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Keywords

Kocaeli Universitesi Umuttepe Yerleskesi’nde siklikla rastlanan kertenkeleler, molekiiler diizeyde tiir
teshisi yapilmak tizere yakalanip, kuyruk bolgelerinden doku oOrnekleri alindi. Ardindan DNA
izolasyonu, evrensel mitokondrial COI ve 16S rRNA primerleri kullanilarak Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) ve DNA dizi analizleri yapildi. Elektroferogramlari degerlendirildi ve elde edilen
sonuglar NCBI veri tabaninda kayitli kertenkele tiirleri ile karsilastirildi. Tiir bazinda molekiiler
filogenetik analiz yapilan bu c¢alismada Kocaeli Universitesi'nde yayilis gosteren kertenkelelerin
Podarcis siculus tiiriine (Istanbul Kertenkelesi) ait olduklar1 tespit edildi.

Abstract

Barcode Gene

DNA

Lizard

Phylogenetic Analysis
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Lizards, commonly found in the Umuttepe Campus of Kocaeli University, were caught and tissue
samples were taken from their tail region for species identification through molecular analysis. After
that, DNA isolation, Polymerase Chain Reaction (PCR) by using universal primers for the
mitochondrial COl and 16S rRNA, and DNA sequence analysis were performed. Electropherograms
were evaluated and the results obtained were compared with the species recorded in the NCBI
databases. In this study using molecular phylogenetic analysis for species identification, the lizards
distributed in the Umuttepe Campus of Kocaeli University were determined to belong to Podarcis
siculus (Istanbul lizard).

1. Giris

Reptilia (stiringenler) omurgalilarin  ““Tetrapoda”’
denen “4 bacaklilar” veya “kara omurgalilar’” grubunun
2’inci sinifin1 olustururlar. Bu sinifin dyelerinin her bir
bacaginda 5 parmak ve parmak uglarinda keratin yapisinda
tirnaklar bulunur [1]. Siiriingenler sinifi bes grup hayvanin
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bir araya gelmesiyle olusur. Bu gruba dahil olan hayvanlar
yilanlar, kertenkeleler, kaplumbagalar, timsahlar ve kalak
baslilardir [2].

Kertenkeleler, siriingenler simifimn  Squamata
(pullular) takimina aittir. Tirkiye’de genis cografyalara
yayilan kertenkeleler iilkemizde sekiz familya (Agamidae,
Chamaeleonidae, Gekkonidae, Lacertidae, Scincidae,
Anguidae, Varanidae, Eublepharidae ve Blanidae) ile
temsil edilen kertenkelelerin tiir bakimindan en zengin
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olan1 Lacertidae familyasidir. Lacertidae familyasi
ilkemizde 13 cins (Acanthodactylus, Anatololacerta,
Apathya, Darevskia, Eremias, Iranolacerta, Lacerta,
Meselina, Ophisops, Parvilacerta, Phoenicolacerta,
Podarcis ve Timon) ile temsil edilir. Bu cinslerden biri
olan Podarecis cinsinin Diinya’da yayilis gosteren 22 tiiri,
Tirkiye’de ise 3 tiirii (Podarcis muralis, Podarcis siculus
ve Podarecis tauricus) bulunur [3].

ftalyan duvar kertenkelesi olarak da bilinen Istanbul
kertenkelesi latince ismiyle Podarcis siculus, Orta Akdeniz
bolgesinde yayihis gosterir. Ozellikle Giineybati Avrupa
iilkelerinde Italya’da, Sicilya, Sardunya, Korsika'da ve
Adriyatik kiyilarinin kuzey kesiminde ve bircok Adriyatik
adasinda ¢ok sayida rastlanir [4]. Ilging bir sekilde
Yunanistan, Bulgaristan ve Trakya’nin biiyiilk kisminda
mevcut olmayan tiir Istanbul ve civarinda tekrar ortaya
cikar. Bu kesikli yayilis durumu nedeniyle bu tiiriin
Istanbul gemilerle  geldigi  muhtemeldir.
Tiirkiye’de Marmara Denizi kiyilari, Marmara Adalari,

civarina

Istanbul ici, Kocaeli, Adapazar1 ve Zonguldak’ta yayilis
gosterir. Deniz seviyesinden 1800 metre yiiksekliklere
kadar ¢ikabilir [5].

Viicut boyu yaklasik 24 cm ve kuyruklart viicudunun
2/3’i kadar olan Podarcis siculus™un sirt pullan kiigiik,
yuvarlak ve diizdiir. Sirt tarafi genellikle yesilimsi veya gri
kahverengi olup karisik diizende koyu veya agik lekelidir,
karin tarafi beyaz, kirmizi ve lekesizdir. Yer altinda,
agaglar {lizerinde, kayalik kisimlar, tas duvarlar ile ¢alilik
yerlerde, egimli yollarin sinirlar1 boyunca yasarlar. Bocek
tirleriyle beslenirler. Bir digi 3-12 yumurta birakir.
Poikloterm canlilardir. Eyliil ile Mart aylar1 arasinda
taglarin altinda ya da yariklarda kig uykusuna yatarlar [5].

Podarcis siculus’un taksonomisi soyledir:

Domain: Eukaryota
Kingdom: Metazoa
Phylum: Chordata
Subphylum: Vertebrata
Class: Reptilia
Order: Sauria
Family: Lacertidae
Genus: Podarcis
Species: Podarcis siculus (Rafinesque-
Schmaltz, 1810)

Bu calisma Kocaeli Universitesi, Umuttepe
Yerleskesinde yayilis gosteren kertenkelelerin, Sitokrom
Oksidaz Subunit | (COI) ve 16S rRNA gen bélgeleri ile
molekiiler diizeyde tiir bazinda tespitini yapmak iizere
amaglanmigtir.

2. Materyal-Metod
2.1. DNA izolasyonu

Calisma i¢in Tartm ve Orman Bakanligi, Doga
Koruma ve Milli Parklar Genel Midiirliigii (E.3757721) ve
KOU-HADYEK (2/1-2018)
Universitesi Umuttepe Yerleskesinde yayilis gosteren
kertenkelelerden 2 adet yakalanip (Sekil 1) eter ile
bayiltildiktan sonra kuyruk bdlgelerinden yiizer mg kadar
doku ornekleri alinip Zymo Research Solid Tissues DNA
izolasyon kiti ile genomik DNA elde edildi.

izinleri alindi. Kocaeli

|

Sekil 1.
goriintisii.

Podarcis siculus bireyinin dorsalden

2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Agaroz Jel
Elektroforezi

COI [6] ve 16S rDNA [7] gen bdlgelerine ait evrensel
primerler (Tablo 1) kullanilarak ilgili gen bolgeleri PZR ile
cogaltild1 ve %1°lik agaroz jel hazirlanarak 100 voltta 45
dakika yrtittldii.

Tablo 1. COI ve 16S rDNA gen bolgelerine ait primerler ve hibritlesme sicakliklar.

Genler

Primerler COl

16S rDNA

Forward LCO1490

5’- GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG -3°

5’-TCGACTGTTTACCAAAAACATAGC-3’

HC02198
Reverse

5’-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3’

5’-ACGGAATGAACTCAAATCATGTAA-3’

Hibritlesme

sicakhi 55°C’de 1 dk

50°C de 30s
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2.3. DNA Dizi Analizi

PZR iirtinleri ExoSAP-ITTM PCR Product Cleanup
Reagent (Thermo Fisher Scientific, USA) kiti prosediiriine
uygun olarak BM Lab tarafindan saflagtirithp ABI 3730XL
Sanger dizileme cihazi (Applied Biosystems, Foster City,
CA) ve BigDye Terminatér v3.1 Cycle Dizileme Kkiti
kullanilarak yapildi.

2.4. Filogenetik Analiz

DNA sekanslarina ait elektroferogramlar Choromas
2.6.5 programu ile goriintiillendi. Ardindan diziler ayr1 ayri
FASTA formatinda kaydedildi. Dizilerin forward ve
reverse complement okumalart Clustal W programi ile
hizalanarak karsilastirildi. COI ve 16S rRNA bdlgesine ait
diziler FASTA formatinda NCBI BLAST’ta yiiklendi.
NCBI Nucleotide’de en ¢ok benzerlik gosteren diziler
tespit edilerek erisim numaralar1 (accession number) ile
birlikte filogenetik agacta kullanilmak tizere kaydedildi.
Niikleotid dizileri iki gen i¢in ayri ayrt MEGA 7.0
programina yiiklendi. Modelleme yontemleri ve mesafeleri
belirlendi. Maximum Likelihood metodu Tamura-Nei
Modeli (1993), Bootstrap 1000’de filogenetik agaglari
olusturuldu.

3. Bulgular

3.1. COl

Umuttepel ve Umuttepe2 ismi verilen kertenkelelere
ait COI dizileri ayr1 ayr1 NCBI Blast’a girilerek veri

tabaninda bulunan kertenkele tiirleriyle
bulundu. Bunlar arasindan ¢aligmamiza ait COI dizileriyle

benzerlikleri

%96,70-%78,53 benzerlik oranlarina goére Podarcis siculus
(FJ460598.1), Podarcis muralis (KP697905.1), Podarcis
peloponnesiacus  (KF003299.1), Podarcis  cretensis
(KF003298.1), Podarcis lilfordi (KF003303.1), Apathya
cappadocica (KF003282.1), Lacerta agilis (KP697866.1)
veri tabanindan segildiler. Calismamiza ait MH454664 ve
MH454665 erisim numarali Podarcis siculus’lar ile veri
tabanindan belirlenen 6rneklere ait COI geni i¢in en diisiik
genetik uzaklik 0,000, en yiiksek genetik uzaklik ise 0,202
olarak bulundu (Tablo 2).

Umuttepe1
100
100 Umuttepe2

Podarcis siculus (FJ460598.1)

Podarcis pelopc us (KF003299.1)

93

99

Podarcis c

is (KF003298.1)

Podarcis muralis (KP697905.1)

Podarcis lilfordi(KF003303.1)

Apathya cappadocica (KF003282.1)

100

Lacerta agilis (KP697866.1)

_
005

Sekil 2. Umuttepel ve Umuttepe2’ye ait COI gen
bolgeleri i¢in ML metodu ile olusturulan molekiiler
filogenetik agaci.

Programda baz frekanslar1 f(A)=0,254, f(T)=0,328,
f(C)=0,254, f(G)=0,165 ve +G (Gamma distribution)=0,19
olarak elde edildi. Orneklerimize ait COI gen bolgesi i¢in
filogenetik agac Sekil 2°de goriilmektedir.

Tablo 2. Umuttepel ve Umuttepe2’ye ait Podarcis siculus COI gen bolgeleri ile diger gruplara ait ML ve genetik

uzakliklari.
1 2 3 4 5 6 7 8 9

1. Umuttepe 1 0,000 0,007 0,013 0,013 0,013 0,014 0,017 0,018
2. Umuttepe 2 0,000 0,007 0,013 0,013 0,013 0,014 0,017 0,018
3. Podarcis siculus (FJ460598.1) 0,032 0,032 0,012 0,013 0,013 0,014 0,017 0,018
4. Podarcis muralis (KP697905.1) 0,111 0,111 0,116 0,012 0,013 0,013 0,016 0,017
5. Podarcis peloponnesiacus (KF003299.1) 0,117 0,117 0,112 0,097 0,011 0,014 0,016 0,017
6. Podarcis cretensis (KF003298.1) 0,119 0,119 0,122 0,102 0,068 0,014 0,016 0,018
7. Podarcis lifordi (KF003303.1) 0,139 0,139 0,143 0,107 0,128 0,131 0,015 0,016
8. Apathya cappodocica (KF003282.1) 0,185 0,185 0,190 0,175 0,182 0,182 0,167 0,015
9. Lacerta agilis (KP697866.1) 0,202 0,202 0,202 0,189 0,194 0,209 0,172 0,153
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3.2.16S rDNA

Podarcis siculus olduklar tespit edilen Umuttepel ve
Umuttepe2’ye ait 16S rDNA gen bolgeleri igin NCBI veri
bankasindan MH424348 ve MH424349 erisim numaralari
elde edildi. Ayni veri tabanindan ¢alismamiza ait olan 16S
rDNA gen bolgeleri ile yakin benzerlik gosteren kertenkele
tiirleri tespit edildi. Umuttepel ve Umuttepe2 16S rDNA
dizileriyle 9%98,06-85,56 benzerlik oranlarina gore
Podarcis siculus (MF187686.1), Podarcis hispanica
(DQ081094.1), Podarcis erhardii (KX658179.1), Podarcis
lilfordi (KX658188.1), Podarcis pityusensis
(KX658227.1), Podarcis tauricus (MF348212.1), Podarcis
melisellensis (AY185019.1), Podarcis milensis
(AY768741.1), Podarcis gaigeae (KX658186.1), Podarcis
peloponnesiaca (AY896179.1) veri tabanindan segildiler.
Calismamiza ait MH424349 ve MHI187686.1 erisim
numarali Podarcis siculus’lar ile veri tabanindan belirlenen
orneklere ait 16S rDNA geni icin en diisiik genetik uzaklik
0,014, en yiiksek genetik uzaklik ise 0,080 olarak bulundu

f(T)=0,296; f(C)= 0,204; f(G)=0,037 ve +G (Gamma
distribution)=0,09 olarak elde edildi. Orneklerimize ait 16S
rDNA gen bolgesi icin filogenetik aga¢c Sekil 3’de
goriilmektedir.

Podarcis erhardii (KX658179.1)

Podarcis pelop (AY896179.1)

2 [—
Podarcis lilfordi (KX658188.1)
98 I: Podarcis pityusensis (KX658227.1)

Podarcis tauricus (MF348212.1)

i Podarcis hi (DQ081094.1)
‘47—1 Podarcis is (AY185019.1)
7 ﬁ Podarcis milensis (AY768741.1)
Podarcis gai (KX658186.1)
27 ——  Umuttepe1 (MH424348)
100 Umuttepe2 (MH424349)
64{:odarcis siculus (MF187686.1)
—

0.0050

Sekil 3. Umuttepel ve Umuttepe2’ye ait 16S rDNA gen
bolgeleri i¢in ML metodu ile olusturulan molekiiler

(Tablo 3). Programda baz frekanslari f(A)=0,296;  filogenetik agaci.
Tablo 3. Umuttepel ve Umuttepe2’ye ait Podarcis siculus 16S rDNA gen bolgeleri ile diger gruplara ait ML ve
genetik uzakliklar.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1. Umuttepe 1
(MH424348) 0,006 0,005 0,013 0,012 0,012 0,012 0,012 0,012 0,012 0,011 0,013
2. Umuttepe 2
(MH424349) 0,016 0,002 0,012 0,011 0,011 0,011 0,011 0,011 0,011 0,010 0,012
3. Podarcis siculus
(MH187686.1) 0,014 0,002 0,012 0,011 0,011 0,011 0,011 0,011 0,011 0,010 0,012
4. Podarcis hispanica
(DQ081094.1) 0,087 0,080 0,078 0,012 0,012 0,011 0,011 0,010 0,011 0,012 0,011
5. Podarcis erhardii
(KX658179.1) 0,069 0,057 0,055 0,069 0,009 0,009 0,010 0,010 0,010 0,010 0,010
6. Podarcis lifordi
(KX658188.1) 0,069 0,057 0,055 0,076 0,046 0,006 0,010 0,010 0,010 0,009 0,010
7. Podarcis pityusensis
(KX6581227.1) 0,067 0,055 0,053 0,064 0,041 0,016 0,009 0,010 0,010 0,010 0,010
8. Podarcis taircus
(MF348212.1) 0,080 0,069 0,067 0,067 0,053 0,053 0,044 0,010 0,009 0,009 0,011
9. Podarcis melisellensis
(AY185019.1) 0,069 0,062 0,060 0,057 0,050 0,057 0,046 0,053 0,010 0,009 0,010
10. Podarcis milensis
(AY768741.1) 0,071 0,060 0,057 0,067 0,046 0,060 0,048 0,046 0,046 0,007 0,011
11. Podarcis gaigeae
(KX658186.1) 0,057 0,046 0,044 0,076 0,055 0,046 0,048 0,048 0,044 0,028 0,010
12. Podarcis
peloponnesiaca
(AY896179.1) 0,080 0,069 0,067 0,064 0,046 0,055 0,046 0,062 0,055 0,057 0,050

4. Tartisma ve Sonug

Canlilarda tiir teshisi yapmak igin bilim insanlar
tarafindan  ¢esitli  yontemler kullanilmaktadir. Bu
yontemlerden biri uzun yillardir kullanilan ve kullanilmaya
devam eden geleneksel yontemlerdir. Bu yontemde once

canlinin dis goriiniisiine gore bireyler ayiklanir, esey ve yas
ayrimi  yapilir, varsa karsilastirma materyallerinden
yararlanilir, ¢izimler, fotograflar kullanilir. Fenotipik
yontem olarak da anilan geleneksel yontemde tiir tayini
yapmak uzun zaman almakta ve bazen sonug¢ bile
vermemektedir. Son yillarda tir tayini yapmada
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geleneksel yontemler yerini molekiiler yontemlere
birakmaya baglamistir. Filogenetik analiz de denilen bu
yontemlerde evrimsel olarak degismemis (korunmus)
genler ¢alisiimaktadir. Tlgili genin korunmus bolgesi icinde
degisken bolgelerinin bulunmasi tiir tayinini yapmada
oldukga 6nemlidir. Molekiiler diizeyde tiir tayini yapmada
en ¢ok kullanilan genler mitokondrial protein kodlayan
COl, COll, Cyth, ND1 ve ND2 genleri ve 16S ve 12S
rDNA genleri, ¢ekirdek DNA’sinda ise 18S, 28S, 5.8S
rDNA genleri ile IGS ve ITS gen bolgeleridir.

COI tire 6zgii DNA profili ¢ikarmada en uygun
genlerden biridir. COI evrensel primerleri kullanilarak
denizanas1  gibi
stirlingenlere ¢ok farkli canli profilinde molekiiler diizeyde
taksonomik tanimlama yapilabilmektedir. Yaklasik 655
baz ciftlik bolgeye karsilik gelen protein kodlayan bu gen
oldukea yiiksek ayirim giiciine sahiptir. Bu nedenle DNA
barkod bolgesi olarak kabul edilmektedir [8-10].

Ribozomal RNA bilgisini tastyan rDNA geni de son

sucul canlilardan bo6ceklere hatta

yillarda siiflandirmada biyomarker olarak
kullanilmaktadir. Aragtirmacilar tarafindan rDNA dizisinin
sik tercih edilmesinde; ribozomal RNA’larin tiim canlilarin
protein sentezinde Onemli rol oynamasi, bu genetik
yapilarin tiim canlilarda primer ve sekonder kopyalarinin
fonksiyonel olarak korunmus olmasidir. 16s rDNA
evrensel primerleri kullanilarak filogenetik akrabalik
derecesini belirlemek amaciyla bu gen bolgesi, PCR
cihazinda gogaltilip ardindan DNA sekansi elde edilip gen
bankasindaki diger dizilerle karsilastirilarak analizleri
yapilmaktadir. Yaklasik 1550 baz ¢ifti biiyiikliigiinde olan
16S rDNA gen boélgesinin iizerinde iyi korunmus bolgeler
olmasimin yaninda heterojen bolgeler de icermesi
filogenetik tir tayininde olduk¢a ideal olmasini
saglamaktadir [11, 12].

Simdiye kadar 22 tiirii belirlenen Podarcis cinsine ait
li¢ tiir Podarcis muralis, Podarcis siculus ve Podarcis
tauricus lilkemizde goriilmektedir. Podarcis tiirleri gerek
viicut biiyiikliigii ve sekli gerekse renklenmesi acisindan
taksonomileri zorlagtirmakta, tiirler aras1 ve popiilasyonlar
arasi yiiksek degiskenlik gostermektedir [13]. Ulkemizde
kertenkeleler tizerine yapilan calismalar incelendiginde
daha ¢ok morfoloji ve yayilislar1 {izerinde olduklar
goriilmektedir [1, 3, 14]. Molekiiler diizeyde ise birkag
calisma bulunmaktadir. Bunlar arasinda; Podarcis muralis
[3], Darevskia rudis (Trabzon kertenkelesi), Darevskia
bithynica, Podarcis siculus ve Podarcis tauricus 16S rRNA
ve cytB genleri lizerinde yapilmis ¢alismalar [15] ile
Giliney Anadolu’da yayilis gosteren Anatololacerta [16]
cinsi kertenkeleler ilizerinde mitokondrial DNA ve nDNA
markerlari ile yapilmis bir ¢alisma bulunmaktadir.

Umuttepel ve Umuttepe2 drneklerimiz, NCBI genom
veri bankasindan segilen diger kertenkele tiirleri ile
mesafeler agisindan karsilagtirildiginda (Tablo 2, Tablo 3

ve ClustalW karsilagtirmalarinda (burada bu data
gosterilmemistir)) COI gen bolgesi daha etkili goriinse de
kanimizca kertenkelelerde tiir diizeyinde farklili§i ortaya
koymada her iki DNA barkod geni de etkili olmustur.

Kocaeli Universitesi Umuttepe Yerleskesi’nde yayilis
gosteren ve rastgele yakalanan kertenkele &rneklerinin,
DNA barkod genleri olan mitokondrial COIl ve 16S rDNA
genleri kullanilarak yapilan bu arastirma ile Podarcis
siculus tiirii olduklar1 tespit edilmistir. Geleneksel tiir
teshisi yontemi her ne kadar zaman alic1 olsa da hem
geleneksel hem de molekiiler DNA barkod yontemlerinin
birlikte kullanilmasi, ¢aligmalari daha degerli kilacaktir.
Tirkiye’de  yayilis  gosteren  Podarcis,  Blanus,
Anatololacerta, Mediodactylus, Darevskia, Eremias,
Lacerta, Phoenicolacerta, Trachylepis gibi pek ¢ok cinse
ait tiirler bulunmaktadir. Ulkemizde yasayan bu tiirler
molekiiler diizeyde c¢alisgiimamistir. Konuya ilgi duyan
geng arastirmacilara DNA barkod genleri kullanilarak
Tirkiye’ye ait  kertenkelelerin  DNA  profillerinin
¢ikarilmast ve Genom veri bankalarma kazandirmalari
Onerilmektedir.
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