiistiir (Puillandre vd., 2012). PTP (Poisson Tree
Processes) analizi https://species.h-its.org/ptp sitesi iizerinden online olarak
yiriitiilmiistir (Zhang vd., 2013). Bu analizin ger¢eklesebilmesi i¢in ML analizi ile
elde edilen filogenetik aga¢ kullanilmistir. mPTP (Multi-rate Poisson Tree
Processes) analizi https://mptp.hits.org/#/tree sitesi kullanilarak online olarak
yuriitiilmiistiir (Kapli vd., 2017). Bu analizin gerceklesebilmesi i¢in PTP’ye benzer
olarak ML analizi ile elde edilen filogenetik agac test edilmistir. GMYC
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(Generalized Mixed Yule-coalescent analysis) analizinde kullanilmak {izere bir
ultrametrik aga¢ olusturmak icin BEAST v1.10.4 (Suchard vd., 2018) programi
kullanilmis olup yiiriitiilen analizlerin basarist Tracer v1.7.1 (Rambaut vd., 2018)
programi ile kontrol edilmistir. Analiz sonuglar1 LogCombiner v1.10.4 ile bir araya
getirilmigtir. Daha sonra birlestirilmis sonu¢ dosyasindan TreeAnnotator v1.10.4
programi ile son bir agac¢ elde edilmistir. Bu agag ile R v4.1.2 (R Core Team, 2021)
programinda analiz yiriitiilmistiir (Pons vd., 2006). Haplotipler arasindaki soy
akrabaligt TCS v1.2 programi kullanilarak istatistiksel parsimoni algoritmasi ile
baglant1 sinir1 %90 olacak sekilde yiiritilmistiir (Clement vd., 2000). Tiim bu

analizler kullanilarak mevcut tiirlerin durumlari netlestirilmeye calisilmigtir.

Haplotipler arasindaki soy akrabaligini arastirmak icin PopART v1.7 (Leigh ve
Bryant, 2015) programi kullanilmistir.

2.5 Barcode Gap Analysis (Barkod Bosluk Analizi)

Kimura 2 parametresi (K2P) altinda barkod bdlgesindeki dizi sapmalari (ortalama
ve maksimum tiir i¢i ¢esitlilik ve en yakin komsu tlire minimum genetik uzaklik)
BOLD (https://boldsystems.org/index.php) barkod veri sistemi {izerinde ‘’Barkod
Bosluk Analizi’’ aract kullanilarak hesaplanmistir (Puillandre vd., 2012). Dizi
hizalamas1 i¢in MUSCLE (Edgar, 2004) segenegi tercih edilmistir. Tekrar BOLD
tizerinde K2P’den yararlanarak neighbour-joining (NJ) metodu ile bir Takson ID

agac1 yapilmistir.
BOLD uygulamasi iizerindeki “’BIN Discordance’ analizi tiirlere BIN (Barkod

Dizin Numarasi) atamak i¢in kullanilmistir. BIN (Ratnasingham ve Hebert 2013),

DNA barkodlarini baz alan tiirler i¢in evrensel olarak bir tanimlayicidir.
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BOLUM UC
BULGULAR

Calisma kapsaminda toplam 22 6rnege ait COI gen bolgesinin 594 baz c¢iftlik
kismi dizisi kullanilmistir. A. harranensis, A. boskianus ve A. schreiberi tirlerinin
her birinin tek bir haplotip ile temsil edildikleri goriilmiistiir. 4. ilgazi'de ise 2

haplotip tespit edilmis olup, haplotip ¢esitliligi (Hq4) 0,4 olarak bulunmustur.

Tiirler aras1 genetik uzaklik degerleri Tablo 3.1°de verilmistir. Buna gore genetik
olarak birbirine en yakin tiirlerin 4. schreiberi ve A. boskianus oldugu goriilmektedir.
A. harranensis, A. schreiberi ve A. boskianus tiirlerine daha yakinken A. ilgazi’ ye
daha uzaktir. Birbirlerine en uzak tiirler ise A. ilgazi ve A. harranensis olarak

goriilmektedir.

Tablo 3.1 Tiirler aras1 genetik uzaklik degerleri

Tiirler arasi genetik uzakhk degerleri

1 2 3
Acanthodactylus boskianus (1)
Acanthodactylus schreiberi (2) 0.121
Acanthodactylus harranensis (3) 0.163 | 0.162
Acanthodactylus ilgazi (4) 0.203 | 0.191 | 0.208

3.1 Genetik uzaklik analizi ile aga¢ olusturulmasi (Neighbour-Joining)

NJ analizi sonucu elde edilen filogenetik agac Sekil 3.1°de verilmistir. Ortaya
cikan filogenetik agaca gore Acanthodactylus cinsinin 4 ayri monofiletik soya
ayrildigr goriilmektedir. Bu 4 monofiletik soyun ayrilmasinda goriilen bootstrap
degerlerinin her bir tiir i¢in 100 oldugu goriilmektedir. Bu degerin yliksek olmas1 her

bir tiiriin farkli soy olduklarini desteklemektedir.
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Sekil 3.1 NJ analizi sonucu elde edilen filogenetik aga¢ (Dallar {izerindeki sayilar bootstrap degeridir;

50< degerler seklinde gosterilmistir)

3.2 Maksimum olasilik analizi ile aga¢ olusturulmasi (ML)

ML analizi sonucu elde edilen filogenetik aga¢ Sekil 3.2°de verilmistir. ML

analizi sonucunda A. ilgazi, A. harranensis, A. boskianus ve A. schreiberi tirlerini

igeren soy hatlar1 acik bir sekilde ayrilmistir. Bu durumu destekleyen bootstrap

degerleri her bir tiiriin ayr1 soy hatlarina ayrilmasinda yiiksek degerler icermektedir.

Filogenetik agaca gbre A. schreiberi ve A. boskianus tiirlerini iceren soy hatlari

birbirine daha yakinken, 4. ilgazi nin soy hatt1 A. harranensis, A. boskianus ve A.

schreiberi tiirlerinin soy hatlarindan daha uzak oldugu goriilmektedir.
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Sekil 3.2 ML analizi sonucu elde edilen filogenetik aga¢ (Dallar iizerindeki sayilar bootstrap

degeridir; 50< degerler seklinde gosterilmistir)

3.3 Bayesian yaklasimi analizi ile aga¢ olusturulmasi (BI)

Bayesian yaklasimi analizi sonucunda olusan filogenetik agac Sekil 3.3°de
verilmistir. Olusan bu filogenetik agac¢ da 4 ayr tiiriin (4. ilgazi, A. harranensis, A.
boskianus ve A. schreiberi) birbirinden net bir sekilde ayrildigini desteklemektedir.
Her bir tiiriin farkli soy hatlarina ayrilmasinda degerlendirilen posterior probability
degerlerinin A. ilgazi, A. harranensis, A. boskianus i¢in 1.00 ve A. schreiberi i¢in

0.98 gibi yiiksek degerlerde olmasi bu ayrilmay1 desteklemektedir.

22

Dis
gruplar



Tree scale: 01—

Ophisops elegans MN536543

Ophisops elegans MN536538
1.00 Mesalina olivieri MN015083 Drs gralar
0.77 I;MesaJina olivieri ON943687 FE
1.00 Mesalina guttulata ON943681
—|: Mesalina guttulata ON943683
Ailg9
100 1.00 [Ailgla
Ailg 12 *L .I'I'gﬂ';i‘
Ailg 11
1.00 Ailg 10

1.00 Ahar 11
—\ Ahar 13
Ahar 12

Ahar 8

L0 Abos 17
S 100 Abos 18
' Abos 21 )
Abos 19 A. boskianus
080 Abos 20

Abos 15

Asch8 =
0.98 Asch7
Asch 6

Asch4 A. schreiberi
Asch2
Asch3
Aschl

Sekil 3.3 BI analizi sonucu elde edilen filogenetik agac (Dallar iizerindeki sayilar posterior probability

degeridir)
3.4 Tiir agaci analizleri (Species Delimitation)

Tez c¢aligmasi kapsaminda yiiriitiilen tiir agact analizlerinin sonuglar
degerlendirilerek filogenetik agaglar iizerinde olusan her bir dalin bir tiirii temsil

etme potansiyeli ortaya ¢ikarilmaya calisilmistir.

PTP analizi sonucunda 4 tiir grubu olusmustur. Ilk tiir grubunun A. ilgazi’ye ait
oldugu ve 2, 3, 4. tiir gruplarinin ise sirastyla 4. harranensis, A. schreiberi ve A.
boskianus’a ait oldugu ortaya konulmustur. mPTP analizi sonucunda tiim
popiilasyonlar i¢in 2 tiir grubu ortaya ¢ikmaktadir. 1. tiir grubunda A. boskianus, A.
schreiberi ve A. harranensis 2. tir grubunda ise A. ilgazi yer almaktadir. ABGD

analizi sonucunda 4 tiir grubu olusmustur. Ik tiir grubunda A. boskianus
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bulunmaktadir ve 2, 3, 4. tiir gruplarinda ise sirasiyla 4. schreiberi, A. harranensis ve
A. ilgazi oldugu ortaya konulmustur. GMYC analizi sonucunda 4 tiir grubu
olusmustur. Olusan tiir gruplarinda yer alan tiirler sirasiyla A. boskianus, A.
schreiberi, A. harranensis ve A. ilgazi’dir. TCS analizi sonucunda tiirler 5 tir
grubuna ayrilmis olup 1. tiir grubunda A. boskianus, 2. tiir grubunda A. schreiberi, 3.
tir grubunda A. harranensis yer alirkken 4. ve 5. tiir grubunda A. ilgazi

bulunmaktadir.

3.5 COI gen bolgesinin haplotip network sonucu

Haplotip network analizi sonucunda iilkemizde dagilis gosteren Acanthodactylus
cinsi popiilasyonlarinin toplamda 5 haplotip icerdigi belirlenmistir (Sekil 3.4). Analiz
sonucunda 4 tiirlin de birbirinden ayrildig1 goériilmektedir. 4. boskianus Hap-1" de,
A. schreiberi Hap-2’de, A. harranensis Hap-3’de yer alirken A. ilgazi’ye ait Ailg9
DNA kodlu 6rnegin Hap-4’de, Ailgl0, Ailgll, Ailgl2, Ailgl3 DNA koduna sahip

orneklerin Hap-5’de yer aldig1 gortilmektedir.

Hap_3

Sekil 3.4 COI geni kullanilarak olusturulan haplotip network (Abos: A. boskianus, Asch: A.

schreiberi, Ahar: A. harranensis, Ailg: A. ilgazi’ye ait kisaltmalar1 ve renkleri ifade etmektedir)

24



3.6 Barcode Gap Analysis (Barkod Bosluk Analizi) Sonuclari

Tez caligmasit kapsaminda degerlendirilen tiirlerin COI gen bolgesinin K2P
acisindan uzaklik degerleri ve barkod numaralar1 Tablo 3.2°’de verilmistir. Analiz
sonucunda ortaya konulan ortalama ve maksimum tiir i¢i cesitlilik degerleri A.
boskianus, A. harranensis ve A. schreiberi igin N/A ve 0 iken A. ilgazi nin degerleri
0.5°tir. A. boskianus, A. harranensis, ve A. schreiberi tiirlerinin barkod dizi sayilari
tekil (singleton) durumdayken A. ilgazi 2 dizi sayis1 bulundurmaktadir. En yakin
komsu tiirler A. boskianus, A. harranensis, A. ilgazi tiirleri i¢in A. schreiberi ve A.
schreiberi i¢in A. boskianus olarak belirlenmistir. En yakin komsu tiire olan
minimum genetik uzaklik degerleri en yakin deger olan 13.49 ile A. boskianus ve A.

schreiberi iken en uzak deger 22.04 ile A. ilgazi ve A. schreiberi tiirleri arasindadir.

Tablo 3.2 COI gen bolgesi igin K2P mesafeleri

Tiir ici Tiir ici
En Yakin
Tiir BIN N Ortalama Maksimum DNN
Akraba
Deger Deger
A. boskianus BOLD:AFF3732 1 N/A 0 A. schreiberi 13.49
A. harranensis BOLD:AFG4693 1 N/A 0 A. schreiberi 18.4
A. schreiberi BOLD:AFG1514 1 N/A 0 A. boskianus 13.49
A. ilgazi BOLD:AFF4436 2 0.5 0.5 A. schreiberi 22.04

(BIN: Tiirler i¢in BOLD tarafindan tanimlanan Barkod Dizin Numarasi, N: Barkod dizi sayisi, DNN:
En yakin akrabaya ortalama genetik uzaklik)
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BOLUM DORT
SONUC VE TARTISMA

Giliniimiize kadar Acanthodactylus tiirleri ile ilgili olarak hem morfolojik hem de
molekiiler belirteclere dayali olarak birgok c¢alismanin bulundugu goriilmektedir
(Salvador, 1982; Arnold, 1983, Tamar vd., 2016, Kurnaz ve Sahin, 2021). Ancak
ylriitiilen bu caligmalar dikkate alindiginda o6zellikle iilkemizde yayilis gdsteren
populasyonlar agisindan barkodlama yonteminin kullanildigr kapsamli bir genetik
cesitlilik degerlendirmesi mevcut degildir. Ozellikle karmasik taksonomik yapiya
sahip silirlingen ve amfibi gruplar agisindan barkodlama tekniginin bagarili bir
sekilde uygulandigi calismalar mevcuttur. Ornegin, Almanya herpetofaunasina
mensup tilirler iizerine yapilan bir ¢alismada analize dahil edilen tiim taksonlarin
%100 oranda barkodlanmas1 gerceklestirilmistir (Hawlitschek vd, 2016). Bir baska
kapsamli ¢aligmada, mini barkod primerleri kullanilarak ¢6l siiriingenleri, kuslar ve
memelilerin durumu degerlendirilmis ve calisma kapsaminda analiz edilen tiirler
acisindan barkodlama tekniginin basarili oldugu sonucuna ulasilmistir. Oyle ki, bu
basar1 orani siirlingenlerde %45,5 olarak tespit edilmistir (Arif vd, 2011). Bir diger
caligmada Bati Sahra boélgesindeki siirlingen tiirleri icin DNA barkod referans
kitaplig1 olusturulmus ve ¢alisma igerisinde Acanthodactylus tirlerinden A. aureus,
A. boskianus, A. busacki, A. dumerilii, A. longipes, A. scutellatus ve A. taghitensis
kullanilmistir. Calismanin veri setinde kullanilan siiriingenlerin ¢ogunda 6rneklerin
tanimlanmasi i¢in COl’in giivenilir bir ara¢ oldugu belirlenmistir. Buna bagli olarak
calisma sonuglar1 arasinda Acanthodactylus tirlerinden A. boskianus, A. longipes ve
A. taghitensis’in gizli (kriptik) genetik cesitlilik i¢erdigi tespit edilmistir (Velo-Anton
vd, 2022).

Bu calismada iilkemizde dar yayilis gosteren Acanthodactylus tiirlerinin birbirleri
arasindaki filogenetik iliskiler ve mevcut popiilasyonlarin genetik ¢esitlilikleri
barkod bolgesi olarak yaygimn kullanilan bir genetik belirtece (COI) dayali sekilde
ortaya cikarilmaya calisilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, her bir tiir i¢in birer
popiilasyon olacak sekilde toplamda 4 farkli popiilasyondan 22 6rnek kullanilmis ve

yluriitilen gen agaci analizleri sonucunda iilkemizde yayilis gosteren
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Acanthodactylus tiirlerinin 4 farkli soy hatt1 ile temsil edildigi gosterilmistir (Sekil
3.1, 3.2 ve 3.3). Her bir soy hatt1 yliksek bir bootstrap ve posterior probability degeri
ile desteklenmis olup, 4. boskianus ve A. schreiberi tiirlerinin birbirleri ile daha
yakin olduklari, 4. ilgazi’nin ise digerlerin gére daha uzak bir akraba oldugu ortaya
konulmustur. Bu durum s6z konusu cinsin iilkemizdeki tiirlerini de kapsayan ve A.
ilgazi’nin ilk kez tanimlandig1 ¢alismada olusturulan filogenetik agac topolojisi ile

uyum gostermektedir (Kurnaz ve Sahin, 2021).

Gergeklestirilen tlir agact analizleri dikkate alindiginda, bunlar icinden PTP,
ABGD ve GMYC analizlerinin mevcut tiirleri temsil eden her bir monofiletik grubu
destekledigi ve calisma grubunu buna uygun sekilde 4 tiire ayirdig: tespit edilmistir.
Diger yandan, mPTP analizi ¢alismadaki tiirleri sadece 2 tiir grubuna ayirmistir. Bu
gruplardan birinde 4. boskianus, A. schreiberi ve A. harranensis birlikte bulunurken
A. ilgazi ayn olarak yer almaktadir. Son olarak tiir agaci analizleri kapsaminda
yiiriitiilen yaklasimlardan biri olan TCS analizi ¢alismadaki tiirleri 5 gruba ayirmistir.
A. boskianus, A. schreiberi ve A. harranensis’i ayr1 olarak destekleyen bu analiz 4.
ilgazi’yi iki ayr gruba ayirmistir. Genel olarak gerceklestirilen tiir agac1 analizlerinin
mevcut taksonomik yapiy1 destekledigi gotilmektedir. Ortaya ¢ikan bazi farkliliklar
kabul edilebilir olup, gen agaci ile tiir agact analizlerinin birbirleriyle uyusmadig:
durumlar 6zellikle kertenkele taksonlarinda oldukg¢a yaygindir (Arribas vd, 2022).
Bununla birlikte barkodlama yonteminin kullanildigi bir ¢alismada da tiir agac
yaklagimi olarak bagvurulan bPTP analizinin 422 haplotip i¢inde sadece 193’iiniin

gecerli bir tiir olabilecegine isaret etmistir (Cardoso, 2017).

Tez caligmas1 kapsaminda elde edilen 5 haplotip i¢in olusturulan network analizi
sonucunda lilkemizde dagilis gosteren 4 Acanthodactylus tiirliniin birbirinden agik bir
sekilde ayrildig1 goriilmektedir (Sekil 3.4). Bu baglamda A. harranensis, A.
boskianus ve A. schreiberi tiirlerinde genetik varyasyon tespit edilmemistir ve her bir
tiiriin tek bir haplotip ile temsil edildigi tespit edilmistir. Digerlerinden farkli olarak
A. ilgazi’de ise polimorfik bir durum s6z konusu olup 2 haplotip ile temsil edildigi

bulunmustur (Hd: 0,4).
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Barkod Bosluk Analizi (Barcode Gap Analysis) sonucunda ortaya konulan
ortalama ve maksimum tiir i¢i ¢esitlilik degerleri incelendiginde, tek bir haplotip ile
temsil edildikleri i¢in A. boskianus, A. harranensis ve A. schreiberi tiirlerinde
cesitlilik bulunmazken, A. ilgazinin c¢esitlilik degerleri 0.5 olarak tespit edilmistir.
Bu kapsamda degerlendirildiginde A4. ilgazi i¢in 2 farkli barkod dizisi mevcutken,
diger tiirler acisindan tek bir dizi ile temsil edilme durumu s6z konusudur. Bu sonug,
tilkemizdeki yayilis gosteren Acanthodactylus tiirlerinin barkodlama yapilabilecek
nitelikte bir genetik yapiya sahip oldugunu gostermektedir. Barkodlama tekniginin
basarili bir sekilde uygulandigi bir ¢alismada, analize dahil edilen taksonlardan
sadece birkac¢i bu yapiya sahipken genel olarak iki veya daha fazla DNA barkod

dizisine sahip olma durumunun oldugu gosterilmistir (Hawlitschek vd, 2016).

Tez ¢aligmast kapsaminda yiiriitiillen barkodlama analizleri neticesinde mevcut
tirlerin akrabalik durumlar1 dikkate alindiginda birbirine en yakin akrabalar A.
boskianus ve A. schreiberi (DNN: 13.49), en uzak olanlar ise A. ilgazi ve A.
schreiberi (DNN: 22.04) olarak bulunmustur. Siirlingen tiirleri agisindan
degerlendirildiginde, tiir i¢i genetik mesafenin %0 ile %20.7 arasinda degismekte
oldugu ileri siiriilmiistir (Velo-Anton vd, 2022). Diger agidan Bati Sahra
bolgesindeki siiriingen tiirlerinin ¢esitliligi, dagilimi, ve korunmas: ile ilgili yapilan
bir calismada ise, en yakin genetik uzaklik (DNN) degerlendirirken oOrneklerin
yalnizca %10’unu tanimlayabildigi ve COI barkod bolgesinin buradaki tiirlerin
ayriminda yeterli olmadigr vurgusu yapilmistir (Cardoso, 2017). Bu calisma
kapsamina elde edilen sonuglar dikkate alindiginda, iilkemizde yayilis gdsteren
Acanthodactylus  tirlerinin  basarili  bir sekilde genetik barkodlamalarinin
yapilabildigi anlasilmaktadir. Bdylece s6z konusu cinse mensup ve karmasik yapi
sergileyen diger tir gruplarmin da COI barkod bolgelerinin degerlendirmeye
katilmas1 hem taksonomik pozisyonlarin dogru bir sekilde olusturulmasi hem de
ileriye doniik dogru koruma stratejilerinin gelistirilmesi adina katki sunar nitelikte

olacaktir.

Gergeklestirilen bu tez calismasit sayesinde iilkemizde yayilis gosteren

Acanthodactylus cinsine ait tiirlerin barkodlamasi gerceklestirilmis ve bunlar BOLD
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veri tabanina kaydedilmistir. Boylece bu tiirlere ait olusturulan barkod dizileri daha
sonra yapilacak caligmalarda referans diziler olarak kullanilabilecektir. Bu ¢alisma
ile iilkemiz biyogesitliliginin 6énemli bir pargasi konumunda olan Acanthodactylus
taksonlarinin gecerliligi ortaya konulmaya c¢alisilmis ve her birinin ayri bir tiirii
temsil ettigi desteklenerek kabul edilmistir. Calisma kapsaminda elde edilen tim
sonuclar Acanthodactylus cinsine ait taksonlarin yapilandirilmast ve korumaya
yonelik tedbirlerin uygun bir sekilde olusturulmasi ig¢in yiriitiilecek sonraki

calismalara katki saglayacaktir.
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