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OZET

DOKTORA TEZi

TURKIYE’DEKI LACERTA TRILINEATA POPULASYONLARI
ARASINDAKI GENETIiK FARKLILIKLARIN MITOKONDRIAL
GENLERIYLE BELIRLENMESI

Nilgiin KAYA

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dah

Damsman : Do¢. Dr. Oya OZULUG
II. Damisman : Prof. Dr. Murat TOSUNOGLU

Lacerta trilineata Bedriaga, 1886 tiir adiyla bilinen iri yesil kertenkele Dogu Avrupa,
Tiirkiye’nin Trakya Bolgesi ile Bat1 Anadolu'yu da kapsayan oldukg¢a genis bir alanda yayilim
gostermektedir. Ulkemizde yasayan tiire ait alttiirlerin populasyonlarini ve dagilim sinirlarmi
klasik morfometrik yontemler ile belirlemek son derece zordur. Son yillarda siklikla kullanilan
molekiiler yontemler ise populasyonlar arasindaki akrabalik iligkilerini ortaya ¢ikarmada ve
yayilim alanlarinin belirlenmesinde kullanilan etkin bir yontemdir. Bu ¢alismada genis bir
yayilis gosteren L. trilineata tiiriine ait Tirkiye populasyonlari molekiiler yontemler
kullanilarak incelenmistir. Bu ¢alismada kullanilan 6rnekler hem arazi caligmalarindan hem de
miize koleksiyonlarindan temin edilmistir. Toplam 59 6rnek i¢in COI gen bdlgesi ve 157 drnek
icin Cytb gen bolgesi kullanilarak filogenetik analizler yiiriitilmistiir. Dis grup olarak L. agilis,
L. citrovitata, L. media, L. pamphylica ve L. viridis tiirlerine ait sekanslar NCBI’dan alinmistir.
Filogenetik analizlerde COI gen bolgesi icin PhyML istatistik programi ve HKY modeli ile
gama orani, Cytb gen bolgesi i¢cin PhyML programi, GTR modeli ve gama orani kullanilmugtir.
StarBeast sablonu ile hem COI hem de Cytb gen bolgeleri igin HKY modeli kullanilarak Beast2
programindan filogenetik agaclar elde edilmistir. R version v4.1.3 programi ile COI ve Cytb
genleri i¢in haplotipler, haplotip frekanslar1 ve haplotip frekans ytizdeleri hesaplanarak haplotip
analizleri yiiriitiilmustiir.

Xiii



Molekiiler diizeydeki kapsamli c¢alismamiz devam ederken, baska bir ekip tarafindan
yayinlanan bir makale sonucunda tilkemizde bilinen alttiirlerden biri olan L. trilineata
diplochondrodes alttiiri Lacerta diplochondrodes olarak tiir seviyesine ¢ikarildi. Bu nedenle
calismamizin sonuglari Lacerta diplochondrodes adi altinda belirtilmistir. Filogenetik analizler
sonucunda Tiirkiye'de yayilis gosteren L. diplochondrodes tiiriiniin Trakya ve Bati Anadolu'da
yayilig gosteren alti alttiirii oldugu belirlenmistir. Bu alttiirler, Bati Karadeniz Bolgesi igin L. d.
boluensis (ssp. nov.), Kuzey Ege ve Giiney Marmara boliimii i¢in L. d. cariensis, Giiney Ege
Bolgesi icin L. d. diplochondrodes, Trakya Bolgesi i¢in L. d. dobrogica, Ankara ile Bursa
arasinda kalan Bat1 Anadolu Bolgesi i¢in L. d. galatiensis ve Bat1 Toroslar’in kuzey boliimii
i¢in L. d. iconium (ssp. nov.) olarak tanimlanmustir. L. diplochondrodes tiirii i¢in tanimlanan
dort alttiiriin yayilim alanlar1 giincellenmistir. Bu alttiirlerden farkli olarak L. d. boluensis (ssp.
nov.) ve L. d. iconium (ssp. nov.) alttiirleri bu ¢aligsma ile ilk kez bildirilmistir. Ayrica Haplotip
analizlerinde Anadolu populasyonlari i¢in COI gen bolgesi 8 haplotip, Cytb gen bolgesi i¢in 14
haplotip tanimlanmistir. Bu tez ¢alismasinin sonucu olarak L. diplochondrodes tiiriine ait
Anadolu ve Trakya populasyonlarin tanimi ve yayilim alanlar1 giincellenerek bu alandaki
eksikler giderilmistir.

Haziran 2022, 140 sayfa.

Anahtar kelimeler: COl, diplochondrodes, Filogeni, Lacerta, Sitokrom b, trilineata, Tiirkiye
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The Balkan green lizard known as Lacerta trilineata Bedriaga, 1886 is widespread in a large
areas including Eastern Europe, Thrace Region of Turkey and western Anatolia. It is extremely
difficult to determine the subspecies’ populations and distribution limits of the species living in
our country by using classical morphometric methods. Molecular methods, which have been
used frequently in recent years, are effective for revealing the kinship relations between
populations and to determine their dispersion areas. In this study, populations in Turkey
belonging to the widely distributed L. trilineata species were investigated using molecular
methods. Samples of this study were obtained from both field works and from museum
collections. Phylogenetic analyzes were carried out using the COI gene region for a total of 59
samples and the Cytb gene region for 157 samples. Genetic sequences of L. agilis, L. citrovitata,
L. media, L. pamphylica ve L. viridis were downloaded from NCBI database to be used as
outgroup for phylogenetic analysis. Furthermore, in PhyML statistical program, HKY model
with gamma ratio were used for COI gene region and GTR model with gamma ratio were used
for Cytb gene region. Phylogenetic trees were obtained from Beast2 sofware by using the HKY
model for both the COI and Cytb gene regions with the StarBeast template. Haplotype analyzes
were carried out by calculating haplotypes, haplotype frequencies and haplotype frequency
percentages for the COI and Cytb genes with R version v4.1.3 program.
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As a result of an article published by another research team, one of the subspecies known in our
country, L. trilineata diplochondrodes, was raised to the species level as Lacerta
diplochondrodes while our comprehensive study at the molecular level was ongoing. Therefore,
the results of our study are indicated under the name Lacerta diplochondrodes. As a result of
phylogenetic analysis, it was determined that there are six subspecies of L. diplochondrodes
distributed in Turkey which are in Thrace and western Anatolia. These subspecies are L. d.
boluensis (ssp. nov) for Western Black Sea region, L. d. cariensis for North Aegean and South
Marmara zones, L. d. diplochondrodes for South Aegean zone, L. d. dobrogica for Thrace
region, L. d. galatiensis for West Anatolia limited between Ankara and Bursa, L. d. iconium
(ssp. nov.) for Nothern part of the Western Taurus, respectively. The distribution areas for the
four subspecies of the L. diplochondrodes have also been updated. Apart from these subspecies,
L. d. boluensis (ssp. nov.) and L. d. iconium (ssp. nov.) were reported for the first time in this
study. In addition, 8 haplotypes for the COI gene region and 14 haplotypes for the Cytb gene
region were identified for Anatolian populations in these haplotype anaylzes. As a result of this
thesis, definitions and distribution areas of populations of the L. diplochondrodes species in
Anatolia and Thrace have been updated and deficiencies have been eliminated.

June 2022, 140 pages.

Keywords: COI, Cytochrome b, diplochondrodes, Lacerta, Phlogeny, trilineata, Turkey
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1. GIRIS

Stiriingenler (Reptilia) 6zellikle de kertenkeleler en ¢ok cesitlilik gosteren ve yaygin bir dagilim
gosterdikleri icin filogenetik ve tiirlesme ¢alismalarinda en ¢ok kullanilan hayvan siniflari
arasindadir (Camargo ve dig., 2010). Kertenkeleler arasinda da en ¢ok calisilan grup 356 tiir
sayisi ile Lacertidae familyas: gelmektedir (Camargo ve dig., 2010; The Reptile Database,
http://www.reptile-database.org/, Erisim Tarihi: 19 Eyliil 2021). Tiirkiye’de de bu familyaya
ait 43 tiir bulunmaktadir (Kurnaz, 2020).

Tiirkiye zoocografyasi Avrupa kitasinin tamamini, Asya kitasinin biiylik bir boliimiinii ve
Afrika kitasinin kiiclik bir boliimiinii iceren Palearktik bolge igindedir. Palearktik bolge farkl
iklim tiplerinin ve yasam ortamlarmin gorildiigi bolgeleri kapsamaktadir (Avci, 2000).
Tiirkiye, birbirlerine yakin bolgelerdeki degisken iklim ve cografik yapi nedeni ile bitki ve
hayvan biyocesitliligi bakimindan oldukg¢a fazla zenginlik gostermektedir (Avct, 2000; Bilgin,
2011; Duran, 2013). Diinya iizerinde belirlenen 36 biyolojik ¢esitlilik sicak noktalarindan {igii
Tiirkiye’de bulunmaktadir (Mittermeier ve dig., 2011; Mittermeier ve dig., 2017). Belirlenen
bu sicak noktalar biyolojik cesitlilik agisindan olduk¢a zengin ancak sehirlesme, insan baskisi,
kirlilik ve hastalik gibi tehdit unsurlar1 nedeniyle tehdit altinda olan boélgeleri tanimlar.
Tiirkiye’de belirlenen bu sicak noktalar Akdeniz havzasi, Iran — Anadolu ve Kafkasya biyolojik
cesitlilik sicak noktalaridir (Mittermeier ve dig., 2011; Mittermeier ve dig., 2017). Bu veriler
Anadolu’nun tiir cesitliligi agisindan yiiksek biyogesitlilik ve endemizm oranina sahip

oldugunu gosterir.

Lacerta trilineata Bedriaga, 1886 (Iri Yesil Kertenkele) tiirii Lacertidae familyasina ait iri bir
kertenkele tiirtidiir. Viicut uzunlugu burundan aniise kadar ortalama 16 cm, kuyruk uzunlugu
ise bunun iki kat1 ya da daha fazlasidir. Ortalama eriskin agirligi ise 150 g’dir (Pafilis ve
Valakos, 2008; Sagonas ve dig., 2015; Sagonas ve dig., 2019). Besinlerinin biiyiik bir kismini
Arthropoda subesine ait omurgasiz hayvanlar olusturur. Bunun disinda Coleoptera, Orthoptera,

Hymenoptera ve Isopoda gruplart da énemli besin kaynaklar1 arasindadir (Sagonas ve dig.,
2015).

Morfolojik olarak eriskin ve geng¢ bireyler arasinda belirgin farkliliklar goriilmektedir.

Genglerin sirt bolgesi kahverengi ve genellikle boyuna agik renkli 5 sira ¢izgilidir. Karm bolgesi



ise beyazimsi, agik yesil veya mavimsi olabilmektedir. Erigkinlerde ise sirt bolgesi ¢izgisiz ve
yesil renkte veya yakin tonlardadir. Habitatlarini ise orman i¢i sik bitkili taglik kisimlar, dere

kenarlari, tarla ve bahgeler olusturmaktadir (Baran ve dig., 2012).

Lacerta trilineata tiiriiniin yayilimi1 Anadolu’dan Avrupa iilkelerine dogru olmustur. Tiirkiye’de
Bati Anadolu’da yayilim gosterirken Avrupa’da yayilimi Arnavutluk, Bosna-Hersek,
Bulgaristan, Hirvatistan, Makedonya, Sirbistan ve Yunanistan’i kapsamaktadir (Baran ve

Atatiir, 1998; Ahmadzadeh ve dig., 2013).

Lacerta trilineata tiirii literatiirde ilk kez 1886 yilinda Bedriaga tarafindan L. viridis tiiriiniin
alttiirii olarak verilmistir. Ancak tiir olarak kabul edilmesi 1940’1 yillar1 bulmustur (Mertens
ve Miiller, 1940). Bu yillardan sonra ise L. trilineata tiiriiniin yayilim gosterdigi iilkelerde alttiir
caligmalar1 baglamistir. Anadolu’da L. trilineata tiirline ait morfolojik verilere dayali alttiir
caligmalar1 ise 1920°1i yillardan 1999’1 yillara kadar siirmiistiir. Bu yillar arasinda tiiriin
yayilim gosterdigi Bati Anadolu populasyonlar iizerinde morfolojik verilere dayali alttiir
caligmalar1 yapilmistir. Bununla beraber morfolojik olarak benzerlik gosterdigi L. media
tiriiniin yayilim alan1 olan Dogu Anadolu ile Gilineydogu Anadolu populasyonlar1 da L.
trilineata media alttiirii olarak degerlendirilmis. Morfolojik ¢alismalarda viicut rengi,
suprasiliar plak sayisi, suprasiliar graniil sayisi, temporal plak sayisi, preokular plak sayisi,
masseterikum, supratemporal plak sayisi, ventral plaklarin boyuna ve enine sayilari, sirt pulu
sayis1, femoral delik sayisi, subdigital lamel sayisi, kuyruk pulu sayisi ve viicut uzunluklar1 gibi
ozelliklerin bir kism1 ya da hepsi kullanilmistir. Anadolu’da 79 yil gibi bir siireci kapsayan
morfolojik ¢alismalarin sonucunda birgok alttiir literatiirde verilmistir. Bu alttiirler; L. t.
cariensis, L. t. ciliciensis, L. t. diplochondrodes, L. t. dobrogica, L. t. galatiensis, L. t. isaurica,
L. t. media, L. t. pamphylica, L. t. trilineata ve L. t. wolterstorffi (Baran, 1969; Cevik, 1999).
Bununla birlikte yapilan bu morfolojik temelli ¢alismalar tiiriin populasyonlar1 arasindaki

ayrimin tanimlanmasinda yetersiz kalmistir.

2000 yillarda teknolojinin ve 6zellikle molekiiler genetik alanin hizli gelismesi ile tiirler ve
populasyonlar arasindaki ayrimlari gormek amaciyla barkodlama adi verilen yeni metodlar
caligmalarda kullanilmaya baslanmistir. Bu ¢alismalar, daha genis alanda daha c¢ok bireye ait
niikleer ve mitokondriyal gen bolgelerine ait dizilerin elde edilmesini saglamistir. Bu dizilerin
istatistik programlar1 araciligiyla hizli bir sekilde karsilagtirilmasi ile tiir populasyonlari

arasindaki benzerlikler ve farkliliklar verilmeye baglanmistir. Anadolu’da yayilim gdsteren L.



trilineata tiirtine ait populasyonlar ile yapilan ilk molekiiler ¢alismalar 2013 yilin1 bulmustur.
Bu calismalarda Yunanistan’daki populasyon agirlikli olarak ¢alisilmis, Tiirkiye’den Ankara
ve Konya illerine ait 6rneklerde degerlendirilmis. Calismada mitokondrial genler olan sitokrom
b (cytb), 12S rRNA (12S ribozomal riboniikleik asit) ve 16S rRNA (16S ribozomal riboniikleik
asit) gen bolgeleri kullanilmistir. Ankara ve Konya orneklerini i¢eren populasyonun L. t.
diplochondrodes olarak belirlenmistir (Ahmadzadeh ve dig., 2013). Daha sonra yapilan soy
calismalarinda Anadolu’ya 6zgli bir soydan bahsedilmektedir. Tiirlin yayillim merkezinin
Anadolu oldugu ve buradan Avrupa’ya gecis yaptigi verilmistir (Sagonas ve dig., 2014;
Kornilios ve dig., 2019). Anadolu’da tiirle ilgili yapilan en son ¢alismada ise ddRAD (“Double
digest restriction-site associated DNA”) verileri ile elde edilen genomik SNPs (“Single
nucleotide polymorphisms”) sekanslarinin biyoinformatik ve filogenetik analizleri
kullanildigin1 goriiyoruz (Kornilios ve dig., 2020). L. trilineata ile yapilan bu son ¢alismada
Tirkiye’de yayilim gdsteren populasyonun Lacerta diplochondrodes WETTSTEIN, 1952
olarak ayri bir tiir olarak verildigi goriilmiistiir. Bu tiire ait Trakya populasyonu L. d. dobrogica,
Bat1 Anadolu populasyonu L. d. cariensis, giiney kiyilarinin dogusu ise L. d. diplochondrodes
ve Kuzey Bati ile Orta Anadolu populasyonu L. d. galatiensis olarak verilmistir (Kornilios ve
dig., 2020).

Lacerta trilineata tiiriine ait Anadolu’daki populasyonlarint kapsayan genis ¢apli bir molekiiler
calismanin eksikligi ile tiirtin populasyon durumundaki belirsizlikler bu tez caligmasinin
gerekliligini ortaya koymustur. Bu amagla, tiiriin yayilim alanini olan Marmara, Ege, Akdeniz,
I¢ Anadolu ve Karadeniz bolgelerinden elde edilen ¢ok sayida érnek ile mitokondriyal gen
bolgelerinden COI (Sitokrom c oksidaz alt {inite I), sitokrom b ve 16S rRNA gen bolgeleri
kullanilarak elde edilecek diziler ile istatistik verilerin degerlendirilmesi sonucunda tiiriin
Anadolu’daki populasyonlarinin ayriminmi ortaya c¢ikarabilmek amaciyla bu doktara tezi

yapilmugtir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. TURKIYE’DEKIi LACERTA TRILINEATA POPULASYONLARI UZERINDE
YAPILAN MORFOLOJIK CALISMALAR

Lacerta trilineata tiirii Avrupa ve Bat1 Asya’da yayilis gostermektedir (Toth ve dig., 2006;
Bader ve dig., 2009; Ahmadzadeh ve dig., 2013; Cogélniceanu ve dig., 2013). Tiirkiye’de
Marmara, Karadeniz, Ege, I¢ Anadolu’nun batis1 ve Bat1 Akdeniz’de dagilim gosterir (Baran
ve Atatiir, 1998; Kumlutas ve dig., 2000; Ozdemir ve Baran, 2002; Geniez ve dig., 2004; Afsar
ve Tok, 2011; Baran ve dig., 2012; Uysal ve Tosunoglu, 2012; Ozcan ve Uziim, 2014). Tiiriin
yayiliminin Anadolu kaynakli oldugu belirtilmektedir (Ahmadzadeh ve dig., 2013; Saganos ve
dig., 2014).

L. trilineata tiiriiniin taksonomik yerinin belirlenme siireci olduk¢a uzun bir zaman almustir. lk
kez Bedriaga (1886) tarafindan Yunanistan’da dagilim gosteren populasyon Lacerta viridis
trilineata alt tiirii olarak kayda alinmistir. 1887 yilinda Boulenger “Catalog of the Lizard” adli
eserinde bu tiir, Lacerta viridis (Laurenti, 1768) tiirliniin alt tiirli olan L. vidis major ile sinonim
olarak kabul etmistir (Baran, 1969). 19. Yiizyilin baslarinda Mertens ve Miiller (1940)
tarafindan Lacerta trilineata tiir seviyesine ¢ikarilmistir. Buna karsin, Wettstein 1952 ve 1953
yillarindaki ¢alismalarinda, Yunanistan ve Rodos adasi populasyonlarimin Lacerta strigata
Eichwald 1831 tiiriniin alttiirli olan L. strigata trilineata oldugunu belirtmistir (Baran, 1969).
Bununla birlikte 1960 yilinda Mertens ve Wermuth Lacerta trilineata tiiriiniin ayr1 bir tiir
oldugunu “Die Amphibien und Reptilien Europas” adli eserde yayinlamistir (Baran, 1969).
Peters de 1962 yilinda yayinladigi galisma ile L. trilineata, L. viridis ve L. strigata tiirlerini ayr1
tirler olarak kabul etmistir (Baran, 1969). Lacerta trilineata tiirliniin ayr1 bir tiir olarak
tanimlanmasi bile oldukc¢a uzun ve karmasik bir siire¢ olmustur. 1964 yilina kadar ise bircok
alttiirden (L. trilineata trilineata, L. trilineata media, L. trilineata wolterstorffi, L. trilineata
hansschweizeri, L. trilineata diplochondrodes, L. trilineata polylepidota, L. trilineata

dobrogica) bahsedilmistir.

Avrupa’da L. trilineata tiiriine ait taksonomik gelismelere paralel olarak, Anadolu’da bu tiirle
ilgili ilk ¢alisma 1920°1i yillarda Boulenger ile baglamistir. Izmir civarindan yakaladig: bir disi
ve bir erkek 6rnegi L. viridis major alttiirii olarak tanimladigi goriilmektedir (Baran, 1969).

1940’ta L. trilineata tiir seviyesinde kabul gordiikten sonra Anadolu’da yapilan ¢aligmalarda



bu tiire ait alttiirlerden bahsedilmeye baglanmistir (Mertens ve Muller, 1940; Bodenheimer,

1944; Mertens, 1952; Peters, 1964; Baran, 1969; Schmidtler, 1975).

Bodenheimer (1944) yilinda yayinladig: “Tiirkiye Amfibi ve Siiriingenlerine Giris Bilgisi” adli
eserinde Bursa, Izmir, Eskisehir, Ankara ve Denizli illerindeki populasyonlar1 L. trilineata
trilineata alttiiriine, Adana ilindeki populasyonu ise L. trilineata wolterstorffi alttiiriine dahil
etmistir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1: L. trilineata trilineata ve L. trilineata wolterstorffi alttiirlerinin yayilim alanlar
(Bodenheimer, 1944).

Mertens (1952), “Tiirkiye Amfibi ve Reptilleri Hakkinda” adli yayminda Bodenheimer’dan
farkli goris ileri siirerek Antakya ve Gaziantep populasyonlarini Giiney Anadolu’daki L. t.
trilineata alttiiriine dahil etmistir. Bununla beraber Mertens (1952), Bati, Orta ve Giiney
Anadolu populasyonlarint L. trilineata trilineata alttiriine, Dogu Anadolu’da Elazig,

Diyarbakair ile Siirt populasyonlarini ise L. trilineata media alttiiriine dahil etmistir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2: L. trilineata trilineata ve L. trilineata media alttiirlerinin yayilim alanlar1 (Mertens, 1952).

Peters (1964), daha 6nceki ¢alisma lokalitelerinden farkli bolgelerde topladigi 6rneklerle tiir
hakkinda kapsamli bir calisma yaparak Tiirkiye’den toplanan Ornekleri Yunanistan,
Bulgaristan, Kafkasya, iran, Liibnan, Suriye ve Israil 6rnekleri ile karsilastirmistir. Bu ¢aligma
sonucunda femoral delik sayis1 ve maksimum graniil sayilarinin toplamini ayiric1 karakter
alarak kullanarak iki yeni alttiir tanimlamistir. Peters (1964)’e gore izmir, Denizli ve Antalya
illerindeki populasyonlar L. trilineata cariensis, Ankara, Eskisehir ve Kastamonu
populasyonlarini L. trilineata galatiensis alttiirleri olarak ayrilmigtir (Sekil 2.3). Ayni zamanda
Israil’deki populasyonu da L. trilineata israelica alttiiriine dahil etmesiyle L. trilineata tiiriine

ait alttiir sayis1 10’a ylikselmistir.
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Sekil 2.3: L. trilineata cariensis ve L. trilineata galatiensis alttiirlerinin yayilim alanlar1 (Peters, 1964).

Baran (1969), 10 alttiire ait 6rnekler tizerinde galisarak suprasiliar graniil sayisi, sirt pulu sayisi,
karin plaklar1 enine sayisi, karin plak sayisi, femoral delik sayis1 ve kuyruk boyu, viicut rengi
gibi literatiire dayali taksonomik karakterleri bir araya getirerek karsilastirmistir. Bu
karsilastirma sonucunda karin plak enine sayisina gore iki biliyiik gruba ayirmistir. Birinci grubu
6 karin enine plak sayisina sahip olanlar (L. trilineata media, L. trilineata hans-schweizeri, L.
trilineata wolterstorffi ve L. trilineata israilica) ve ikinci grubu ise 8 ve nadiren 10 sira karin
plaklarma sahip olanlar (L. trilineata galatiensis, L. trilineata cariensis, L. trilineata
diplochondrodes, L. trilineata polylepidota, L. trilineata dobrogica ve L. trilineata trilineata)
olusturmustur. Baran (1969)’a gore birinci grubu olusturan alttiirler de kendi i¢inde sirt pul
rengi, sayisi, femoral delik sayisi ile kuyruk ve bacak uzunluklarina gore ayrilmustir. Ikinci
grubu olusturan alttiirler ise sirt pulu sayisi, viicut uzunlugu, suprasiliar graniil sayilar1 ve
femoral delik sayilarinin farkli olmasiyla ayrilmaktadir. Baran (1969) ayrica, Peters (1964)’in
verdigi L. trilineata cariensis ve L. trilineata galatiensis alttiirlerini ise taksonomik olarak daha
yakin olmalarindan dolay1 ayirmanin daha zor oldugu vurgulamistir. Buradaki sorunu ¢6zmek
amagli Izmir, Denizli ve Aydin’dan topladigi ¢ok sayida 6rnegi morfolojik olarak incelemistir.
Ornekleri viicut rengi, suprasiliar plak sayisi, suprasiliar graniil sayisi, temporal plak sayist,

preokular plak sayisi, masseterikum, supratemporal plak sayisi, ventral plaklarin boyuna ve



enine sayilari, sirt pulu sayisi, femoral delik sayisi, subdigital lamel sayisi, kuyruk pulu sayisi
ve viicut uzunluklaria (bas + govde uzunlugu, kuyruk uzunlugu, 6n bacak uzunlugu, pileus
uzunlugu ve genisligi, arka bacak uzunlugu, arka ayak uzunlugu, arka ayaktaki 4. parmak
uzunlugu) gore degerlendirmistir. Arastirma sonucunda Izmir populasyonlarini Peters ve diger
arastirmacilarin  goriislerini hakli bularak L. trilineata cariensis, Ankara ve Eskisehir
populasyonlarin1 L. trilineata galatiensis olarak belirlemistir. Bununla birlikte L. trilineata
wolterstorffi alttiirliniin yayilim alanina Kahramanmaras’1 da ekleyerek alttiirlerinin ayrimini

pholidosis ve biometrik ayrimlari kullanarak yapmistir (Sekil 2. 4).
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Sekil 2.4: L. trilineata cariensis, L. trilineata galatiensis ve L. trilineata wolterstorffi alttiirlerinin
yayilim alanlar1 (Baran, 1969).

Schmidtler (1975), ¢alismasinda Anadolu’dan L. trilineata tiiriine ait topladigi ornekleri
kullanarak tiirtin alttiir durumu ile ilgili yeni varsayimlar 6ne silirmiistiir. Bu g¢aligmada
tanimlanan {i¢ yeni alttiir (L. trilineata pamphylica, L. trilineata isaurica, L. trilineata
ciliciensis) ile L. trilineata tiiriine ait bilinen alttiir sayisint 13’e yiikseltmistir. Schmidtler ayni
yayinda, Anadolu’daki tiire ait populasyonlar1 sekiz alttiire aywrarak Alanya (Antalya)
taraflarinda L. trilineata pamphylica, Konya’da L. trilineata isaurica, Adana’da L. trilineata
ciliciensis, Izmir’de L. trilineata cariensis, Antakya’da L. trilineata wolterstorffi, Dogu

Anadolu ve Orta Anadolu’da L. trilineata media alttiirlerinin bulundugunu belirtmistir.



Mugla’da bulunan populasyonun L. trilineata diplochondrodes ve Ankara, Eskisehir
populasyonunlarinin ise L. trilineata galatiensis alttiirlerine benzedigi belirtilmistir (Sekil 2.5).
Alttiirlerin karsilagtirllmasinda kullandigr morfolojik karakterler bundan onceki caligmalarla
benzerlik gostermektedir. Schmidtler (1986)’in bir sonraki ¢calismasinda ise alttiir olarak verilen
Lacerta media Lantz & Cyren, 1920 ve Lacerta pamphylica Schmidtler, 1975 tiir seviyesine

¢ikartilmistir.
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Sekil 2.5: L. trilineata pamphylica, L. trilineata isaurica, L. trilineata ciliciensis, L. trilineata cariensis,
L. trilineata wolterstorffi, L. trilineata media, L. trilineata diplochondrodes ve L. trilineata
galatiensis alttiirlerinin yayilim alanlar1 (Schmidtler, 1975).

Trakya’da kertenkelelerin taksonomik durumunu belirlemeye yonelik yapilan ilk ¢alisma Cevik
(1999)’a aittir. Trakya’da elde ettigi L. trilineata populasyonu pholidosis 6zellikleri
bakimindan incelemis ve Trakya populasyonunun Anadolu’daki populasyonlardan farklilik

gosterdigini ve L. trilineata dobrogica alttiiriine yakin oldugunu belirtmistir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6: L. trilineata dobrogica alttiiriiniin yayilim alan1 (Cevik, 1999).

Anadolu’da 1975’ten, Trakya’da 1999 yilindan sonra ¢alisma yapilmamistir. 1920-1999 yillart
arasinda L. trilineata tiirline ait bireyler iizerinde yapilan karsilagtirmali morfolojik ¢alismalar

alttiir karmasasinin devam etmesine neden olmustur.

Giintimiizde tilkemizde yayilis gosteren Lacerta trilineata tiiriine ait alttiirler L. trilineata
dobrogica, L. trilineata cariensis, L. trilineata diplochondrodes, L. trilineata galatiensis, L.
trilineata trilineata olmak tizere bes tanedir. Kimi kaynaklarda bu alttiirlerin {i¢ tane (L.
trilineata dobrogica, L. trilineata cariensis, L. trilineata diplochondrodes) olmasi1 gerektigi
vurgulanmistir (Baran ve dig., 2012; Uclincii ve dig., 2004). Ancak bu goriisleri destekleyecek
herhangi bir morfolojik veya molekiiler ¢alisma olmadigi gibi L. trilineata galatiensis, L.

trilineata trilineata alttiirlerinin durumu ve yayilis1 hakkinda ¢alisma yoktur.

2.2. LACERTA TRILINEATA POPULASYONLARI UZERINDE YAPILAN
MOLEKULER CALISMALAR

Molekiiler genetik alaninda saglanan ilerlemeler sayesinde taksonomik ¢aligmalarda tiirler arasi
ve tiir i¢i ¢esitliligi ortaya daha 1yi koyabilmek i¢in niikleer DNA ve mitokondriyal DNA’ya ait

diziler kullanilmaktadir. Evrimsel siirecte niikleer DNA dizisindeki degisim oranlar1 genom
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icinde farklilik gosterebilmektedir. Bunun yani sira mitokondriyal DNA niikleer DNA’ya gore
daha hizli evrimlesmektedir. Bu nedenle sistematik¢iler akrabalik agisindan birbirine yakin
tirlerin siniflandirilmasi ile ayni tiiriin populasyonlar1 arasindaki farkliligi daha iyi ortaya
koyabilmek i¢in daha c¢ok mitokondriyal DNA’ya ait gen bdlgelerini kullanmay1 tercih
etmiglerdir (Marmi ve dig., 2004; Glaw ve Vences, 2006; Kartavtsev ve dig., 2007).
Mitokondriyal DNA metazoanlarda c¢ift halkasal yap1 gostermektedir ve gen sayilar1 da farkl
organizmalara gore degisiklik gosterebilmektedir (Ujvari ve Madsen, 2008; Sheffield ve dig.,
2010; Kumazawa ve dig., 2014; Shao ve dig., 2014). Bugiine kadar Lacerta cinsine ait {i¢ tiiriin
(Lacerta viridis viridis, Lacerta bilineata Daudin, 1802, Lacerta agilis Linnaeus, 1758) total
mitokondrial genom dizilimi tanimlanmistir. Bu c¢alismalara gore mitokondrial genomda
toplamda 13 protein kodlayan gen, 22 tasiyict RNA, 2 ribozomal RNA (12S rRNA ve 16S
rRNA) ve 1 adet kontrol bolgesi (CR) bulunmaktadir (Bohme ve dig., 2007; Qin ve dig., 2013;
Koloro ve dig., 2015) (Sekil 2.7). Lacerta cinsine ait tiirlerin filogenetik g¢alismalarinda
mitokondrial genoma ait gen bdlgelerinden sitokrom b, CR, 12S rRNA veya 16S rRNA gen
bolgeleri tiir i¢i ¢esitliligi ortaya ¢ikarmak icin daha ¢ok kullanilmistir (Harris ve dig., 1998;
Carranza ve dig., 2004; Pinho ve dig., 2006; Arnold ve dig., 2007; Perera ve dig., 2007; Torres-
Perez ve dig., 2009; Ahmadzadeh ve dig., 2013; Keskin ve dig., 2013; Noonan ve dig., 2013;
Engleder ve dig., 2013; Andres ve dig., 2014; Bellati ve dig., 2015). Bu calismalarin yan1 sira
populasyon i¢i varyasyonu daha saglikli yansitmak i¢in sitokrom ¢ oksidaz alt iinite I (COI)
geni de farkli canli gruplarinda kullanilmaktadir. Bunun nedeni COI geninde gergeklesen
evrimin, yakin tiirlerin ayrimina imkén taniyan ve cografik yapi ile iliskilendirilebilen tiir igi
varyasyonu ortaya koyabilecek bir hizda gerceklesmesidir. Bunun yani sira birgok farkl
taksonlar i¢cinde evrensel primer ¢iftlerine sahip olmasi da 6nemli bir nedendir (Ratnasingham

ve Hebert, 2007; Keskin ve Atar, 2013, Panday ve dig., 2014).
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Lacerta v. viridis

17156 bp

Sekil 2.7: Lacerta viridis viridis total mitokondrial genom diizeni (Bohme ve dig., 2007).

Molekiiler ¢alismalarin 1518inda kertenkele tiir ve alttiirlerinin taksonomik ayrimlari i¢in de
mitokondriyal genlere ait dizilerin kullanim calismalar1 da artmistir. Yunanistan, iran,
Ermenistan, Urdiin ve Tiirkiye’den alinmis Lacerta trilineata, Lacerta media ve Lacerta
pamphylica tiirleri ile ilgili mitokondrial sitokrom b, 12S rRNA ve 16S rRNA genleri
kullanilarak yapilan bir ¢alisma Ahmadzadeh ve dig. (2013) tarafindan yayinlanmistir. Bu
caligmada, L. trilineata tiiriine ait orneklerin agirlikli olarak Yunanistan’dan alindigini ve
iilkemizden sadece Konya ve Ankara illerinden 4 Ornegin karsilastirma i¢in kullanilmig
oldugunu goriiyoruz. Ahmadzadeh ve dig. (2013) Konya ve Ankara’daki orneklerin L. t.
diplochondrodes alt tiiriine ait oldugunu belirtmistir (Sekil 2.8). Genelde Ege kiyilarindan
bilenen bu alttiiriin, ilk kez Orta Anadolu’da da dile getirilmesi simdiye kadar ayrintilar ile
belirttigimiz alttiir dagilimindaki sorunlar1 ¢é6zmekten ¢ok karisikligi daha da arttirmistir. Bu
nedenle Lacerta trilineata tiirtiniin Bati Anadolu ve Trakya populasyonlarini kapsayan gok
sayida ornekle ve genig bir alanda kapsamli bir ¢alismanin gerekliligini daha da iyi ortaya

koymustur. Yine aym1 ¢alismada L. trilineata ciliciensis, L. trilineata wolterstorffi ve L.
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trilineata isaurica alttiirleri ise Lacerta media tiriniin alttirleri olarak verilmistir
(Ahmadzadeh ve dig., 2013).
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Sekil 2.8: Mitokondriyal gen bolgeleri ile yapilan ¢alisma sonucunda L. trilineata diplochondrodes
alttlirlinin yayilim alan1 (Ahmadzadeh ve dig., 2013).

Sagonas ve dig. (2014) tarafindan yapilan caligmada ise ornekleme alani agirlikli olarak
Yunanistan olup Tiirkiye’den de Gliney ve Orta Anadolu’dan az sayida 6rnek (Ankara, Konya)
kullanilarak Cytb ve 16S rRNA gen bolgelerine ait dizilere gore L. trilineata tiiriiniin alt1
soyundan bahsedilmistir. Bu alt1 soydan besinci soyun Tiirkiye’de Bati Anadolu’da yayilim
gosterdigi belirtilmistir. Bu iki calismada 6rnek sayisinin az olmasi nedeniyle Anadolu ile
Trakya’da yayilim gosteren tiire ait populasyonlarin ayrimi net bir sekilde ortaya
konulamamistir. Anadolu’daki Lacerta trilineata populasyonlarinin kapsamli incelenmesi
gerekliligi iki ¢aligmada da vurgulanmaktadir (Ahmadzadeh ve dig., 2013; Sagonas ve dig.,
2014).

Bu ¢aligsmalardan sonra Kornilios ve dig. (2019) tarafindan yapilan ¢alismada Anadolu ve
Yunanistan ile adalar1 kapsayan bir ¢aligmada L. trilineata ve L. pamphylica tiirleri arasindaki
ayrim gosterilmistir. Ayni ¢alismada ddRAD verileri ile Cytb gen bolgesi dizileri kullanilmigtir.
Cytb gen bolge dizileri NCBI (“National Center for Biotechnology Information™) veri
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tabanindan alinmistir. Calisma sonucunda Anadolu’daki L. trilineata tiiriiniin L. pamphylica
tiirlinden 3.1 milyon y1l 6nce (Geg Pliosen donemi) tamamen ayrildigi goriilmiistiir. Yine ayni
caligmada L. trilineata tiiriinlin Anadolu’dan Avrupa’ya yayilim gosterdigi vurgulanmistir.
Anadolu’da bu tiir ile ilgili yapilan son c¢alisma Kornilios ve dig. (2020)’ye aittir. Tirkiye,
Yunanistan ve Balkan tilkelerini kapsayan bolgelerdeki 28 bireye ait ddRAD verileri ile 93
bireye ait cytb gen dizi dizilimleri kullanilmistir. ddRAD sekanslar ile elde edilen genomik
SNPs verilerinin DAPC (“Discriminant analysis of principal components”) ve Maksimum
Likelihood (ML) analizlerinin yapilmis oldugu goriilmektedir. Analizler sonucunda Tiirkiye’de
yayilim gosteren L. trilineata tiiriiniin bilimsel ismi L. diplochondrodes olarak degistirilerek
ayr1 bir tiir olarak verilmistir. Tirkiye’deki alttiir dagiliminda ise, Trakya populasyonu L. d.
dobrogica, Bati Anadolu populasyonu L. d. cariensis, giiney kiyilarinin dogusundaki
populasyon L. d. diplochondrodes ve kuzey bat1 popiilasyonu ise L.d. galatiensis alttiirleri

olarak adlandirilmistir (Kornilios ve dig., 2020).

Bu amagla bu tez kapsaminda Bat1 Anadolu ve Trakya’dan L. trilineata tiirlerine ait bireyler
tizerinde, mitokondriyal DNA gen bolgeleri olan COI, Cytb ve 16S rRNA dizileri kullanilarak

tiire ait populasyonlar arasi genetik farkliliklar ile taksonomik ayrimlari yapilacaktir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. ORNEKLEME VE CALISMA ALANI

Bu tez kapsaminda oOrnekleme yapilacak alan bilgisi i¢in literatiir taramasi yapildi.
Orneklemeler populasyonlar arasi farkliligr gostermesi bakimidan Anadolu ve Trakya’da
daglik bolgeler ile deniz gibi dogal bariyerlerin ayirdig: farkli alanlart kapsayacak sekilde
planlandi. Arazi c¢alismalar1 literatiir verilerine dayali olarak tliriin yayilim alanlar1 olan
Istanbul, Bursa, Konya, Mugla ve Izmir illeri genelinde 2016 — 2018 yillar1 arasinda
gerceklestirildi (Sekil 3.1). Saha ¢alismalar1 senede bir kez, en az iki giinliik bir arazi ¢alismasi
olacak sekilde uygulandi. Bu ¢alismalari iller genelinde, tiiriin habitat alan1 olan yol kenarlari,
tarlalar ve bahgeler, orman i¢i ve kenarlar gibi alanlarda gergeklestirildi. Calisma yapilan her
istasyonda en az yarim saat olacak sekilde arazi calismasi siirdiiriildii. Ornekler acik alanda alan
taramasi yapilarak ya da tas altlari, aga¢ kovuklari kontrol edilerek yapildi. Arazi ¢alismasinda
eldiven, fotograf makinesi ve bez torbalar kullanildi. GPS verileri ondalik gésterim bigiminde
mobil cihaz ilizerinden Harita Koordinatlar1 programi uygulamasi kullanilarak not edildi.
Calisma yapilan her istasyona ait tarih, saat, koordinat, rakim, lokalite ve habitat bilgileri kayit
edildi. Arazi ortaminda Ornegin ve habitatin fotografi ¢ekildi. Arazi g¢aligmalara ait
orneklemeler ve ¢alisma alanlarina ait bilgiler EK 1.’de verilmistir. Arazi 6rneklerinden temin
edilen GPS  verilerinin  haritalandirilmast  QGIS ~ 3.16 ~ Hannover  programi

(https://www.qgis.org/tr/site/) ile yapilmustir.


https://www.qgis.org/tr/site/

16

~— —
ROMANYA
RUSYA

BULGARISTAN KARADENIZ

GURCISTAN

© 7 JERMENISTANG

,0°

&

EGE DENiIZi

SURIYE (

,J AKDENIZ
= 0 100 200 km

[ | ¢

Sekil 3.1: 2016 — 2018 yillar: L. trilineata tiirii arazi noktalari.

3.1.1. istanbul ili Arazi Cahsmalar:

Istanbul ili arazi ¢aligmas1 2016 — 2017 yillar1 arasinda “Istanbul ili Biyogesitlilik ve Izleme
Projesi” ile paralel gerceklestirildi. Bu proje kapsaminda iki senelik arazi ¢alismasi yapildi.
Arazi ¢aligmalar1 yogunluklu olarak kurbaga tiir tespiti lizerine olup, arazi yapilan bolgelerde
L. trilineata tiirii i¢in 6rneklemeler yapildi. Orneklemeler tiirlerin aktif oldugu Mart — Agustos
aylar1 arasinda toplamda 396 istasyonda 43 gilinde gerceklestirildi. Bu arazi caligmalar

sirasinda 1 birey yakalandi (Tablo 3.1).

Tablo 3.1: istanbul ili arazi calismasinda yakalanan L. trilineata tiiriine ait veriler.

Tarih Saat Koordinat Rakim (m)  Lokalite Habitat

08.04.2016 15:17  41°927.7956"  28°22'48.0876" 138 Catalca Yol kenari, tashk alan.

3.1.2. Bursa ili Arazi Cahismalar:

Bursa ilinde yapilan arazi caligmalari 2017 — 2018 yillar1 arasinda Nisan aylarinda

gerceklestirildi. Orneklemeler il genelinde yapilip yakalanan drnekler ¢ogunlukla iznik Golii
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cevresinden elde edildi. Toplamda 3 birey ve tas altina giren bir bireyden sadece kuyruk alindi.
Arazi ¢alismasi sirasinda yerel halk ile yapilan anket calismalarinda, tiiriin iznik Gélii etrafinda

daha ¢ok goriildiigii kayit edildi. [lden yakalanan bireylere ait bilgiler Tablo 3.2°de verilmistir.

Tablo 3.2: Bursa ili arazi ¢alismalarinda yakalanan L. trilineata tiiriine ait bilgiler.

Tarih Saat  Koordinat Rakim Lokalite Habitat

(m)
22.04.2017 14:30  40.435713 29.735977 107 Iznik Yol kenar1 bahgelik alan.
28.04.2018 13:50  40.568925 29.663645 687 Iznik Yol kenari, zeytin bahgesi.
29.04.2018 12:30 40.568925 29.663645 687 Iznik Yol kenari, zeytin bahgesi.

3.1.3. Aydin, izmir ve Mugla ili Arazi Calismalar

Aydin, Izmir ve Mugla illeri birbirlerine yakin konumda olduklari i¢in bu illerdeki drneklemeler
birlikte yapildi. Orneklemeler 2017 ve 2018 yillarinda Mayis aylarinda yapildi. Bu arazi
calismalar1 sirasinda Aydin ilinden 6rnek bulunamadi. Mugla ili arazi ¢alismalarindan bir
bireye ait kuyruk alindi. izmir iline ait 6rneklemelerde ise 2 birey alinmistir (Tablo 3.3).
Bolgede az sayida olsa da tiire rastland1 ancak bireylerin ulasilmasi zor olan sik ¢alilik alanlar

ile agag kovuklari igine girmesi sebebiyle 6rnek alinamamustir.

Tablo 3.3: Mugla ve izmir illeri arazi galismalarinda yakalanan L. trilineata tiiriine ait bilgiler.

Tarih Saat Koordinat Rakim Lokalite Habitat

(m)
20.05.2017 17:30 37.421094 27.654142 230 Mugla, Kandak Yol kenar1 zeytin bahgesi.
13.05.2018 12:50 38.556853 27.199806 - [zmir, Yamanlar Orman i¢i, agiklik alan.

3.1.4. Konya Ili Arazi Cahsmalar:

Konya ili arazi caligmalar1 2018 yili icinde Haziran ayinda yapildi. iki giinliik arazi
caligmalarinda ilin yiiz6l¢limii bakimindan oldukga biiylik olmasindan dolayi, tiiriin daha 6nce

goriildiigii ilin gliney kismi olan Hadim ve c¢evresinde oOrneklemeler yapildi. Bu arazi
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caligmalar sirasinda canli olarak tiire rastlanilmadi. Bir birey yol iistiinde 6lii olarak bulundu.

Bulunan bireye ait bilgiler Tablo 3.4’te verilmistir.

Tablo 3.4: Konya ili arazi caligmasindan yakalanan L. trilineata tiiriine ait bilgiler.

Tarih Saat Koordinat Rakim (m) Lokalite Habitat

16.06.2018 12:30 37.029194 32.674856 935 Hadim Yol kenari, bahgelik alan.

Arazi galismalarinda yakalanan drnekler Istanbul Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Cevre ve Ekoloji Anabilim Dali’na ait Zoolojik Koleksiyonlarda muhafaza altina alindi. Her
bir 6rnege miize numarasi verildi. Genetik ¢aligmada kolaylik saglamasi agisindan her 6rnege
bir kod verildi. Ornekler iizerinde ¢alismak icin gerekli etik kurul karari, Istanbul Universites

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 2016/08 sayili izin ile alinmistir.
3.2. MUZE KOLEKSIYONLARINDAN ORNEK TEMINI

Arazi caligsmalarindan elde edilen 6rnekler disinda bu tez calismasinda kullanilmak {izere

Tiirkiye’nin farkl tiniversitelerine ait koleksiyonlardan da 6rnek temin edildi.
3.2.1. Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Zooloji Miizesi’nden Ornek Temini

Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Zooloji
Miizesi’nde muhafaza edilen L. trilineta tiirlerine ait materyal temini edildi. Bu 6rneklerin
toplandig1 yillar 2003 — 2017 yillarr arasindadir. Ornek lokaliteleri gogunlukla Marmara bdlgesi
olmak {izere I¢ Anadolu ve Karadeniz bolgelerinden de materyal icermektedir (Tablo 3.5).
Alinan 6rnekler arasinda miize numarasi 99/2008 ve 4/2016 olan 6rnekler Lacerta media tiiriine
ait orneklerdir. Bu ornekler filogenetik analizde karsilastirma amagh kullanilmistir. Cogu

ornekten kuyruk dokusu ile birlikte dil dokusu da alind.
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Tablo 3.5: Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Zooloji Miizesi’nden temin edilen rneklere ait veriler.

Miize Ornek  Lokalite Tarih Toplayan Alinan Doku
Numarasi Sayis1

36/2003 1) Gelibolu 29.05.2003 Murat Tosunoglu Kuyruk

99/2008 1 Karaman Kuzudren Mah. Bozkurt 2.07.2008 Murat Tosunoglu Dil, kuyruk
12/2009 1 Canakkale Kavak Gelibolu 3.04.2009 Dil, kuyruk
6/2012 1 (D) Kesan Enez 15.05.2009 Murat Tosunoglu Dil, kuyruk
105/2009 1) Canakkale Kavak Gelibolu 13.06.2009 Murat Tosunoglu, Ibrahim Uysal ~ Dil, kuyruk
105/2009 1) Canakkale Kavak Gelibolu 13.06.2009 Murat Tosunoglu, Ibrahim Uysal Dil, kuyruk
26/2012 1) Sinop Sarikum 18.06.2009 Cigdem Giil Dil, kuyruk
161/2009 1 Canakkale Kavak Gelibolu 2009 Kuyruk

45/2010 1 Tekirdag Ugmakdere 7.05.2010 Murat Tosunoglu Dil, kuyruk
95/2014 1 Kurklareli 29.08.2014 Murat Tosunoglu Dil, kuyruk
95/2014 1) Kirklareli 29.08.2014 Murat Tosunoglu Dil, kuyruk
95/2014 1 Kurklareli 29.08.2014 Murat Tosunoglu Dil, kuyruk
95/2014 1 Kirklareli 29.08.2014 Murat Tosunoglu Dil, kuyruk
95/2014 1) Kurklareli 29.08.2014 Murat Tosunoglu Dil, kuyruk
95/2014 1) Kirklareli 29.08.2014 Murat Tosunoglu Dil, kuyruk
95/2014 1) Kirklareli 29.08.2014 Murat Tosunoglu Dil, kuyruk
95/2014 1 Kirklareli 29.08.2014 Murat Tosunoglu Dil, kuyruk
95/2014 1 Kirklareli 29.08.2014 Murat Tosunoglu Dil, kuyruk
2/2015 1 Uskiip Kirklareli 4.04.2015 Murat Tosunoglu Dil, kuyruk
26/2016 1 Canakkale 26.05.2016 Murat Tosunoglu Dil, kuyruk
26/2016 1) Canakkale 26.05.2016 Murat Tosunoglu Dil, kuyruk
27/2016 1(9) Canakkale 2.06.2016 Biilent Giindiiz Kuyruk

27/2016 1(9) Canakkale 2.06.2016 Murat Tosunoglu Dil, kuyruk
4/2016 1 Karaman Yesildere 2016 Murat Tosunoglu Dil, kuyruk
31/2016 1Q) Edirne 2016 Dil, kuyruk
40/2017 1(3) Bolu 2017 Murat Tosunoglu Dil, kuyruk
40/2017 1 Bolu 2017 Murat Tosunoglu Dil, kuyruk

40/2017 1(3) Bolu 2017 Murat Tosunoglu Dil, kuyruk
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Tablo 3.5 (devam): Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Zooloji Miizesi’'nden temin edilen
orneklere ait veriler.

Miize Numarasi Ornek Sayis1 ~ Lokalite Tarih Toplayan Alnan Doku
40/2017 1 Bolu 2017 Murat Tosunoglu Dil, kuyruk
40/2017 1(D) Bolu 2017 Murat Tosunoglu Dil, kuyruk
40/2017 1(D) Bolu 2017 Murat Tosunoglu Dil, kuyruk
40/2017 1(D) Bolu 2017 Murat Tosunoglu Dil, kuyruk
40/2017 1 Bolu 2017 Murat Tosunoglu Dil, kuyruk
40/2017 1 Bolu 2017 Murat Tosunoglu Dil, kuyruk
40/2017 1 Bolu 2017 Murat Tosunoglu Dil, kuyruk
40/2017 1 Bolu 2017 Murat Tosunoglu Dil, kuyruk

3.2.2. Dokuz Eyliil Universitesi Zoolojik Hayvan Koleksiyonu’ndan Ornek Temini

Dokuz Eyliil Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Zoolojik Hayvan Koleksiyonu’ndan
tiiriin yayilim gosterdigi Ege, I¢ Anadolu ve Marmara bélgelerine ait 2010 — 2015 yillart
arasinda yakalanmis bireylerden materyal temini edildi (Tablo 3.6). Orneklere ait etiket bilgileri
kayit edilmistir. DNA izolasyonunda kullanilmak {izere her 6rnekten kuyruk dokusu alinarak

miize numaralari ile birlikte 1.5 mI’lik tiiplere alinmistir.
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Tablo 3.6: Dokuz Eyliil Universitesi Zoolojik Hayvan Koleksiyonu’ndan temin edilen &rneklere ait
veriler.

Miize Ornek  Lokalite Tarih Toplayan Alman Doku
Numarasi Sayis1

9/2010 1Q) Haymana Golbas1 arast Ankara 1.06.2010 A.Avet - N. Uziim Kuyruk
5/2012 1 Yamanlar Karagdl - Izmir 30.04.2012 YK-CI Kuyruk
11/2013 1Q) Menekse magarast -  Giilnar 10.05.2013 YK-CI-HD-OG-KC-PK Kuyruk
Aydincik aras1 Mersin
226/2013 1 Giilozii - Harmanak - Bursa 16.05.2013 Y. Kumlutag Kuyruk
247/2013 1Q) C1gr1 kdyti - Bagmakei - Afyon 5.05.2013 YK-CI-HD-OG-KC-PK Kuyruk
1/2014 1) Beytarla koyii - Eskipazar - 6.06.2014 YK-CI Kuyruk
Karabiik
2/2014 1) Eyberler mah. - Erkeg koyii - Ovacik - 21.03.2014 YK-CI Kuyruk
Karabiik
3/2014 1) Eskipazar - Karabiik 21.03.2014 YK-CI Kuyruk
3/2014 1) Eskipazar - Karabiik 21.03.2014 YK-CI Kuyruk
101/2014 1 Thsaniye - Eyiib - Istanbul 16.05.2014 Y. Kumlutas Kuyruk
102/2014 1 Korkiler goleti - Yalvag - Isparta 28.06.2014 YK-CI-AA Kuyruk
104/2014 1) Kogarli - Aydin 30.01.2014 H. Durmus Kuyruk
7/2015 1 Kertil - Sindirg: - Balikesir 13.05.2015 KC-NB Kuyruk
8/2015 1 Kizilgukurkéyii - Dikili - Izmir 15.05.2015 KC-NB Kuyruk
8/2015 1Q) Kizilgukurkéyii - Dikili - Izmir 15.05.2015 KC-NB Kuyruk
8/2015 1) Kizilgukurkéyii - Dikili - Izmir 15.05.2015 KC-NB Kuyruk
9/2015 1) Balya - Balikesir 14.05.2015 KC-NB Kuyruk
10/2015 1 Camc koyii - Edremit 15.05.2015 KC-NB Kuyruk
10/2015 1) Camc1 koyii - Edremit 15.05.2015 KC-NB Kuyruk
10/2015 1) Camc koyii - Edremit 15.05.2015 KC-NB Kuyruk

Arazi ¢aligmalarindan ve miizelerden elde edilen 6rneklerin her birine ayr1 ayr1 kod verildi. Bu
kodlar Lacerta trilineata tiiriinii belirtmek i¢in LT ile baslaylp ardisik sayilar ile
numaralandirildi (Tablo 3.7). Ayn1 bolgeden toplanan o6rneklerde ise A’dan baslamak {izere
alfabetik sira ile devam eden liclincii bir kod verildi. Bundan sonraki ¢alismalarda bu kodlar

uzerinden anlatilacaktir.
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Tablo 3.7: Arazi ¢alismasi ve miizelerden elde edilen 6rneklere verilen kod bilgileri.

KOD Miize Materyal Kaynagi KOD Miize Materyal Kaynagi
Numarasi Numarasi

LT1 9/2010 DEU Zoolojik Hayvan Koleksiyonu | LT17B  105/2009 COMU Zooloji Miizesi
LT2 5/2012 DEU Zoolojik Hayvan Koleksiyonu | LT18 2/2015 COMU Zooloji Miizesi
LT3 11/2013 DEU Zoolojik Hayvan Koleksiyonu | LT19 27/2016 COMU Zooloji Miizesi
LT4 226/2013  DEU Zoolojik Hayvan Koleksiyonu | LT20 161/2009 COMU Zooloji Miizesi
LT5 247/2013  DEU Zoolojik Hayvan Koleksiyonu | LT21 99/2008 COMU Zooloji Miizesi
LT6 1/2014 DEU Zoolojik Hayvan Koleksiyonu | LT22 12/2009 COMU Zooloji Miizesi
LT7 2/2014 DEU Zoolojik Hayvan Koleksiyonu | LT23 45/2010 COMU Zooloji Miizesi
LT8A 3/2014 DEU Zoolojik Hayvan Koleksiyonu | LT24 27/2016 COMU Zooloji Miizesi
LT8B 3/2014 DEU Zoolojik Hayvan Koleksiyonu | LT25A 26/2016 COMU Zooloji Miizesi
LT9 101/2014  DEU Zoolojik Hayvan Koleksiyonu | LT25B 26/2016 COMU Zooloji Miizesi
LT10 102/2014  DEU Zoolojik Hayvan Koleksiyonu | LT26 6/2012 COMU Zooloji Miizesi
LT11 104/2014  DEU Zoolojik Hayvan Koleksiyonu | LT27 36/2003 COMU Zooloji Miizesi
LT12 7/2015 DEU Zoolojik Hayvan Koleksiyonu | LT28 26/2012 COMU Zooloji Miizesi
LT13A 8/2015 DEU Zoolojik Hayvan Koleksiyonu | LT29 4/2016 COMU Zooloji Miizesi
LT13B  8/2015 DEU Zoolojik Hayvan Koleksiyonu | LT30 31/2016 COMU Zooloji Miizesi
LT13D 8/2015 DEU Zoolojik Hayvan Koleksiyonu | LT31A 40/2017 COMU Zooloji Miizesi
LT14 9/2015 DEU Zoolojik Hayvan Koleksiyonu | LT31B  40/2017 COMU Zooloji Miizesi
LT15A 10/2015 DEU Zoolojik Hayvan Koleksiyonu | LT31C 40/2017 COMU Zooloji Miizesi
LT15B  10/2015 DEU Zoolojik Hayvan Koleksiyonu | LT31D 40/2017 COMU Zooloji Miizesi
LT15C 10/2015 DEU Zoolojik Hayvan Koleksiyonu | LT31E 40/2017 COMU Zooloji Miizesi
LT16A 95/2014 COMU Zooloji Miizesi LT31F 40/2017 COMU Zooloji Miizesi
LT16B  95/2014 COMU Zooloji Miizesi LT32 Rept-16-002 Bu ¢alisma

LT16C 95/2014 COMU Zooloji Miizesi LT33 Rept-17-001 Bu ¢alisma

LT16D 95/2014 COMU Zooloji Miizesi LT34 Rept-17-002 Bu ¢alisma

LT16E  95/2014 COMU Zooloji Miizesi LT35 Rept-18-001 Bu ¢alisma

LT16F  95/2014 COMU Zooloji Miizesi LT36A Rept-18-002 Bu ¢alisma

LT16G 95/2014 COMU Zooloji Miizesi LT36B Rept-18-003 Bu ¢alisma

LT16H 95/2014 COMU Zooloji Miizesi LT37A Rept-18-004 Bu ¢alisma

LT16K  95/2014 COMU Zooloji Miizesi LT37B Rept-18-005 Bu ¢alisma

LT17A 105/2009 COMU Zooloji Miizesi LT38 Rept-18-006 Bu ¢alisma

Arazi calismalarindan ve miize koleksiyonlarindan temin edilen 6rnekler, molekiiler ¢aligsmalar
oncesinde morfolojik olarak degerlendirildi. Orneklere ait morfolojik karakterler olan viicut
renkleri, lekelenme ve ¢izgilenme gibi 6zellikler kayit edildi. Pholidosis 6zelligi olan bas pul
ve plak sayisi, diizeni ve yerlesimi, govde etrafi pul sayis1 ve pul yapisi, karin plaklari sayist ile
femoral delik sayis1 gibi 6zellikler Nikon SMZ 745T marka binokiiler altinda incelenerek not
edildi. Morfometrik 6lgiimler olan bas enine ve boyuna uzunlugu, 6n ve arka bacak uzunlugu,
On bacak ile arka bacak aras1 mesafe, kuyruk uzunlugu ve viicut uzunluklari 0.0 1mm’lik dijital

kumpas ile dl¢iildii.
3.3. DNA IZOLASYONU

Genomik DNA izolasyonu farkli protokoller denenerek manuel veya kit ile yapildi. Manuel
olarak yapilan DNA izolasyonu Aljanabi ve Martinez (1997) ve Arseneu ve dig. (2016)’ne ait
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protokoller kullanilarak yapildi. Kit ile yapilan izolasyonlar G-Spin™ Total DNA Extraction
Kit, Qiagen DNeasy Blood & Tissue Kits ve ZYMO Research Quick-DNA™ Miniprep Plus
Kitlerine ait protokoller kullanilarak yapildi. Bazi 6rneklere hem manuel hem de kit protokolii

uygulanarak DNA izolasyonlari tekrarlandi.
3.3.1. Manuel DNA izolasyonu
3.3.1.1. Diisiik tuzlu CTAB (MolSC) protokolii ile DNA izolasyonu

DNA izolasyonuna LT1, LT2, LT3, LT4, LT5, LT6, LT7, LT8A, LT8B, LT9, LT10, LT11,
LT12, LT13A, LT13B, LT13C, LT3D, LT14, LT15A, LT15B, LT15C, LT22, LT36A ve
LT36B ornekleri kullanilarak baslandi. Her bir 6rnege ait kuyruk dokusundan 30 - 40 mg doku
hassas terazide tartilarak 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tliplerine alinarak Arseneu ve dig. (2016) nin
gelistirdigi modifiye edilmis diisik tuzlu CTAB (MoLSC) protokolii izlendi. Protokole
baslamadan iki farkli tampon ¢ozelti hazirlandi (Tablo 3.8).

Tablo 3.8: MoLSC protokoliinde kullanilan tampon ¢6zelti ve miktarlari.

Tampon Adi Kimyasal Miktar Aciklama
CTAB Lizis 1 M Tris-HCI (pH = 8.0) 10 mL Materyallerin hepsi
eklendikten sonra distile su
0.5M EDTA (pH = 8.0) 4mL ile son hacim 100 ml’ye
tamamlanir.
CTAB 29
NaCl 79
Seyreltik CTAB 1 M Tris-HCI (pH = 8.0) 20 mL Materyallerin hepsi
eklendikten sonra distile su
0.5M EDTA (pH = 8.0) s mL ile son hacim 200 ml’ye
tamamlanir.
CTAB 49

1. Steril bistiiri yardimiyla kuyruk bolgesinden 30 mg kas dokusu kesilerek 1,5 mL’lik
mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi ve tizerine 600 uLL CTAB lizis tamponu ile 20 puL Proteinaz K
(stok konsantrasyonu 20 mg/mL) ilave edildi. Mikrosantrifiij tiipleri igindeki 6rnekler, 56 °C’de
calkalama inkiibatdrde (150 rpm) gece boyu inkiibe edilerek, dokularin tamamen pargalanmasi

saglandi.
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2. Oda sicakligina alinarak sogutulan tiiplerin tizerlerine 500 puL kloroform: izoamil alkol (24:
1) ilave edildi ve alt st edilerek karistirilan tiipler oda sicakliginda 3000 g'de 15 dakika

boyunca santrifiij edildi.

3. Olusan tist faz yeni 1.5 mL’lik mikrosantrifiij tliplerine aktarild1 ve iist fazin 2 kat1 olacak
sekilde seyreltik CTAB tamponu eklendi. Tiipler alt tist ederek iyice karistirildi ve tiiplerin
icinde yiizen beyaz kristaller gozlemlenene kadar 60 dakika boyunca 150 rpm'de 56-60 °C'de
calkalayict inkiibatore birakildi (Bu asama DNA c¢okelmesi i¢in ¢ok dnemlidir ve goriiniir

CTAB-DNA kompleksleri bu noktada olusur).

4. CTAB-DNA kompleksini ¢okertmek i¢in tiipler oda sicakliginda 3 dakika boyunca 16000
g'de santrifiij yapildi. Siipernatant uzaklastirildi.

5. Tiip igerisine 1 mL %75-80 etanol ilave edilerek 15 dakika boyunca oda sicakliginda
bekletildi ve CTAB kompleksinin DNA’dan ayrilmasi saglandi. Etanol eklenmis tiip birkag
kere alt tist edilerek karistirildi ve 16000 g'de 3 dakika boyunca santrifiij edildi. Siipernatant
uzaklastirildi.

6. Mikrosantrifiij tiipiin dibinde pelet haldeki DNA iizerine 1 mL %75-80 etanol ilave edilerek
yikandi ve DNA daha saf hale getirildi. Tiipler oda sicakliginda 3 dakika boyunca 16000 g'de

santrifiijlendi. Supernatant uzaklastirildu.

7. Tiplerdeki etanolii tamamen uzaklastirmak i¢in tiiplerin kapaklar1 acildi ve hava akimina

birakildi.
8. Son asamada izole edilen genomik DNA iizerine 100 pL Tris-HCL eklenerek DNA’nin
¢oziinmesi saglandi. Elde edilen DNA -20°C’de muhafazaya alindu.

3.3.1.2. Yiiksek tuzlu DNA ekstraksiyon protokolii ile DNA izolasyonu

LT19, LT20, LT21 ve LT29 6rnekleri kullanilarak Aljanabi ve Martinez (1997) nin gelistirdigi
yiiksek tuzlu DNA ekstraksiyonu protokolii ile DNA izolasyonu asagidaki prosediir izlenerek
uygulandi.

1. 100 mg doku alinarak mikrosantrifiij tiipiine konuldu. Uzerine 400 pl Buffer (0.4 M NaCl
10 mM Tris—HCI pH 8.0 ve 2 mM EDTA pH 8.0) eklendi.

2. 10 — 15 sn homojenarator ile homojenize edildi.
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3. 40 pul %20 SDS ve 16 pl 10 mg/ml Proteinase K eklendi.

4. 56 °C de 2,5 saat inkiibasyona birakildi.

5.360 pl 5 M NacCl eklendi.

6. 30 sn yiiksek devirde vortekslendi.

7. 30 dk 10000 g’de santrifiij edildi.

8. Siipernatant alinarak yeni 1.5 mI’lik tiiplere konuldu.

9. Alman miktar kadar (800 ul) isopropanol eklendi. lyice karistirildi.
10. -20 °C de 1 saat bekletildi.

11. +4 °C de sogutmali santrifiijde 20 dk 10000 g’santrifiij edildi.

12. Pellet diikiildii. Uzerine 750 pl %75 ethanol eklendi.

13. Pellet dokiildii. 100 pul RNase Free su eklendi. Elde edilen DNA -20°C’de muhafazaya
alindi.

3.3.2. Kit ile DNA izolasyonu

3.3.2.1. ZYMO Research Quick-DNA™ Miniprep Plus Kit ile DNA izolasyonu

LT1, LT4, LTS5, LT6, LT9, LT10, LT12, LT13C, LT13D ve LT15C o6rnekleri kullanilarak
ZYMO Research Quick-DNA™ Miniprep Plus Kit kullanilarak asagidaki prosediir izlendi.

1. Kuyruk bélgesine ait 25 mg kas dokusu tartilarak mikrosantrifiij tiipiine alind1. Uzerine 100
ul saf su, 100 pl Solid Tissue Buffer (Blue) ve 10 ul Proteinase K eklendi.

2. 10 — 15 saniye kabaca vortekslendi. 55°C’de 80 rpm’de 3 saat boyunca inkiibatore konuldu.
3. Hacmin 2 kat1 Genomic Binding Buffer eklendi. 10 — 15 saniye kabaca vortekslendi.

4. Karisim 2 ml’lik koleksiyon tiiplerine aktarildi. 12000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Alttaki

stv1 atildi.
5.400 ul DNA Pre-Wash Buffer eklendi. 12000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Alttaki siv1 atild1.

6. 700 ul g-DNA Wash Buffer eklendi. 12000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Alttaki siv1 atildu.
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7.200 ul g-DNA Wash Buffer eklendi. 12000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Alttaki sivi1 atildi.

8. Filtre yeni 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine alindi. 50 ul DNA Elution Buffer eklendi. 5
dakika oda 1s1sinda bekletildi. 1 dk boyunca maksimum hizda santrifiij edildi. Filtre atild1. Elde
edilen DNA diger agsamaya kadar -20 °C’de muhafaza edildi.

3.3.2.2. G-Spin™ Total DNA Extraction Kit ile DNA izolasyonu

LT18, LT22, LT23, LT25A, LT27 ve LT28 6rneklerine G-Spin™ Total DNA Extraction Kit

ile DNA izolasyonu asagidaki prosediire gore yapilmistir.

1. 25 mg kas dokusu alinarak 2 ml’lik mikrosantrifiij tiiptine konuldu.

2.200 pl Buffer CL, 30 pl Proteinase K ve 5 pl RNase Solution eklendi, kabaca vortekslendi.
3.56°C’de 1 gece tinkiibasyona birakildi.

4. 200 pl Buffer BL eklendi, kabaca ¢alkalandi. 70°C’de 5 dk inkiibasyona birakildi.

5. 13000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Ustteki siipernatanttan dikkatlice 350 — 400 pl alarak

yeni 2 ml’lik mikrosantrifiij tlipline alind1.

6. 200 pl Absolute ethanol lizata eklendi. 5 — 6 kez dikkatlice alt iist edildi. Sivinin agagiya

diismesi i¢in kabaca santrifiij edildi.

7. Altinct basamak tekrarlandi. Sivi 2 ml’lik koleksiyon tiipline alindi. 13000 rpm’de 1 dk
santrifiij edildi.

8. 700 ul Buffer WA eklendi. 13000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Alttaki siv1 atildi.

9. 700 pul Buffer WB eklendi. 13000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Alttaki s1v1 atildi. Membranin
kurumast i¢in 1 dk 13000 rpm’de santrifiij edildi.

10. 2 ml’lik yeni koleksiyon tiiplerine gecildi. 60 pl Buffer CE eklendi. 1 dk oda isisinda
bekletildi. 13000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.

11. Filtre atildi, eldeki DNA -20°C’de muhafazaya alindi.
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3.3.2.3. Qiagen DNeasy Blood & Tissue Kits ile DNA izolasyonu

LT16A, LT16B, LT16C, LT16D, LT6E, LT16F, LT16G, LT16H, LT16K, LT17A, LT17B,
LT19, LT20, LT21, LT24, LT25B, LT26, LT29, LT30, LT31A, LT31B, LT31C, LT31D,
LT31E, LT31F, LT32, LT33, LT35, LT37A, LT37B ve LT38 oOrneklerine ait DNA
izolasyonu Qiagen DNeasy Blood & Tissue Kits ile asagidaki prosediir izlenerek yapildi.

1. 25 mg doku 2 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine alind1.180 pl Buffer ATL ve 20 pul Proteinase K
eklendi, vortekslendi. 56°C’de 1 gece linkiibasyona birakildi. Kabaca vortekslendi.

2. 200 pl Buffer AL eklendi. Kabaca vortekslendi. 56°C’de 10 dk inkiibasyona birakildu.
3. 200 pl Ethonal (%96 — 100) eklendi. Kabaca vortekslendi.

4. 2 ml’lik Koleksiyon tiiptine gecildi. 6000 g’de 1 dk santrifiij edildi. Alttaki s1v1 atildu.
5. 500 pl Buffer AW1 eklendi. 6000 g’de 1 dk santrifiij edildi. Alttaki siv1 atildu.

6. 500 pl Buffer AW2 eklendi. 20000 g’de 3 dk santrifiij edildi. Alttaki siv1 atildi.

7. 1.5 mI’lik Mikrosantrifiij tiipiine ge¢ildi.

8. 200 pl Buffer AE membranin ortasina dikkatlice konuldu. Oda 1sisinda 1 dk inkiibasyona
birakildi. 6000 g’de 1 dk santrifiij edildi.

9. Filtre atild1. Elde edilen DNA’lar -20°C’de muhafazaya alindi.
3.3.3. DNA izolasyonu Yapilan Orneklerin Nanodrop Olg¢iimleri

DNA izolasyonu yapilan her rnegin nanodrop 6l¢iimii yapildi. Nanodrop dlgiimleri I.U. Fen
Fakiiltes1 Biyoloji Bolimii Botanik Anabilim Dali’'nda bulunan NanoDrop™ 2000/2000¢
Spectrophotometers cihaz ile yapildi. Orneklerden 1-3 pl arasinda DNA yiiklenerek DNA
miktarlart ve 260/280 nm dalga boyundaki saflik oranlar1 not edildi.



28

3.3.3.1. Diisitk DNA konsantrasyonundaki orneklerin  %0,02 KoAc+EtoH ile

coktiiriilmesi

Nanodrop 6l¢lim sonuglarinda DNA konsantrasyonlar1 ¢ok diisiik olan 6rneklerin %0,02
KoAc+EtoH (Potasyum Asetat + Ethanol) ile DNA ¢oktiirme islemi asagida verilen prosediir
takip edilerek yapildi.

1. 20 mg Potasyum Asetat tartildi. Absolute Ethanol ile 100 ml tamamlandi.
2. Ornek hacminin iki kat1 kadar % 0,02 KoAc+EtoH eklendi.

3. Sogutmali santrifiijde 14000 rpm’de 20 dk +4°C de santrifiij edildi.

4. Siipernatant dokiildii.

5. 50 ul RNase Free su eklendi.

DNA c¢oktiirme islemi tamamlandiktan sonra drneklerin nanodrop dl¢iimii yapilarak ¢alismaya

uygun ornekler -20°C’de muhafazaya alindi.
3.4. PRIMER TASARIMI VE POLIMER ZiNCiR REAKSIYONU (PZR)
3.4.1. Primer Tasarim ve Sentezi

Bu calisma i¢in yeni primerler tasarlanmistir. Primer tasarimlari mitokondriyal gen bolgeleri
olan sitokrom oksidaz alt {inite I (COI), sitokrom b (Cytb) ve 16S ribozomal RNA (16S rRNA)
gen dizilerine 6zgii yapildi. Bu gen bolgelerine ait diziler National Center for Biotechnology
Information (NCBI) sitesinden alindi. Gen dizileri taksonomik agidan L. trilineata tiiriine en
yakin tiir olan L. viridis viridis alttiirline ait total mitokondriyal genom dizisinden alindi. COI
gen bolgesi i¢in referans dizi numaras1t NC_008328.1. Cytb gen bdlgesi igin referans numarasi
alinan diziler PrimerQuest Tool (https://www.idtdna.com/pages) programinda kullanilarak
uygun primerler tasarlandi. Bu primerler icerisinde Guanin (G) ve Sitozin (C) oranlar yiizde
40’larda olan ve heterodimer baglanma gostermeyen primerler alindi. Secilen ve bu ¢alismada
kullanilan primer dizilerine ait veriler Tablo 3.9°da verilmistir. Bu primer dizilerinin sentezi
dis kaynakli firmalara yaptirildi. Sentezlenen primerlerin her biri i¢in verilen sulandirma
oranlari ile sulandirilarak ana stok olusturuldu. Bu primerler uzun siireli kullanim i¢in -20°C’de

muhafazaya alindi. Calisma sirasinda COI ve Cytb gen dizilerine ait primerler ikinci kez
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tasarlanip sentezlendi. Bunun nedeni deneyler devam ederken PZR jel goriintiilerinin
alinamamasidir. PZR protokoliinde tiim kimyasal degiskenler yeniden hazirlandi ve farkh
cihazlar bu asamada kullanildi. Buna ragmen, jel goriintiisii alinamadig1 i¢in primeler yeniden

tasarlanip sentezlettirilerek deneylere devam edildi.

Tablo 3.9: COlI, Cytb ve 16S rRNA gen bdlgeleri i¢in tasarlanan primer dizileri.

Primer Ad1 Primer Dizisi Baglanma Uriin Boyutu (b¢)
Sicakhigr (°C)

F-5 TCCTGCTTCTATCCTCTTCT 3’
Col 54,3 808
R- 5" TAGTGGAAATGGGCAACTAC 3°

F-5> TCCTTCCCCCATCTCTTCTC 3°

COlI* 54.3 696
R-5° CGTCTCATTTAATAGTTCCGCC 3°

F-5> AGGCCTCTTCTTAGCTATACAC 3°

Cytb 52 787
R-5° TAGGTGAAGTATTGGTGAGGTA 3’

F-5° CGGATCACTACTAGGTTTATG 3’

Cytb* 55 879
R- 5" CAGAATAGTGCTTGGGATAG 3°

F-5° CCAATCAAACACCCAAACCC 3°
16S rRNA 56 767
R-5CCTTTCTTTTTTGCACGCC 3’

* Ik siparis edilen primerler.

3.4.2. Polimer Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimer Zincir Reaksiyonu ile COI, Cytb ve 16S rRNA gen bolgelerinin cogaltimi yapildi. Her
bir gen bdlgesinin baglanma sicakliklarini (Tm) belirlemek i¢in dort farkli sicaklikta PZR
gerceklestirildi. COI, Cytb ve 16S rRNA gen bolgeleri i¢in baglanma sicakliklar1 52°C, 54.3°C,
56°C ve 58°C olacak sekilde DreamTaq DNA Polymerase (5 U/uL) (Thermo Fisher Scientific)
kullanilarak PZR gerceklestirildi. Kalip DNA, 100 ng/uL’de 1 pL olacak sekilde seyreltme
yapilmadan kullanildi. PZR i¢in kullanilan bilesen ve miktarlar1 Tablo 3.10°da PZR ddngiileri
Tablo 3.11°de verilen protokol “TC5000 Techne PCR Thermal Cylcer” adli cihaz kullanilarak
uygulandi.
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Tablo 3.10: COI, Cytb ve 16S rRNA gen dizilerinin ¢ogaltiminda
kullanilan PZR bilesenleri ve miktarlari.

PZR Bileseni Miktar1 (nL)
dH20 14.5
Reaksiyon Tamponu 2

10 Mm dNTP 0.8
MgCl*? 0.5

fleri primer (10 pmol/uL) 0.5

Geri primer (10 pmol/uL) 0.5
Kalip DNA (100 ng/ puL) 1

Taq DNA Polimeraz (5 U/ uL) 0.2
Toplam Hacim 20

Tablo 3.11: COI, Cytb ve 16S rRNA gen dizilerinin ¢ogaltiminda kullanilan PZR dongiisii.

Asama Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
Baslangi¢ Denatiirasyonu 95 3 dak. 1
Denatiirasyon 95 30 sn.

Baglanma 52/54,3/56/58 30 sn. 30
Uzama 72 1 dak.

Son Uzama 72 10 dak. 1

3.4.2.1. PZR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezinde goriintiilenmesi

PZR iiriinlerinin kontrolii i¢in %1.5’luk Agaroz Jel elektroforezi hazirlandi. 0,90 g tartilan
Agaroza (Intron Biotechnology) 60 ml 1X TAE (Biotech) eklenerek mikrodalga firinda 1
dakika boyunca kaynatildi. Oda sicakliginda sogumaya birakilan karisim tizerine 5 pl Red
Safe™ (Nucleic Acid Staining Solution (20.000x) Intron Biotechnology) eklenerek karistirilds.
Hazirlanan jel, tarak yerlestirilmis elektroforez tankina dokiilerek 15 — 20 dakika polimerize
olmasi beklendi. Polimerize olan jelin taraklar ¢ikartilarak tank 1X TAE ile dolduruldu. Her
bir PZR iriiniinden 4 pL alinarak 1 pL 6X yiikleme tamponu ile karistirildi ve agaroz jele
yiiklendi. Kullanilan tampon igerikleri Tablo 3.12°de verilmistir. Marker olarak “SiZer™-1000
DNA Marker Solution - iNtRON Biotechnology DR” marka kullanildi ve jele 3 uL yiiklendi.
Agaroz jel, 120 voltta, 30 dakika yiiriitiildii. Jel goriintiisii Infinity jel goriintiileme cihaz ile

gorintiilendi.
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Tablo 3.12: 6X DNA yiikleme tamponu ve igerigi.

Tampon Icerik

6X DNA Yiikleme Tamponu 50 ml DNA Loading Buffer (6X) i¢in;
15 ml Gliserol (% 30 (v/v))
0,125 ¢g Bromofenol mavisi (% 0,25 (w/v))
0,125¢g Ksilensiyanol FF (% 0,25 (w/v))
20 ml Distile Su

3.5. PZR PURIFIKASYONU VE DNA DiZi SEKANSLAMA

PZR ile gen ¢ogaltim1 yapilan 6rneklerin piirifikasyonlar1 ve Sanger sekanslama ile ¢ift yon
DNA sekans analizleri hizmet alimi1 olarak Genoks Saglik Hizmetleri A.S. firmasi araciligiyla

yurtici ve yurtdisinda yaptirildi.

3.6. DIZILERIN KONTROLU, SIRALANMASI VE FIiLOGENETIK AGAC
OLUSTURULMASI

3.6.1. Dizilerin Kontrolii ve FASTA Formatinda Kayit Edilmesi

DNA sekans analizleri gelen her bir 6rnegin baz dizisinin kromotograf kontrolii Bioedit
(7.0.5.3.) programu ile ileri ve geri dizileri ayr1 olarak kontrol edildi. Geri dizinin reverse
complementi (tamamlayict dizi) alinarak ileri dizi ile baz dizisi kontrolleri yapildi. Kontrolii
yapilan dizi kodu adi ile FASTA formatinda kaydedildi. Diziler NCBI (National Center for
Biotechnology Information) veri tabaninda BLAST edilerek istenilen tiirii ve gen bolgesinin
uyumlulugu kontrol edildi. COI ve Cytb gen bolgelerine ait dizilerin fasq formundaki verileri

EK 2 ve EK 3’te verilmistir.
3.6.2. Dizilerin Hizalanmasi ve Siralanmasi

Diziler Bioedit (7.0.5.3.) programi kullanilarak ¢oklu diziler olarak fastq uzantili dosya bi¢imi
bir dosya halinde kayit edildi. Dizilerin siralanmasi online olarak MAFFT Version 7
(https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/) uygulamasi ile yapildi. Hizalanan diziler fasta
formatinda kaydedildi. Dizilerin uctan kirpilmasi manuel olarak goéz ile kontrol edilerek

yapilmustir.
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3.6.3. Filogenetik Analizler ve Aga¢ Olusturulmasi

Filogenetik analizler 6ncesinde sekanslar Tiirkiye zoocografik bariyerleri géz oniinde tutularak
sekiz ayr1 grup olarak adlandirildi. Bati Anadolu’daki Bursa, Iznik ve Ankara drnekleri icin
Bati, Ege bolgesinin giiney ve dogusunda yer alan Afyonkarahisar, Aydin, izmir ve Mugla
ornekleri icin Ege Giiney, Ege’nin kuzeyi ile Canakkale ve Balikesir’i kapsayan kismindaki
ornekler icin Ege Kuzey, Trakya’da Gelibolu, Edirne ve Tekirdag’1 kapsayan 6rnekler i¢in Orta
Trakya, Kirklareli ilini kapsayan kuzey boliimiindeki 6rnekler i¢in Trakya, Bolu, Karabiik ve
Ankara’nin kuzeyindeki 6rnekler i¢in Karadeniz ve Isparta ile Konya ornekleri i¢in ise Toroslar
olarak gruplandi (Tablo 3.13). Yurtdis1 6rneklerinde Lacerta trilineata tiiriine ait olan bireyler
Arnavutluk popiilasyonu icin Arnavutluk, Yunanistan’daki 6rnekler iilkenin kuzeyi, giineyi,
dogusu, batis1 ve orta bolgelerinden toplandigi icin bu isimler ile, adalar drnekleri ise Yunan
adalar1 ismi ile sayisal olarak gruplandirildi (Tablo 3.14). Lacerta agilis, Lacerta citrovittata,
Lacerta viridis, Lacerta media ve Lacerta pamphylica tiirleri ise tiir isimleri ile gruplandirildi.
COI igin 59 6rnek 707 baz, dis grup olarak L. agilis, L. viridis, L. media ve Yunanistan’da
yayilim gosteren L. trilineata tiirleri kullanildi. Cytb igin 157 6rnek 414 baz, dis grup olarak L.
citrovittata, L. media, L. trilineata ve L. pamphylica tiirleri kullanilmistir. Filogenetik analizler
icin Maksimum Likelihood ve Bayesian metodlar1 kullanildi. Tekli lokus boélgeleri ic¢in
NGPhlogeny.fr (Lemoine ve dig., 2019) ve CIPRES Science Gateway (Miller ve dig., 2010)
internet portallari ile Beast2 Version v2.6.6 (Bouckaert ve dig., 2019) programi kullanildu.
NGPhlogeny.fr portalinda Bayesian metoduna dayali MrBayes Version 3.2.7 0 (Huelsenbeck
ve Ronquist, 2001) ve Maksimum Lilelihood metodu temelli PhyML Version 3.3.1 (Guindon
ve dig., 2010) programlart kullanildi. COI ve Cytb gen bélgelerine ait fasta formatindaki
dosyalar ayr1 ayr1 kullanildi. MrBayes programi i¢in 10 milyon jenerasyon, alt1 ayr1 model (F81,
GTR, HKYS85, K2P, JC69, SYM) ile birlikte li¢ ayr1 oran (gamma, invgamma, propinv)
uygulandi. Coklu agaglarin olusturulmasi ve gosterimi i¢in Newick Display Version 1.6 (Junier
ve Zdobnov, 2010) programi kullanildi. PhyML programi igin fasta formatindaki dosya
eklenerek F81, F84, GTR, HKYS85, K2P, K80, JC69 modelleri gamma orami kullanilarak
agaclar olusturuldu. CIPRES Science Gateway portalinda Maksimum Likelihood metodu
temelli FastTree 2 (Price ve dig., 2010) ve RAXML (Stamatakis, 2014) programlari kullanildu.
FastTree 2 programu i¢in fasta formatindaki diziler kullanildi. Jukes-Cantor + CAT Model ve
Generalized Time-Reversable (GTR) modelleri kullanildi. RAXML program: Phylip

formatindaki dosya kullanilarak, GTR modeli ile +I +G orani kullanilarak aga¢ olusturuldu.
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Beast2 i¢in BEAUTi 2 programi Standart sablonunda her bir lokus i¢in fasta formatindaki
dosyalar eklenerek GTR, HKY, JC69, TN93 modelleri 10 milyon rejenerasyon ile aga¢ i¢in
Yule Model kullanildi. Dosyalar .xml dosya bigimde kaydedildi. Beast programi agilarak .xml
dosyasi eklenerek program calistirildi. Olusan agaclar farkli bir isimle ayn1 dosyada program

tarafindan kaydedildi.

Tablo 3.13: Analizlerde kullanilan L. trilineata tiirii Tirkiye populasyonlarina ait grup ve
gen bankas: verileri.

GRUP ADI KOD Lokalite NCBI Referans
Col Cytb
Bati_1 LT1 Ankara ON211946 | ON256982 Bu ¢aligma
Bati_3 LT36A Bursa ON211947 | ON256983 Bu ¢alisma
Bati_4 LT34 Bursa ON211948 Bu ¢alisma
Bati_5 LT35 Bursa ON211949 Bu ¢alisma
Bati_6 LT36B Bursa ON211945 Bu ¢alisma
Bati_7 Ankara Ankara KC897021.1 | Ahmadzadeh ve dig., 2013
EgeGuney_1 LT11 Aydin ON211950 Bu ¢aligma
EgeGuney_2 Aydin Aydmn MK330124 Kornilios ve dig., 2019
EgeGuney_3 LT33 Mugla ON211951 | ON256984 Bu ¢aligma
EgeGuney_4 LT13A [zmir ON211952 | ON256985 Bu ¢alisma
EgeGuney_6 LT13D [zmir ON211953 Bu ¢alisma
EgeGuney 7 LT37B [zmir ON211954 Bu ¢alisma
EgeGuney_8 LT5 Afyonkarahisar | ON211955 | ON256986 Bu ¢aligma
EgeKuzey_1 LT15B Balikesir ON331948 | ON256987 Bu ¢aligma
EgeKuzey 2 LT15C Balikesir ON211956 | ON256988 Bu ¢aligma
EgeKuzey_3 LT12 Balikesir ON211957 Bu cgaligma
EgeKuzey 4 LT14 Balikesir ON211958 | ON256989 Bu ¢aligma
EgeKuzey_5 Balikesir Balikesir MK330129 Kornilios ve dig., 2019
EgeKuzey 6 LT19 Canakkale ON211959 Bu ¢alisma
EgeKuzey_7 LT24 Canakkale ON211960 | ON256990 Bu ¢aligma
EgeKuzey 8 LT25A Canakkale ON211961 | ON256991 Bu ¢alisma
EgeKuzey_ 9 LT25B Canakkale ON211962 | ON256992 Bu cgaligma
EgeKuzey 10 LT15A Balikesir ON211963 Bu ¢alisma
Gelibolu_1 LT17A Gelibolu ON211964 | ON257001 Bu ¢aligma
Gelibolu_2 LT17B Gelibolu ON211965 | ON257002 Bu ¢aligma
Gelibolu_3 LT20 Gelibolu ON211966 | ON257003 Bu ¢aligma
Gelibolu_4 LT22 Gelibolu ON211967 | ON257004 Bu ¢alisma
Karadeniz_1 LT6 Karabiik ON256993 Bu ¢alisma
Karadeniz_2 LT7 Karabiik ON256994 Bu ¢alisma
Karadeniz_3 LT31A Bolu ON211975 | ON256995 Bu ¢alisma
Karadeniz_4 LT31B Bolu ON256996 Bu ¢alisma
Karadeniz_5 LT31C Bolu ON211976 | ON256997 Bu galisma
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Tablo 3.13 (devam): Analizlerde kullanilan L. trilineata tiirii Tiirkiye populasyonlarina ait
grup ve gen bankasi verileri.

GRUP ADI KOD Lokalite NCBI Referans

Col Cytb
Karadeniz_6 LT31D Bolu ON211977 | ON256998 Bu calisma
Karadeniz_7 LT31E Bolu ON211978 | ONZ256999 Bu ¢alisma
Karadeniz_8 LT31F Bolu ON211979 | ON257000 Bu calisma
Karadeniz_10 LT8A Bolu ON211980 Bu ¢alisma
Karadeniz_11 LT31H Bolu ON211981 Bu calisma
OrtaTrakya_1 LT23 Tekirdag ON211968 | ON257005 Bu ¢alisma
OrtaTrakya_2 LT26 Edirne ON211969 | ON257006 Bu caligma
OrtaTrakya_3 LT30 Edirne ON257007 Bu calisma
Toroslar_1 LT10 Isparta ON211982 | ON257011 Bu ¢aligma
Toroslar_2 Konya Konya KC897015.1 | Ahmadzadeh ve dig., 2013
Toroslar_3 Konya Konya KC897014.1 | Ahmadzadeh ve dig., 2013
Toroslar_4 Konya Konya KC897016.1 | Ahmadzadeh ve dig., 2013
Toroslar_5 Konya Konya KC897019.1 | Ahmadzadeh ve dig., 2013
Toroslar_6 Konya Konya KC897020.1 | Ahmadzadeh ve dig., 2013
Toroslar_7 Konya Konya KC897017.1 | Ahmadzadeh ve dig., 2013
Toroslar_8 Konya Konya KC897018.1 | Ahmadzadeh ve dig., 2013
Toroslar_10 Afyon Afyonkarahisar MK330130.1 Kornilios ve dig., 2019
Toroslar_11 LT38 Konya ON197879 Bu ¢alisma
Trakya_2 LT16B Kirklareli ON211970 | ON257008 Bu ¢alisma
Trakya_3 LT16C Kirklareli ON211971 | ON257009 Bu ¢aligma
Trakya_4 LT16D Kirklareli ON211972 Bu calisma
Trakya_6 LT18 Kirklareli ON257010 Bu calisma
Trakya_7 LT16G Kirklareli ON211973 Bu calisma
Trakya_8 LT16K Kirklareli ON211974 Bu calisma
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Tablo 3.14: Analizlerde kullanilan Tirkiye ve yurtdisindan farkli tiirlere ait grup adi ve gen bankasi
verileri. “ Yayilanmamis kaynak.

GRUP ADI Tiir Ad1 Lokalite NCBI COl | Cytb Referans
Arnavutluk_1 L. trilineata Arnavutluk, Vagalat LN835026.1 * Marzahn ve dig., 2016
Arnavutluk_2 L. trilineata Arnavutluk, Vagalat LN835025.1 * Marzahn ve dig., 2016
Arnavutluk_3 L. trilineata Arnavutluk, Vagalat LN835027.1 * Marzahn ve dig., 2016
Lacerta agilis_1 L. agilis Avusturya, Lassingtal MN993138.1 * Zangl ve dig., 2020
Lacerta agilis_2 L. agilis Avusturya, Burgenland, MN993137.1 * Zangl ve dig., 2020
Ilimitz
Lacerta agilis_3 L. agilis Avusturya, Almsee MN993136.1 * Zangl ve dig., 2020
Lacerta agilis_4 L. agilis Avusturya, Carinthia, MN993135.1 * Zangl ve dig., 2020
Lavanttal
Lacerta agilis_5 L. agilis Almanya, Rhineland- KP697866.1 * Hawlitschek ve dig.,
Palatinate, Landau 2015"
Lacerta agilis_6 L. agilis Almanya, North Rhine- KP697820.1 * Hawlitschek ve dig.,
Westphalia 2015"
Lacerta agilis_7 L. agilis MNO015108.1 * Garcia-Porta ve dig.,
2019
Lacerta agilis_8 L. agilis Almanya HQ954778.1 *
Lacerta agilis_9 L. agilis Ukrayna, Kharkiv MG815780.1 * Rekrotchuk ve dig.,
2018"
Lacerta media ciliciensis_1 | L. media Tiirkiye, Hatay KC896966.1 * Ahmadzadeh ve dig.,
2013
Lacerta media ciliciensis_2 | L. media Tiirkiye, Hatay KC896967.1 * Ahmadzadeh ve dig.,
2013
Lacerta media ciliciensis_3 | L. media Tiirkiye, Hatay KC896968.1 * Ahmadzadeh ve dig.,
2013
Lacerta media ciliciensis_4 | L. media Tiirkiye, Hatay KC896969.1 * Ahmadzadeh ve dig.,
2013
Lacerta media ciliciensis_5 | L. media Tiirkiye, Sivas KC896970.1 * Ahmadzadeh ve dig.,
2013
Lacerta media ciliciensis_6 | L. media Tiirkiye, Osmaniye KC896971.1 * Ahmadzadeh ve dig.,
2013
Lacerta media ciliciensis_7 | L. media Tiirkiye, Osmaniye KC896972.1 * Ahmadzadeh ve dig.,
2013
Lacerta media ciliciensis_8 | L. media Tiirkiye, Adana KC896973.1 * Ahmadzadeh ve dig.,
2013
Lacerta media ciliciensis_9 | L. media Tiirkiye, Kayseri KC896974.1 * Ahmadzadeh ve dig.,
2013
Lacerta media media_1 L. media Tiirkiye, Malatya KC896989.1 * Ahmadzadeh ve dig.,
2013
Lacerta media media_10 L. media Tiirkiye, Erzincan KC896998.1 * Ahmadzadeh ve dig.,
2013
Lacerta media media_11 L. media Tiirkiye, Erzincan KC896999.1 * Ahmadzadeh ve dig.,
2013
Lacerta media media_12 L. media Tiirkiye, Sivas KC897000.1 * Ahmadzadeh ve dig.,
2013
Lacerta media media_13 L. media Tiirkiye, Sivas KC897001.1 * Ahmadzadeh ve dig.,
2013
Lacerta media media_14 L. media Tiirkiye, Adiyaman KC897002.1 * Ahmadzadeh ve dig.,
2013
Lacerta media media_15 L. media Turkiye, Adiyaman KC897003.1 * | Ahmadzadeh ve dig.,
2013
Lacerta media media_2 L. media Tiirkiye, Malatya KC896990.1 * Ahmadzadeh ve dig.,
2013
Lacerta media media_3 L. media Tiirkiye, Malatya KC896991.1 * Ahmadzadeh ve dig.,
2013
Lacerta media media_4 L. media Tiirkiye, Erzurum KC896992.1 * Ahmadzadeh ve dig.,
2013
Lacerta media media_5 L. media Tiirkiye, Van KC896993.1 * Ahmadzadeh ve dig.,
2013
Lacerta media media_6 L. media Tirkiye, Tokat KC896994.1 * Ahmadzadeh ve dig.,
2013
Lacerta media media_7 L. media Tiirkiye, Van KC896995.1 * Ahmadzadeh ve dig.,
2013




Tablo 3.14 (devam): Analizlerde kullanilan Tirkiye ve yurtdisindan farkli tiirlere ait grup adi ve gen
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bankasi verileri. * Yayinlanmamig kaynak.

GRUP ADI Tiir Ad1 Lokalite NCBI CO | Cytb Referans
Lacerta media media_8 L. media Tiirkiye, Erzincan KC896996.1 I * Ahmadzadeh ve dig.,
Lacerta media media_9 L. media Tiirkiye, Erzincan KC896997.1 * lzkcl)lj;iadzadeh ve dig.,
Lacerta media L. media Tiirkiye, Hatay KC897010.1 * lzkcl)lj;iadzadeh ve dig.,
wolterstorffi_1 2013
Lacerta media L. media Tiirkiye, Hatay KC897011.1 * Ahmadzadeh ve dig.,
wolterstorffi_2 2013
Lacerta media L. media Tiirkiye, Hatay KC897012.1 * Ahmadzadeh ve dig.,
wolterstorffi_3 2013
Lacerta media_1 L. media Tiirkiye, Kahramanmaras LN835021.1 * Marzahn ve dig., 2016
Lacerta pamphylica_1 L. pamphylica | Tiirkiye, Antalya KC897013.1 * Ahmadzadeh ve dig.,
Lacerta pamphylica_2 L. pamphylica | Tiirkiye, Antalya LN835022.1 * i/?:r?;ahn ve dig., 2016
Lacerta pamphylica_3 L. pamphylica | Tiirkiye, Antalya MK330125.1 * Kornilios ve dig., 2019
Lacerta pamphylica_4 L. pamphylica | Tiirkiye, Antalya MK330126.1 * Kornilios ve dig., 2019
Lacerta viridis_1 L. viridis Avusturya, Carinthia MN993143.1 F Zangl ve dig., 2020
Lacerta viridis_10 L. viridis Almanya HQ954791.1 *
Lacerta viridis_2 L. viridis Avusturya, Burgenland MN993142.1 * Zangl ve dig., 2020
Lacerta viridis_3 L. viridis Avusturya, Kritzendorf MN993141.1 4 Zangl ve dig., 2020
Lacerta viridis_4 L. viridis Avusturya, Styria MN993140.1 * Zangl ve dig., 2020
Lacerta viridis_5 L. viridis Avusturya, Burgenland MN993139.1 * Zangl ve dig., 2020
Lacerta viridis_6 L. viridis Almanya, Bavarya KP697870.1 * Hawlitschek ve dig.,
Lacerta viridis_7 L. viridis Almanya, Bavarya KP697852.1 * Iz-lglxslitschek ve dig.,
Lacerta viridis_8 L. viridis Italya, Toscana KX241538.1 * éc:igroni ve dig., 2017
Lacerta viridis_9 L. viridis italya, Campania KX241537.1 * Cesaroni ve dig., 2017
Yunanadalaril 1 L. trilineata Yunanistan, Crete adasi MK330117.1 * Kornilios ve dig., 2019
Yunanadalaril_2 L. trilineata Yunanistan, Crete ada, KJ940376.1 * Sagonas ve dig., 2014
Yunanadalaril 3 L. trilineata I\;T:::r;?stan, Crete adast, KJ940375.1 * Sagonas ve dig., 2014
Yunanadalaril 4 L. trilineata I\;T:::r;?stan, Crete adast, KJ940377.1 * Sagonas ve dig., 2014
Yunanadalaril_5 L. trilineata g?llj::rll?stan, Crete adast, KJ940378.1 * Sagonas ve dig., 2014
Rethymno
Yunanadalaril_6 L. trilineata Yunanistan, Crete adasi, KJ940379.1 * Sagonas ve dig., 2014
Rethymno
Yunanadalaril_7 L. trilineata Yunanistan, Crete adasi MK330118.1 * Kornilios ve dig., 2019
Yunanadalar110_1 L. trilineata Yunanistan, Lesvos adasi KJ940395.1 * Sagonas ve dig., 2014
Yunanadalari10_2 L. trilineata Yunanistan, Lesvos adasi KJ940394.1 * Sagonas ve dig., 2014
Yunanadalar110_3 L. trilineata Yunanistan, Lesvos adasi KJ940393.1 * Sagonas ve dig., 2014
Yunanadalar110_4 L. trilineata Yunanistan, Lesvos adasi KJ940392.1 * Sagonas ve dig., 2014
Yunanadalar110_5 L. trilineata Yunanistan, Lesvos adasi MK330122.1 * Kornilios ve dig., 2019
Yunanadalar111 1 L. trilineata Yunanistan, Sakiz adas1 KJ940390.1 * Sagonas ve dig., 2014
Yunanadalari11_2 L. trilineata Yunanistan, Sakiz adasi MK330123.1 * Kornilios ve dig., 2019
Yunanadalar112_1 L. trilineata Yunanistan, Skyros adasi MK330107.1 * Kornilios ve dig., 2019
Yunanadalar112_2 L. trilineata Yunanistan, Skyros adasi MK330108.1 * Kornilios ve dig., 2019
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Tablo 3.14 (devam): Analizlerde kullanilan Tirkiye ve yurtdisindan farkli tiirlere ait grup adi ve gen
bankasi verileri. * Yayinlanmamig kaynak.

GRUP ADI Tiir Ad1 Lokalite NCBI COIl | Cytb Referans
Yunanadalar112 3 L. trilineata Yunanistan, Sporades, Skyros KJ940353.1 * Sagonas ve dig., 2014
Yunanadalari12_4 L. trilineata Z\1((Lar:z:1r1istan, Sporades, Skyros KJ940354.1 * Sagonas ve dig., 2014
Yunanadalari2_1 L. citrovittata Z\1((Lar:z:1r1istan, Cyclades, Andros KJ940385.1 * Sagonas ve dig., 2014
Yunanadalari2 2 L. citrovittata z\l(dtjlr?elinistan, Cyclades, Andros KJ940386.1 * Sagonas ve dig., 2014
Yunanadalan3_1 L. trilineata aYdL?r?:iniStan, Cyclades, Milos KJ940382.1 * Sagonas ve dig., 2014
Yunanadalari3 2 L. trilineata :(dl?r:;nistan, Cyclades, Milos KJ940383.1 * Sagonas ve dig., 2014
Yunanadalari3_3 L. trilineata ;djrilmistan, Milos adast MK330112.1 * Kornilios ve dig., 2019
Yunanadalari3_4 L. trilineata Yunanistan, Milos,Adamas MNO015167.1 * Garcia-Porta ve dig.,
kuzeyi 2019
Yunanadalari3_5 L. trilineata Yunanistan, Serifos adasi MK330111.1 * Kornilios ve dig., 2019
Yunanadalari3_6 L. trilineata Yunanistan, Serifos adasi MK330131.1 * Kornilios ve dig., 2019
Yunanadalari4 1 L. citrovittata | Yunanistan, Cyclades, Naxos KJ940384.1 * Sagonas ve dig., 2014
Yunanadalari4 2 L. citrovittata :flfr?;nistan, Naxos adasi MK330119.1 * Kornilios ve dig., 2019
Yunanadalari4 3 L. citrovittata | Yunanistan, Naxos adasi MK330120.1 * Kornilios ve dig., 2019
Yunanadalari5_1 L. trilineata Yunanistan, Eptanisa, Lefkada KJ940370.1 * Sagonas ve dig., 2014
Yunanadalari6_1 L. trilineata i(tjar?;nistan, Evvoia MK330109.1 & Kornilios ve dig., 2019
Yunanadalari6_2 L. citrovittata | Yunanistan, Tinos adasi MK330121.1 o Kornilios ve dig., 2019
Yunanadalan7_1 L. trilineata Yunanistan, Kerkyra adasi MK330110.1 * Kornilios ve dig., 2019
Yunanadalari8 1 L. trilineata Yunanistan, Kimolos adasi MK330113.1 * Kornilios ve dig., 2019
Yunanadalan9 1 L. trilineata Yunanistan, Kythera adasi KJ940373.1 * Sagonas ve dig., 2014
Yunanadalar9 2 L. trilineata Yunanistan, Kythera adasi KJ940372.1 * Sagonas ve dig., 2014
Yunanadalari9 3 L. trilineata Yunanistan, Kythera adasi KJ940371.1 * Sagonas ve dig., 2014
YunanistanBat1_1 L. trilineata Yunanistan, Aitoloakarnania MK330106.1 * Kornilios ve dig., 2019
YunanistanBat1_2 L. trilineata Yunanistan, Dodoni MK330105.1 * Kornilios ve dig., 2019
YunanistanBat1_3 L. trilineata Yunanistan, loannina, Elefthero KJ940366.1 * Sagonas ve dig., 2014
YunanistanBat1_4 L. trilineata Yunanistan, loannina, Elefthero KJ940367.1 * Sagonas ve dig., 2014
YunanistanBat1_5 L. trilineata Yunanistan, loannina, Mystras KJ940365.1 * Sagonas ve dig., 2014
YunanistanBat1_6 L. trilineata Yunanistan, loannina, KJ940368.1 * Sagonas ve dig., 2014
VVoidomatis nehri
YunanistanDogu_1 L. trilineata Yunanistan, St. Ellada, Attiki KJ940346.1 * Sagonas ve dig., 2014
YunanistanDogu 10 | L. trilineata Yunanistan, St. Ellada, Fokida KJ940349.1 * Sagonas ve dig., 2014
YunanistanDogu_11 | L. trilineata Yunanistan, St. Ellada, Fthiotida | KJ940348.1 * Sagonas ve dig., 2014
YunanistanDogu 12 | L. trilineata Yunanistan, St. Ellada, KJ940339.1 * Sagonas ve dig., 2014
Messologi
YunanistanDogu_13 | L. trilineata Yunanistan, St. Ellada, KJ940340.1 * Sagonas ve dig., 2014
Messologi
YunanistanDogu_14 | L. trilineata Yunanistan, St. Ellada, Voiotia KJ940352.1 * Sagonas ve dig., 2014
YunanistanDogu_2 L. trilineata Yunanistan, St. Ellada, Attiki KJ940347.1 * Sagonas ve dig., 2014
YunanistanDogu 3 L. trilineata Yunanistan, St. Ellada, KJ940341.1 * Sagonas ve dig., 2014
Evrytania
YunanistanDogu 4 L. trilineata Yunanistan, St. Ellada, Evvoia KJ940344.1 * Sagonas ve dig., 2014
YunanistanDogu_5 L. trilineata ?(ctar:almistan, St. Ellada, Evvoia KJ940343.1 * Sagonas ve dig., 2014

adasi1
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Tablo 3.14 (devam): Analizlerde kullanilan Tirkiye ve yurtdisindan farkli tiirlere ait grup adi ve gen
bankasi verileri. * Yayinlanmamig kaynak.

GRUP ADI Tiir Ad1 Lokalite NCBI COl | Cytb Referans

YunanistanDogu 6 L. trilineata Yunanistan, St. Ellada, Evvoia | KJ940342.1 * Sagonas ve dig., 2014
adasi

YunanistanDogu_7 L. trilineata Yunanistan, St. Ellada, Evvoia | KJ940345.1 * Sagonas ve dig., 2014
adasi

YunanistanDogu_8 L. trilineata Yunanistan, St. Ellada, Fokida | KJ940351.1 * Sagonas ve dig., 2014

YunanistanDogu_9 L. trilineata Yunanistan, St. Ellada, Fokida | KJ940350.1 * Sagonas ve dig., 2014

YunanistanGiiney_1 L. trilineata Yunanistan, Immitos LN835028.1 * Marzahn ve dig., 2016

YunanistanGiiney 10 L. trilineata Yunanistan, Peloponnisos, KJ940363.1 * Sagonas ve dig., 2014
Argolida

YunanistanGiiney 11 L. trilineata Yunanistan, Peloponnisos, KJ940364.1 * Sagonas ve dig., 2014
Argolida

YunanistanGiiney 12 L. trilineata Yunanistan, Peloponnisos, KJ940361.1 * Sagonas ve dig., 2014
Arkadia

YunanistanGiiney 13 L. trilineata Yunanistan, Peloponnisos, KJ940362.1 * Sagonas ve dig., 2014
Arkadia

YunanistanGiiney 14 L. trilineata Yunanistan, Peloponnisos, KJ940358.1 * Sagonas ve dig., 2014
Ileia

YunanistanGiiney 15 L. trilineata Yunanistan, Peloponnisos, KJ940359.1 * Sagonas ve dig., 2014
lleia

YunanistanGiiney 16 L. trilineata Yunanistan, Peloponnisos, KJ940356.1 * Sagonas ve dig., 2014
Lakonia

YunanistanGiiney 2 L. trilineata Yunanistan, Peloponnesos, MK330104.1 * Kornilios ve dig., 2019
Argolis

YunanistanGiiney 3 L. trilineata Yunanistan, Peloponnesos, MK330115.1 * Kornilios ve dig., 2019
Argolis

YunanistanGiiney 4 L. trilineata Yunanistan, Peloponnesos, MK330116.1 2 Kornilios ve dig., 2019
Feneos

YunanistanGiiney 5 L. trilineata Yunanistan, Peloponnesos, LN835029.1 * Marzahn ve dig., 2016
Gialova

YunanistanGiiney 6 L. trilineata Yunanistan, Peloponnesos, MK330114.1 * Kornilios ve dig., 2019
Kaiafas

YunanistanGiiney 7 L. trilineata Yunanistan, Peloponnesos, MK330103.1 * | Kornilios ve dig., 2019
Selinountas

YunanistanGiiney 8 L. trilineata Yunanistan, Peloponnisos, KJ940357.1 * Sagonas ve dig., 2014
Achaia

YunanistanGiiney 9 L. trilineata Yunanistan, Peloponnisos, KJ940360.1 * Sagonas ve dig., 2014
Achaia

YunanistanKuzey_1 L. trilineata Yunanistan, Makedonia, KJ940331.1 * Sagonas ve dig., 2014
Florina

YunanistanKuzey_2 L. trilineata Yunanistan, Makedonia, KJ940332.1 * Sagonas ve dig., 2014
Imathia

YunanistanOrta_1 L. trilineata Yunanistan, Thessalia, KJ940336.1 * Sagonas ve dig., 2014
Karditsa

YunanistanOrta_2 L. trilineata Yunanistan, Thessalia, Larissa | KJ940337.1 * Sagonas ve dig., 2014

YunanistanOrta_3 L. trilineata Yunanistan, Thessalia, KJ940334.1 * Sagonas ve dig., 2014
Magnisias

YunanistanOrta_4 L. trilineata Yunanistan, Thessalia, KJ940335.1 * Sagonas ve dig., 2014
Magnisias

YunanistanOrta_5 L. trilineata Yunanistan, Thessalia, Trikala | KJ940333.1 * Sagonas ve dig., 2014

YunanistanTrakya_1 L. trilineata Yunanistan, Trakya, Evros KJ940330.1 * Sagonas ve dig., 2014

YunanistanTrakya_2 L. trilineata Yunanistan, Trakya, Rodopi KJ940329.1 * Sagonas ve dig., 2014
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Coklu lokuslar i¢in filogenetik analiz Beast2 programi kullanilarak yapildi. BEAUTi 2
programi StarBeast sablonu ile iki lokusun FASTA formatindaki dosyalar1 eklendi. Burada
kullanilan diziler COI (536 baz) ve Cytb (434 baz) gen bolgesinin ikisinde de ortak bulunan
dizileri icermektedir. Iki bdlgede toplamda 34 6rnek kullanildi. Takson setleri igin grup isimleri
kullanildi. Site model i¢in Gamma Model secilerek GTR, HKY, JC69, TN93 modelleri
olasiliklarinda Markov chain Monte Carlo (MCMC) kullanilarak 10 milyon zincir uzunlugu,
5000 de bir agag¢ kaydedildi. Dosya xml uzantili olarak kaydedildi ve Beast programi agilarak
calistirilldi. Olusturulan agaglar program tarafindan ayni1 dosyaya kaydedildi.

Olusturulan agaclar FigTree Version 1.4.4 programinda agilarak kontrol edildi. Coklu agaclar
icin TreeAnnotator Version 2.6.6 kullanilarak agaclarin %25°1 yakilarak konsensus agac

olusturuldu.

Tir smurlarinin - belirlenmesi  icin - GMYC (Generalised Mixed Yule Coalescent)
(https://species.h-its.org/gmyc/) ile bPTP (Bayesian implementation of the Poisson Tree
Processes) (Zhang ve dig., 2013; https://species.h-its.org/ptp/) online web sunucular1 kullanildi.
GMYC i¢in dal uzunluklar esit olan newick formatindaki aga¢ single threshold ve multi
threshold methodlar1 ayr1 ayr1 kullanilarak uygulandi. Iki sonugta degerlendirildi. bPTP online
web sunucusu i¢in dal uzunluklarmi veren newick formatindaki aga¢ 100000 MCMC

jenerasyonu uygulanarak maksimum likelihood ve bayesian sonuglari alindi.
3.6.4. Haplotip Analizi

Haplotip analizleri Tiirkiye populasyonlar1 ve yurtdisina ait populasyonlar ile karsilastirmali
olarak yapildi. Analizler i¢in hizalanmis ve trimlenmis FASTA formatinda kaydedilmis
sekanslar kullanildi. COI ve Cytb gen bolgesi i¢in haplotip analizleri ayr1 yapildi. COI gen
bolgesi i¢in 23 6rnek, 707 baz uzunlugundaki sekans kullanildi. Cytb gen bolgesi igin Tiirkiye
poplilasyonlarini kapsayan 43 6rnek ve 414 baz uzunlugundaki sekanslar kullanildi. Arnavutluk
ve Yunanistan popiilasyonlar1 ile L. citrovittata, L. media ve L. pamphylica tiirleri
karsilastirmali analizler i¢in 91 6rnek ve 414 baz kullanildi. Haplotipler bireysel olarak ve
gruplar olusturularak sematize edildi. Analizler i¢in R version 4.1.2. (R Core Team, 2021)
programi kullanilmistir. "BiocManager" (Morgan ve Ramos, 2021), "adegenet" (Jombart,
2008), "ape" (Paradis ve dig., 2008; Popescu ve dig., 2012), "ggtree" (Yu, 2020), "ggplot2"
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(Wickham, 2011), "ips" (Heibl, 2019), "haplotypes” (Aktas, 2020), "pegas” (Paradis, 2010),
"phytools" (Revell, 2012), "stats" (R Core Team, 2021) ve "treeio" (Wang ve dig., 2020)
paketleri kullanilarak haplotipler olusturuldu. Haplotip frekansi (hf) ve haplotip yiizdesi (pct)
hesaplandi. Hamming uzaklik metodu ile haplotipler arasi uzakliklar belirlendi. Heatmap (1s1
haritasi) ile haplotipler aras1 yakinlik iliskisi verildi. Haplotipler ayrintili olarak her 6rnege ait
ve grup halinde renklendirilmis halde gorsellestirildi. Haplotiplere ait filogenetik agac
Neighbor-joining (NJ) (Saitou ve Nei, 1987) ile bootstrap metodu kullanilarak olusturuldu.
Calisma i¢in kullanilan kodlar Toparslan ve dig. (2020)’den degistirilerek alinmistir.

Filogenetik ve haplotip analizlerinde kullanilan ve Tiirkiye populasyonlarina ait 6rnekler, NCBI

veri tabanina ON197879-ON257011 numaralar1 arasinda kayit edilmistir (Tablo 3.13).
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4. BULGULAR

4.1. ARAZiIi CALISMALARINDAN VE MUZELERDEN ELDE EDILEN
ORNEKLER

2016-2018 yillar1 arasinda yapilan arazi ¢aligmalarinda toplam dokuz o6rnek alindi. Bu
orneklerden altis1 erigkin birey, ikisi juvenil birey olup bir ergin bireye ait kuyruk alindi.
Yakalanan drneklere ve habitatlarina ait fotograflar Sekil 4.1 ve Sekil 4.2 verilmistir. Canakkale
Onsekiz Mart Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Zooloji Miizesi
koleksiyonundan 2003 — 2017 yillar1 arasinda toplanan 36 6rnek alindi. Bu 6rneklerin 26’s1
eriskin 10’u juvenil birey olarak belirlendi. Dokuz Eyliil Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii Zoolojik Hayvan Koleksiyonu’ndan 2010 — 2015 yillar1 arasinda toplanan 20 birey
alindi. Bu 6rneklerden 13’1 erigkin 7’si juvenil birey olarak ¢aligmaya dahil edildi. Dis grup
olarak Lacerta media tiiriine ait Karaman ilinden toplanan iki birey (LT21, LT29) COMU
Zooloji Miizesi’'nden ve DEU Zooloji Koleksiyonu’ndan Mersin iline ait bir birey (LT3) alindi.

Arazi caligmalarindan ve miizelerden elde edilen toplam birey sayisi 65°tir. Elde edilen

orneklerin Tirkiye dagilimi Sekil 4.3.’de verilmistir.

Sekil 4.1: 2016 yil1 Bursa ili arazi ¢alismasinda yakalanan erigkin bireye ve yakalandigi habitata ait
fotograflar.
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Sekil 4.2: 2018 yil1 [zmir arazisinden yakalanan juvenil bireye ve yakalandig: habitata ait fotograflar.
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Sekil 4.3: Arazi ¢alismasi ve miizelerden elde edilen 6rneklerin Tiirkiye haritas1 tizerindeki lokalite
verileri. Yesil renkli kodlar arazi ¢alismalarini, mor renk DEU Zooloji koleksiyonundan, kirmizi
renk COMU Zooloji Miizesi koleksiyon 6rneklerini gosterir.
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4.2. DNA IZOLASYONU VE PZR SONUCLARI
4.2.1. Nanodrop Olciim Sonuclari ve Jel Goriintiileri

DNA izolasyonu manuel ve kitlere ait protokoller takip edilerek yapildi. Manuel olarak iki
farkli protokol uygulandi (Arseneu ve dig., 2016; Aljanabi ve Martinez, 1997). Kit ile ti¢ farkli
protokol uygulandi (G-Spin™ Total DNA Extraction Kit, Qiagen DNeasy Blood & Tissue Kits,
ZYMO Research Quick-DNA™ Miniprep Plus Kit). Izolasyonu yapilan érneklerin nanodrop

Ol¢lim sonuglar1 Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1: DNA izolasyonu yapilan 6rneklere ait nanodrop 6lglim sonuglari.

Ornek Konsantrasyon 260/280 Ornek Konsantrasyon 260/280
(ng/ul) (ng/pl)
LT1 44.80 1.88 LT17B 88.40 1.90
LT2 20.20 1.89 LT18 26.30 1.92
LT3 33.80 147 LT19 182.5 2.05
LT4 36.60 2.01 LT20 19.90 2.13
LT5 18.00 197 LT21 49.20 2.05
LT6 7.900 1.85 LT22 6.700 1.66
LT7 27.50 1.92 LT23 123.8 1.99
LT8A 29.40 1.90 LT24 10.50 -04
LT8B 24.90 1.89 LT25A 30.30 1.78
LT9 171.1 12 LT25B 10.10 3.19
LT10 2.400 1.73 LT26 8.100 2.52
LT11 123.8 1.78 LT27 3.600 2.92
LT12 24.40 0.92 LT28 172.8 1.83
LT13A 6.800 2.07 LT29 24.90 2.2
LT13B 89.70 2.00 LT30 1.400 -8.88
LT13C 3.800 1.89 LT31A 13.00 2.28
LT13D 25.30 2.0 LT31B 9.700 2.40
LT14 304.2 2.09 LT31C 26.10 2.13
LT15A 92.70 1.63 LT31D 10.00 2.18
LT15B 3.100 1.88 LT31E 7.600 2.73
LT15C 31.60 1.72 LT31F 2.200 -6.73
LT16A -2.100 0.93 LT31G 9.700 2.83
LT16B 1.300 1.72 LT31L 8.700 251
LT16C -0.900 0.96 LT32 33.60 1.96

LT16D -2.900 1.05 LT33 27.80 2.52
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Tablo 4.1 (devam): DNA izolasyonu yapilan 6rneklere ait nanodrop 6l¢iim sonuglari.

Ornek Konsantrasyon 260/280 Ornek Konsantrasyon 260/280
(ng/pl) (ng/pl)
LT16E 0.800 -1.06 LT34 39.80 1.85
LT16F -2.600 1.01 LT35 40.70 2.02
LT16G 100.2 1.94 LT36A 255.4 2.03
LT16H -0.900 0.54 LT36B 46.00 1.89
LT16K 527.9 2.02 LT37B 21.20 2.00
LT17A 32.20 1.94 LT38 42.80 144

Nanodrop 6lgtimleri yapilan 6rneklerin DNA varliginin kontrolii i¢in jel goriintiisii alindi. Her
ornekten 3-5 pl arasinda alinan DNA miktar1 %1,5 jel elektroforezinde yiiriitiildii. Yiiriitiilen

orneklerden bazilarina ait jel goriintiileri Sekil 4.4°te verilmistir.

LT4 LTI5C LT37A LT36B LT22 LT36A LT25A LT37B LT38 LT34 LT2 LT5

Sekil 4.4: DNA izolasyonu yapilan bazi 6rneklere ait jel elektroforez goriintiisii.

4.2.2. COI ve Cytb Gen Bolgelerine ait PZR Jel Goriintiileri

DNA izolasyonu yapilan 62 6rnekten 55 6rnek bu ¢aligma igin Polimer Zincir Reaksiyonlarinda
kullanildi. Ornek sayisinin yiiksek oldugu Bolu, Kirklareli ve izmir gibi illerdeki 6rnek sayisi
diisiiriildii. Iki gen bdlgesi igin belirlenen protokol uygulanarak PZR islemleri yapildi. PZR
iiriinlerinden 5-7 pl alinar