T.C.
RECEP TAYYIiP ERDOGAN UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

RiZE VE GUMUSHANE ILLERINDEKI Mertensiella caucasica
(Waga, 1876) POPULASYONLARINDA CHYTRIDIOMYCOSIS
VARLIGININ ARASTIRILMASI

SUMEYYE ALTUNISIK

TEZ DANISMANI
DOC. DR. SERKAN GUL
TEZ JURILERI
PROF. DR. BILAL KUTRUP
PROF. DR. NURHAYAT OZDEMIR

YUKSEK LiSANS TEZi
BiYOLOJi ANABILIM DALI

RIiZE-2019
Her Hakki Sakhdir



T.C.
RECEP TAYYIiP ERDOGAN UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

RiZE VE GUMUSHANE ILLERINDEKI Mertensiella caucasica (Waga, 1876)
POPULASYONLARINDA CHYTRIDIOMYCOSIS VARLIGININ
ARASTIRILMASI

Dog. Dr. Serkan GUL danismanliginda, Siimeyye ALTUNISIK tarafindan hazirlanan
bu ¢alisma, Enstitii Yonetim Kurulu karariyla olusturulan jiiri tarafindan 21/05/2019
tarihinde Biyoloji Anabilim Dali’nda YUKSEK LISANS tezi olarak kabul edilmistir.

Jiiri Uyeleri Unvani Adi Soyada

imzas: _
Bagkan : Prof. Dr. Bilal KUTRUP (\3\”

Uye : Prof. Dr. Nurhayat OZDEMIR

Uye : Dog. Dr. Serkan GUL w\




ONSOZ

Dagilim1 Giircistan ve Tiirkiye ile sinirli olan ve IUCN Kirmizi listesinde duyarl
(Vulnarable) kategorisinde yer alan ve iilkemiz biyocesitliligi acisindan biiylik 6nem arz
eden Kafkas semenderinde (Mertensiella caucasica) Chytridiomycosis varligini
arastirmak {izere planlanan bu ¢alisma Recep Tayyip Erdogan Universitesi, Fen
Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dali’'nda ‘“Yiiksek Lisans Tezi’’ olarak

hazirlanmstir.

Bu aragtirmanin konusu, arazi ve deneysel calismalarin yonlendirilmesi,
sonuglarin degerlendirilmesi ve yazimi asamasinda, tecriibesi ve bilgileriyle her tiirlii
yardim ve destegini benden esirgemeyen ¢ok degerli danisman hocam Sayin Dog. Dr.

Serkan GUL’e ictenlikle tesekkiir ederim.

Tez ¢alismamin basarili bir sekilde yiiriitiilmesinde katkilar1 olan ayn1 zamanda
Biyoloji boliim baskani olan sayin Prof. Dr. Nurhayat OZDEMIR e ve real time PCR
tekniginin uygulanmasindaki yogun emeklerinden dolayr sayin Dr. Aysenur

EMINOGLU’na tesekkiirii borg bilirim.

Yine c¢alismalarimm tiim asamasinda destegini benden hicbir zaman
esirgemeyen, her tlirlii sikintimda yanimda olan kiymetli esim Dog¢. Dr. Abdullah
ALTUNISIK’a ve verdikleri egitimle bugiinlere gelmemi saglayan degerli anne ve

babama minnetlerimi sunarim.

Hazirlanan bu Yiiksek lisans tezi Tiibitak tarafindan 116Z131 nolu proje ile

desteklenmistir.

Siimeyye ALTUNISIK



TEZ ETiK BEYANNAMESI

Tarafimdan hazirlanan “Rize ve Giimiishane Illerindeki Mertensiella caucasica (Waga,
1876) Popiilasyonlarinda Chytridiomycosis Varliginin Arastirilmas:” baglikli bu tezin,
Yiiksekogretim Kurulu Bilimsel Aragtirma ve Yayin Etigi Yonergesindeki hususlara
uygun olarak hazirladigimi ve aksinin ortaya ¢ikmasi durumunda her tiirlii yasal ilemi

kabul ettigimi beyan ederim. 21/05/2019

Stimeyye ALTUNISIK

Uyari: Bu tezde kullanilan 6zgiin ve/veya baska kaynaklardan sunulan icerigin kaynak

olarak kullanimi, 5846 sayili Fikir ve Sanat Eserleri Kanunundaki hiikiimlere tabidir.

I



OZET

RiZE VE GUMUSHANE ILLERINDEKI Mertensiella caucasica (Waga, 1876)
POPULASYONLARINDA CHYTRIDIOMYCOSiS VARLIGININ ARASTIRILMASI

Siimeyye ALTUNISIK

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal
Yiiksek Lisans Tezi
Damisman: Doc. Dr. Serkan GUL

Chytridiomycosis, sucul fungal patojenler olan Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) ve
Batrachochytrium salamandrivorans (Bsal)’in neden oldugu bulasici bir amfibi hastaligidir.
Dagilim alan1 Giircistan ve Tirkiye ile sinirli olan ve ITUCN Kirmizi listesinde duyarli
(Vulnarable) kategorisinde yer alan Mertensiella caucasica (Kafkas Semenderi)’da
Chytridiomycosis varligini arastirmak iizere planlanan bu calismada {ilkemiz biyocesitliligi
acisindan biiyiik 6nem arz eden Kafkas semenderi hem Bd hem de Bsal agisindan ilk kez test
edilmistir. 2 farkli popiilasyonda (Rize ve Glimiishane) yasayan toplam 20 bireyin derilerinden
stirtintli 0rnegi alinarak DNA izolasyonlar1 yapilmis ardindan Real-time PCR (quantitative PCR,
gPCR) teknigi kullanilarak Chytridiomycosis hastaliginin bu canlilara bulasip bulasmadigi tespit
edilmeye calisilmistir. Elde edilen sonuglar bireylerin higbirisinde Chytridiomycosis
hastaliginin olmadigim1 gostermistir. Kafkas semenderinin yasadigi iki farkli popiilasyonda
hastaligin  varligma dair bir ize rastlanilmamis olmas:t tlirlin habitat seciciligi ile
iligskilendirilebilir. Su kalite siniflandirmasina gore birinci kalite yani igilebilir su kalitesinde
olan habitatlarda yasayan bu tiir genellikle yiiksek rakiml yerlerde potansiyel olarak daha fazla
bulunma egilimindedir. Bu yiizden insan etkisinin nispeten daha az oldugu yiiksek rakimli
habitatlarda yasayan Kafkas semenderinin Chytridiomycosis hastaligina yakalanmamis

olabilecegini diisiiniiyoruz.

2019, 36 sayfa
Anahtar Kelimeler: Biyocesitlilik, Koruma, Fungal Hastalik, Semender, Mertensiella

caucasica
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ABSTRACT

The Investigation Of The Presence Of Chytridiomycosis In Mertensiella caucasica

(Waga, 1876) Populations In Rize And Giimiishane Provinces

Siimeyye ALTUNISIK

Recep Tayyip Erdogan University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology.

Master Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Serkan GUL

Chytridiomycosis is an infectious disease of amphibians caused by two aquatic fungal
pathogens, Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) and Batrachochytrium salamandrivorans
(Bsal). In this study, which aimed to investigate Chytridiomycosis presence on Mertensiella
caucasica (Caucasican Salamander) which categorized as being Vulnerable in TUCN red list and
its distribution is limited with Georgian and Turkey, Caucasican salamander which is crucial for
the Turkish biodiversity tested for positive both for Bd and Bsal for the first time. DNA was
extracted from the skins of 20 individuals living in 2 different populations (Rize and
Giimiigshane) and then Real-time PCR (quantitative PCR, qPCR) technique was used to
determine whether Chytridiomycosis disease infect these organisms or not. The results showed
that none of the patients had Chytridiomycosis disease. The fact that there are no signs of the
presence of the disease in two different populations of Caucasian salamander could be related to
the habitat selectivity of the species. According to the water quality classification, this type of
habitat, which is of first quality, ie in potable water quality habitats, tends to be more likely to
be at higher altitude locations. Therefore, we think that Caucasian salamanders that live in high
altitude habitats where human impact is relatively less may not have been infected with

Chytridiomycosis.

2019, 36 pages

Key words: Biodiversity, Conservation, Fungal Disease, Salamander, Mertensiella caucasica
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Sayilar1 diinya genelinde yaklagik 8000 kadar olan amfibiler Antarktika kitasi harig
hemen her yerde yasarlar. Eski Yunancada cift anlammna gelen “amphi” ve yasam
anlamina gelen “bios” kelimelerinden tiiretilen Amphibia sinifi, adin1 yagam tarzindan
almistir. Hem karada hem de suda yasamalar1 sebebiyle diger canli gruplarindan farklilik
arz ederler. Amphibia smifi 3 takimdan olusur. Kuyruksuz kurbagalarin yer aldig1 Anura
takiminda 7016 tiir, su keleri ve semenderler gibi kuyruklu kurbagalarin bulundugu
Urodela takiminda 716 tiir, bacaksiz kurbagalarin yer aldig1 Apoda takiminda ise 209 tiir
yer alir (Amphibiaweb, 2019).

2004 yilinda yapilan kiiresel bir degerlendirmede (Baillie vd., 2004), diinyadaki
amfibilerin yaklagik {icte birini temsil eden 1.856 tiiriin tehlike altinda oldugu rapor
edilmistir. Yeryiiziinde 300 milyon yildan fazla bir siiredir var olan amfibilerin say1s1 son
yirmi yil i¢cinde endise verici diizeyde diisiise gectigi nitekim yaklasik 168 tiiriin soyu
tilkendigi ve en az 2.469 popiilasyonun azalma trendine girdigi belirtilmektedir (Skerratt
vd., 2007). Bu durum, tilkkenmis ve tehdit altindaki tiirlerin sayisinin muhtemelen artmaya
devam edecegini gostermektedir (Stuart vd., 2004). O halde amfibi popiilasyonlar1 neden
azalmaktadir? Bunun bir¢ok nedeni vardir. Habitatin bozulmasi veya yikilmasi, bulasict
hastaliklar, iklim degisikligi ve hayvan ticaretinin artmasi gibi faktorler bu tehlikelerin
basinda yer almaktadir (Collins ve Cramp, 2009; Collins, 2010). Son yillarda hayvan
ticaretinin artmasiyla paralel bir sekilde artan amfibi oliimlerinin sorumlusu olarak
Chytridiomycosis adi1 verilen bulasic1 bir hastalik gosterilmektedir. Giiniimiizde bu
fungal hastalik tiim diinyaya yayilmis ve amfibiler i¢in en biiyiik tehdit haline gelmistir
(Scheele vd., 2019).

Chytridiomycota sinifinin bir iyesi olan Batrachochytrium cinsine ait tiirlerin
sebebiyet verdigi, amfibilerde bilinen tek bulasici hastalik olan Chytridiomycosis, bu

canlilarin deri kisminda elektrolit kayb1 ve osmotik dengesizlik gibi 6nemli fizyolojik



fonksiyon bozukluklarina yol agar ve devaminda kalp krizi ile birlikte Oliimlerine

sebebiyet verir (Berger vd., 1998; Voyles vd., 2007).

Ulkemizde Chytridiomycosis varliginin  arastirilmasina  ait  iki  calisma
bulunmaktadir ve bu ¢alismalardan biri Akdeniz boélgesi (Go¢men vd., 2013), digeri ise
Ege bolgesi ile (Erismis vd., 2014) sinirlidir. Karadeniz bolgesi de dahil diger bolgelerde
yapilan bir ¢aligma bildigimiz kadariyla mevcut degildir. Bu yiizden iilkemiz sinirlarinda
siirh yayilis gosteren ve Kafkasya bolgesine endemik olan Mertensiella caucasica
(Kafkas semenderi) i¢in bahsedilen mantar hastaliginin bulasip bulagsmadigimin
belirlenmesi, tiiriin korunmasina dair 6nlemler alinmasina katki saglayacaktir. Bu amagcla,
yapilan bu calismada Kafkasya bolgesine endemik olan ve Tiirkiye’'nin sadece Dogu
Karadeniz Bolgesinde yasayan ve Uluslararasi Doga ve Dogal Kaynaklar1 Koruma Birligi
(IUCN) olciitlerine gore Kirmizi Liste’de (Red List) “Hassas hayvanlar (Vulnarable,
VU)” kategorisinde yer alan Mertensiella caucasica (Kafkas semenderi)’nin Rize ve
Giimiishane’de yasayan iki popiilasyonunun Bd ve Bsal patojenleri tarafindan enfekte

edilip edilmedigi arastirilmistir.

1.2. Literatiir Bilgisi

Chytridiomycosis, Chytridiomycota subesinde yer alan Batrachochytrium
Batrachochytrium cinsine ait sucul ortamda yasayan tiirlerin (Batrachochytrium
dendrobatidis: Bd; Batrachochytrium salamandrivorans: Bsal) amfibilerde Kkitlesel
Oliimlere ve azalisa sebebiyet verdigi ve tiim diinyada hizla yayilmakta olan bulasici bir
amfibi hastaligidir (Berger vd., 1998; Daszak vd., 2000; Bosch vd., 2001, Rachowicz vd.,
2006). Goka vd. (2009) bir ¢alismasinda “yeni patojen hipotezi” ve “endemik patojen
hipotezi”nin bir kombinasyonu olarak hastaligin mevcut yayginligini agiklamistir.
Chytridiomycosis, cildin siirekli olarak patojenler (Bd ve Bsal) tarafindan enfekte
edilmesine dayali bir hastaliktir. Bu durum mevcut patojenlerin yasam dongiilerini devam
ettirmeleriyle, suyla taginan zoosporlar vasitasiyla, amfibi larvalarinin agiz parcalarinin
parazitlere ve metamorfoz sonrasi sathada ise enfeksiyona maruz kalmasiyla olusur.
Larvalarda enfeksiyon sadece agiz kisimdaki keratinlesmis dokularda tespit edilir ancak
bazi durumlarda larvalarin kuyruk kisimlarinda da olustugu bildirilmistir (Berger vd.,

1998; Longcore vd., 1999; Marantelli vd., 2004; Kriger ve Hero 2007; Brodman ve
2



Briggler, 2008). Bd enfeksiyonlar1 patofizyolojik degisimlere sebep olur ve bu degisimler
ya hastalik durumuna Onciilik eder ya da potansiyel olarak oliimle sonuglanir.
Chytridiomycosis olustugunda, amfibi epidermisi igerisinde elektrolit tasinimi %50 ye
kadar engellenir, sodyum ve potasyumun hiicre sitoplazmasindaki konsantrasyonu diiser
ve asistolik kalp durmasi 6liime sebep olabilir. Ciinkii saglam deri amfibi i¢ dengesinin
korunmasinda 6nemli bir faktordiir, deri fonksiyonunu bozan madde ya da maddelerin,
dogrudan Bd’nin salgi iiriinlerinin mekanizmasi oldugu diisiniilmektedir (Voyles vd.,

2007).

Bd amfibilerin oldugu her yerde, baska bir deyisle Antarktika kitasi hari¢ tim
kitalarda bulunur (Fisher vd., 2009). Bd enfeksiyonlarina deniz seviyesinden
(Leptodactylus fallax tiirli, Karayiplerde), amfibilerin ulagabilecegi en yiiksek rakimlara
(Pleurodema marmoratum ve Telmatobius marmoratus tiirleri, 5,348 m ytikseklikteki
Peru Andlar,) kadar genis bir skalada rastlamak miimkiindiir (Seimon vd., 2006). Sadece
amfibilere 6zgili sucul bir patojen olan Bd, kesfedilmesinden bu yana diinya genelinde
amfibilerin %40‘mndan fazlasin1 (>200) yok olma noktasina getiren ve bu canlilarin
biyogesitliligini tehdit eden en 6nemli unsurdur (Martel vd., 2013). Bd kaynakli
enfeksiyonlara su ana kadar ¢ok sayida kuyruksuz ve kuyruklu kurbaga tiirleri ile bir
bacaksiz kurbaga tiirtinde (Typhlonectes sp.) rastlanilmistir (Whittaker ve Vredenburg,
2011). Fisher vd. (2009)’'ne gore 350’den fazla amfibi tiiriinde Bd’den kaynakli
enfeksiyon tespit edilmistir. Bd’nin g6l sularinda enfeksiyon yapabilme siiresi 7 haftaya
kadar ¢ikabilmektedir (Johnson vd., 2003). Hastaligin su, toprak ve hayvanlara bulagmasi
uygun karantina ve enfeksiyonu uzaklastirma stratejileriyle hassasiyetle tarandigi

takdirde, daha fazla yayilmasi engellenebilir (Boyle vd., 2004).

Daha onceleri bu hastaliga tek bir tiiriin (Bd) sebep oldugu bilinmekteydi. Son
zamanlarda Hollanda’da yasayan Avrupa lekeli semenderlerinin (Salamandra
salamandra) esrarengiz bir bi¢cimde Oliim sayilarinin artmasi ve bunun Oniine
gecilemedigi Spitzen-van der Suluijs vd. (2013) tarafindan rapor edilmistir. Bu rapora
gore 2010 yilindan beri birey sayisindaki azalma 2013 yilina gelindiginde popiilasyonun
sadece % 4’liik bir kisminin geride kalmasina neden olmustur. Bu durum kalan 39 bireyin

ex situ (dogal ortam disinda) koruma programina alinmasini saglamistir. Fakat Kasim ve



Aralik 2012 tarihleri arasinda bu programa alinan bireylerin % 49’unun beklenmedik
oliimii bu semenderlerin neslini tehlike altinda birakmaktan kurtaramamistir. Bd’nin de
dahil oldugu bilinen amfibi patojenlerinin bu semenderde var olup olmadigini belirleyen

tiim testler negatif ¢ikmistir (Spitzen-van der Suluijs vd., 2013).

Martel vd. (2013), Avrupa lekeli semenderi (Salamandra salamandra)
poptilasyonlarint yok olma noktasina getiren bu hizli azalmanin sebebini arastirmislar ve
daha 6nce tanimlanmamis Batrachochytrium salamandrivorans (Bsal) adini1 verdikleri
yeni bir tiiriin bu semenderlerin 6liimiine sebebiyet verdigini bulmuslardir. Yaptiklari
histolojik ve filogenetik ¢alismalar neticesinde Bsal’in Bd’den farkli morfolojik ve
genetik 6zelliklere sahip oldugunu ve ayn1 zamanda ekolojik acidan daha diisiik sicaklikta

en uygun biiyiimeyi sagladigini tespit etmislerdir.

Yakin bir zamana kadar Chytridiomycosis teshisi hayvanlarin ayak parmaklari veya
deri siirlintlistiniin hematoksilen-eozin ile boyanmasina dayanan histolojik incelemeyle
yapiliyordu (Daszak vd., 1999). Bd’ye kars1 poliklonal antikorlarin immunoperoksidaz
boyanmasi ise teshisin 6zgiinliigiinii ve duyarliligini arttirmistir (Berger vd., 2002). Daha
yakin bir zamanda gelistirilen bir boyama protokoliine gore amfibi derisindeki Bd ve
keratinin yerini birlikte belirmeye yarayan teshis yontemi tanitildi (Hyatt vd., 2007).
Fakat histolojik yontemde hastaligin tanimlanabilmesi i¢in uzmanlik gerektirmesi,
parmak kesiti alirken herhangi bir mikrobun viicuda niifuz edebilme olasiligi, harcanan
fazla zaman, testin diisiik duyarliligi ve parmaklar arasindaki enfeksiyon diizeyi
farkliliklar1 gibi negatif 6zellikler bu yontemin dezavantajlari arasinda siralanabilir

(Boyle vd., 2004; Livo vd., 2004; Canestrelli vd., 2013).

Bu taramay1 yapabilecek molekiiler testler Annis vd. (2004) ve Boyle vd. (2004)
tarafindan tanitilmistir. Bunlardan ilki normal PZR, ikincisi ise real time PZR’dir.
Temelde belirli bir gen bolgesini ¢ogaltmaya yarayan bu testler, Bd’ye bagh
enfeksiyonlar1 yliksek duyarlilikla teshis edebilen ve yayilmact olmayan, bu yoniiyle de
aragtirmacilarin tercih ettigi yontemlerdir. Histolojik metottan farkli olarak 7 ile 14 giin
(veya daha fazla) arasinda enfeksiyonu erken teshis etme avantaji bulunan bu testler, 1

tek zoosporu dahi miktar olarak olgebilir niteliktedir (Boyle vd., 2004). Bd’nin erken



teshisi hastaligin diinyadaki amfibi ticareti ile yayilmasini kontrol altina almak i¢in hayati
derecede onemlidir. (Boyle vd., 2004). Zira Bd, zoolojik koleksiyon (Pessier vd., 1999),
uluslararas1 hayvan ticareti (Mutschmann vd., 2000), laboratuar hayvani ticareti (Parker
vd., 2002) ve gida ticareti (Mazzoni vd., 2003) gibi amaglarla ithal edilen hayvanlarda
tespit edilmistir. Hastaligin erken teshisi, 6zellikle nesli tehlike altinda olan hayvanlarin

tedavi edilmesine yonelik atilacak adimlara da olanak saglayacaktir (Boyle vd., 2004).

Gocmen vd. (2013), Tiirkiye’deki Chytridiomycosis varligimi ilk kez Levanten
kurbagas1 (Pelophylax bedriagae) i¢in Goyniik kanyonu (Antalya, Akdeniz bolgesi)’
ndan bildirmislerdir. Tiirkiye’de var olan tiim Lyciasalamandra tiirlerine ait 12
popiilasyondan toplam 330 bireyin Bd patojeni agisindan test edilmesi sonucunda tiim
bireylerin bu patojen agisindan negatif olduklarini fakat bu semenderle simpatrik olarak
yasayan Pelophylax bedriagae ve Bufotes variabilis kurbagalarini test ettiklerinde ise
bunlardan ilkinin %350 oraninda Bd+ olduklarini rapor etmislerdir. Bu ¢alisma,
Chytridiomycosis hastaliginin iilkemizde var oldugunu gdstermesi agisindan dikkate

degerdir.

Daha sonralar1 Erismis vd. (2014), 2 farkli lokasyondan (26 Agustos Ulusal Parki,
Afyonkarahisar ve Goller Bolgesi, Afyonkarahisar-Isparta) aldiklar1 7 amfibi tiirline
(Pelophylax ridibundus, Hyla orientalis, Bufotes variabilis, Pelophylax caralitanus,
Pelobates syriacus, Triturus karelinii) ait toplam 228 bireyi Bd agisindan test etmisler ve
bu tiirlerin besinde (Pelophylax ridibundus, Hyla orientalis, Bufotes variabilis ve

Pelophylax caralitanus) Bd’den kaynaklanan mantar hastaligini rapor etmislerdir.

Sekil 1’de gosterilen haritada bu vakalarin henliz kayit altina alinmadigi
goriilmektedir. Bahsedilen ¢alismalar Akdeniz (Antalya ve ¢evresi, Go¢men vd., 2013)
ve Ege (Afyonkarahisar ve Isparta Goller Yoresi, Erismis vd., 2014) bolgelerinde
gerceklestirilmis olup diger bolgelere ait herhangi bir calisma mevcut degildir. Ustelik bu
bolgelerde Bsal agisindan bir tarama gergeklestirilmemistir. Bsal patojeni yeni
kesfedildiginden bundan kaynakli hastalik kayitlar1 da ¢ok fazla olmamakla birlikte giin
gectikte artmaktadir. Sekil 2°de haritada gosterildigi lizere Sliimlii hastaliklar sadece
Belgika, Hollanda ve Almanya’dan bildirilmis olup, Tiirkiye’de Bsal agisindan bir

taramanin gerceklestirilmemis oldugu anlasilmaktadir. Diger bolgelerdeki durumun
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acikliga kavusturulmast amfibi biyocesitliliginin devami agisindan énem tasimaktadir.
Bu yiizden iilkemiz siirlarinda siirli yayilis gosteren ve Kafkasya bolgesine endemik
olan Mertensiella caucasica (Kafkas semenderi)‘ya bahsedilen mantar hastaliginin
bulasip bulagsmadiginin belirlenmesi, tiiriin korunmasina dair 6nlemler alinmasina katki

saglayacaktir.

Bd +ve Samples :

| B

-

Sekil 1. Diinya genelinde Bd+ goriilen yerler (URL-1)

g hastalik ve 6lim
~ | hastalik tespit edilmedi
_ +| I hastaligin varlig: bilinmiyor

Sekil 2. Diinya genelinde Bsal+ goriilen yerler (URL-2)



1.3. Amfibiler Hakkinda Genel Bilgiler

Omurgal1 hayvanlarin bir sinifi olan amfibiler sistematikte baliklar ile stiriingenler
arasinda yer alir. Embriyonik gelismelerinde amniyon zarmnin bulunmayisi
(embriyolarinin ¢iplak olmasi) nedeniyle baliklar ile amfibiler, omurgalilarin Anamnia
(amniyon zar1 bulunmayanlar) grubunu olustururlar. Amfibiler sudan karaya gegen ilk
omurgali simifi (Lauder ve Reilly, 1994) olmakla birlikte ayni zamanda dort iiyeli

omurgalilarin (Tetrapoda) bir {iyesi konumundadirlar (Ozeti ve Yilmaz, 1994).

Bu sinifa ait olan bir¢ok tiir hem karada hem de suda yasama yetenegine sahiptir.
Genel olarak yumurtalarin gelisimi ve larva evresi suda gegcirilirken, ergin evrede karaya
gecgenlerin biiylik bir cogunlugu da iireme zamani suya girer. Boyle bir yasam tarzi 6nemli
morfolojik ve anatomik degisiklikleri de beraberinde getirmistir. Yizgegler yerine
bacaklarin, solungaglar yerine akcigerlerin meydana gelmesi bu degisiklerdendir.
Bununla beraber, larva evrelerinde sucul karakterler daha belirgindir (bu evrede solungag

solunumu yapmalar1 gibi) (Ozeti ve Y1ilmaz, 1994).

Su formundan kara formuna geciste amfibilerde ¢ok 6nemli anatomik degisiklikler
olmustur. Amfibiler, deri korumasi olmayan tek canli sinifidir. Pullu balik derisi yerine
amfibilerde, yumusak ve ¢iplak deri goriiliir. Amfibi derisi de diger omurgalilara benzer
bir sekilde epidermis ve dermis olmak tizere iki tabakadan meydana gelmistir. Deri, her
zaman mukus, bazen de zehir bezlerini ve pigment hiicrelerini igerir. Amfibi derisinin
kan damar1 bakimindan ¢ok zengin olmasi bunlarin solunumda akcigerlere yardimci

olmasini saglar (Demirsoy, 1997).

Epidermis, ¢ok tabakalidir (en az iki tabaka olur). En distaki (stratum corneum)
boynuzsu bir tabaka olup 6lii hiicreler igerir. Bu tabaka su kaybinin 6nlenmesine yardimci
olur ve ayn1 zamanda kara hayvanlarinda karakteristik olup, bir¢ok semender tiirlinde
bulunmaz. Ornegin, hayatmin tamamini veya biiyiik bir kismimi su iginde gegiren bazi
kuyruklu kurbagalarda 6lii olan {ist kisim diizenli bir sekilde bir biitiin olarak dokiiliir.
Ozellikle Ommatoriton cinsine ait semenderlerin adeta i¢i bos seffaf bir torba gibi suya

biraktiklar1 6lii derilerini gormek miimkiindiir. Rana ve Bufo‘larda da durum benzerdir;



fakat dokiilmiis bir Bufo derisine rastlamak hemen hemen imkansizdir. Cilinkii deri
dokiilmesi sirasinda, kivrilip biikiilmeden dolay1 yirtilma olur, deri pargalanir ve sonra da
hayvan tarafindan yenir. Dermis, epidermis altinda uzanan ve ondan daha kalin olan bir
kistm olup, iki tabakadan olusur. Bunlar daha igteki kompakt (stratum compactum)
tabaka ve daha distaki, gevsek olan (stratum spongiosum) tabakasidir. Gevsek tabakada
bol miktarda mukus ve zehir bezleri ile viicut renklerinden sorumlu olan pigment
hiicreleri (kromatoforlar), bol miktarda kan damarlar ve sinirler yer alir. Deri, kan damari
bakimindan fevkalade zengin oldugundan, solunumda akcigerlere yardimcidir. Deri
bezleri, islevlerine erken larval evrede baslarlar. Ornegin, larvanin basi iizerindeki bezler,
yumurta kapsiiliiniin gevsemesi i¢in enzim salgilar. Baliklarda bulunan bezlerden farkli
olarak amfibi bezleri cogunlukla ¢ok hiicrelidirler. Baz1 cinslerin (Salamandra ve Bufo
gibi) cok hiicreli zehir bezleri iyi gelismis olup gruplasarak parotoid bezlerini
olustururlar. Genel olarak salgilar1 siit renginde olan zehir bezleri, ancak basing veya
incinme halinde faaliyete gectikleri halde, cogunlukla salgilar1 renksiz olan mukus bezleri

basit uyaranlarla salg1 yaparlar (Kuru, 1999).

Baz1 kurbaga cinslerinin (Bufo ve Salamandra vb. gibi) derilerinden elde edilen
zehirli salgilar, viicut i¢ine enjekte edilirse 6liime sebebiyet verebilir. Bu amagla yapilan
deneylerde kelebeklerin ve kii¢lik kuslarin birka¢ dakika sonra 6ldiikleri; kobay, tavsan,
kopek gibi memelilerin ise bir saatten daha az bir siire i¢inde ayni akibete ugradiklari
gozlenmistir. Genel olarak amfibi zehrinin ¢iplak deriye zarar1 yoktur; ancak bazi tiirler
insan derisinde iltthaplanmalara neden olabilir. Ayrica Afrika’daki bazi kurbagalarin
zehir bezlerinden zehirli ok yapilip, bunlarin silah olarak da kullanildig1 bilinmektedir

(Ozeti ve Yilmaz, 1994).

Amfibiler hem karada hem de suda yasadiklar1 i¢in solunum sistemleri de buna
bagl olarak degisiklik gostermektedir. Amfibi larvalar erken evrelerde dis solungaglar
ile solunum yaparlar, sonra i¢ solungaclar meydana gelir. Metamorfozlarin1 tamamlayan
larvalar ergin hale gegince i¢ solungaclarin yerini akcigerler alir. Metamorfoz gegirmeyen
ya da yari metamorfoz geciren (neoteni) amfibilerde, solungaglarin yasam boyu
kullanildig1 gortilmistiir. Amfibilerde, akciger solunumundan bagka deri solunumu ve

agi1z boslugu solunumu da goriiliir. Kan damarlariyla siki bir sekilde kaplanmis deri,



bir¢cok amfibinin solunumunda 6nemli rol iistlenir. Larvalardaki deri solunumu genellikle

kuyruk yiizgecinin genislemis kisimlarinda gerceklestirilir (Demirsoy, 1998).

Amfibilerin yasama ortamlar1 ¢ok farkli oldugundan, hareket tipleri de buna bagl
olarak farklilik gosterir. Larvalar kuyruklariyla hareket ederler. Bazi tiirlerin larvalari,
hizl1 akan sulara direnebilmek i¢in tutunma ve yapisma organi gelistirmislerdir. Ergin
amfibilerde ise, yilizme derisi olmayan veya az gelismis sucul kuyruklu kurbagalarda,
ylizme esnasinda iiyeler viicuda dogru cekilir ve su i¢indeki hareket, kuyrugun yanlara
dogru sallanmasi ile saglanir. Sucul kuyruklu kurbagalarin tiyeleri ¢ok kisadir ve kara

ortaminda karinlarmi yerden kaldirmadan hantal bir sekilde yiiriirler (Ozeti ve Yilmaz,

1994).

Amfibilerde dikkat ¢eken Gzelliklerden birisi de bazi cinslerde (Salamandra ve
Neurergus gibi) fark edilebilir renk ve desenlerin olmasidir. Baz1 bilim adamlarina gore
renk bakimindan parlak ve ¢ok renkli olus bir uyar1 sayilir. Tropik bolgelerde yasayan

farkli renkteki kurbagalarin zehirli olmasi bunu destekler (Kuru, 1999).

Amfibilerin dlismanlar1 arasinda balik¢il kuslar, su kaplumbagalari, yilanlar, bazi
yirtict kus ve memeliler ve biiyiik tath su baliklari sayilabilir. Derisi zehirli olan
kurbagalar, diismandan korunma konusunda daha sanslhidir. Fakat bunlar da tehlikeden

tamamen korunmus degildir (Kuru, 1999).

Amfibi larvalart da sucul hayvanlarm saldir1 tehlikesi altindadir. Ozellikle
Rhyncota (Hortumlular) ve Coleoptera (Kinkanatlilar) takimindan bodcekler amfibi
larvalarin en biiyilik diismanlar1 arasindadir. Ayrica, Odonata (Kiz bocekleri) larvalari,
geng evrelerinde bulunan kurbaga yavrularina biiylik zarar verir. Ayrica, giiniimiizde

insanlar da amfibilerin dogal diismanlar1 arasindadir (Ozeti ve Y1lmaz, 1994).

Amfibiler kural olarak yumurta birakirlar (ovipardirlar). Fakat yar1 gelismis yavru
dogurma (ovoviviparlik) ve canli yavru dogurmaya (viviparlik) da rastlanir. Canli olarak
yavru doguran pek az form (Nectophrynoidos) disinda, kuyruksuz kurbagalarin timii dis

dollenmeyle iirer. Genellikle, erkek disinin sirtina ¢ikarak koltuk altina, karnina ya da



kalca kismina sikica sarilir (bu harekete ampleksus denir) ve disariya ¢ikan yumurtalari

doller (Ozeti ve Yilmaz, 1994).

Kuyruklu kurbagalarda ise Cryptobranchidae ve Hynobidae familyalar1 harig¢ i¢
dollenme goriiliir. Hem sucul hem de karasal semenderlerde erkekler; kloaklarinda
olusturduklar1 bir ya da daha fazla sayidaki jelatinli spermatoforu (sperma kesesi) dis
ortama birakirlar. Daha sonra bu spermatoforlar disi tarafindan kloaka alinip depo edilir
ve boylelikle yumurtlamadan 6nce yumurtanin disi viicudunda dollenmesi saglanir.
Burada iki durumdan bahsedilebilir; ya spermalar hemen yumurta kanalina ulagarak
yumurtalar1 déller ya da yumurtalarin olusmasina kadar bellli bir siire kloakta bekletilir.
Doéllenmenin gerceklesebilmesi, esey hiicreleri olusumunun ve iletilmesinin zaman
bakimindan uyumuna baghdir. Amfibiler bunun igin g¢esitli akustik metotlar
gelistirmislerdir. Ozellikle Triturus cinsinde erkeklerin gerceklestirdigi ¢iftlesme

seromonisi dikkate degerdir (Kuru, 1999).

Amfibilerde yumurta birakma islemi; tek tek (Triturus ve Bombina cinslerinde)
veya kiimeler halinde (Rana ve Hyla cinslerinde) olacagi gibi boncuk dizileri (Bufo ve
Alytes cinslerinde) seklinde de olabilir. Kural olarak yumurtalarin1 veya yavrularini

koruyamayan amfibilerin yumurta sayisi daha fazladir (Demirsoy, 1997).

Amfibilerin gelismelerinde ¢ogunlukla bir larva evresi mevcuttur. Bilindigi gibi
larvalar metamorfoz gecirerek ergin hale gecerler. Metamorfozun siiresi, tiire ve
bulundugu ortama gore degisiklik gosterir. Dogada bilinen en uzun siireli (45 sene
kadar) larva evresi Necturus cinsine aittir. En kisa larva evresi (yumurtadan ¢iktiktan
sonra 12 giin) ise Pelobatidae familyasina ait tiirlerde goriilmiistiir. Amfibilerde larva
evresi genellikle birka¢ ay devam eder. Bu siire dis faktorlere gore degisiklik gdsterebilir.
Sicaklik, metamorfoz siiresini etkileyen en 6nemli faktordiir. Ayni tiiriin sicak bolgelerde
yasayan popiilasyonlarinda bu evre bir iireme zamaninda tamamlandig1 halde, soguk
bolgelerde yasayan poplilasyonlarinda ise bu evre bir yil veya daha fazla siirebilir (Kuru,

1999).
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Metamorfozdan sonra amfibilerin eseysel olgunluga erisebilmeleri icin belli bir
stirenin gecmesi gerekmektedir. Bu siire; belli bir yasa ulasma veya belli bir viicut
biiyiikliigiine ulagsmayla yakindan ilgilidir. Baz: tiirlerde bu siire bir y1l kadar olabilirken,
baz1 biiyiilk boylu tiirlerde ise birkag yil kadar olabilmektedir. Cinsel olgunluga
erisildikten sonra biiyiime durmaz, tiiriin erisebilecegi boya kadar her yil artig gosterir

(Ozeti ve Yilmaz, 1994).
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2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Materyal
Bu ¢alismada Mertensiella caucasica (Kafkas semenderi, Sekil 3) tiiriine ait 2

farkli lokaliteden (Glivenkdy/Rize ve Kocadal/Giimiishane) alinan toplam 20 siiriintii

ornegi kullanilmistir.

2.1.1. Kafkas Semenderinin Sistematikteki Yeri

Tiirlin - sistematik pozisyonu Satoh vd. (2014)’nin ¢aligmasina dayanarak
olusturulmustur.

Regnum : Animalia

Superphylum : Chordata

Group I : Craniata
Pylum : Vertebrata
Group II : Gnathostomata
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Superclassis : Tetrapoda

Classis : Amphibia

Ordo : Urodela

Familia : Salamandridae

Genus : Mertensiella

Species : Mertensiella caucasica (Kafkas semenderi) (Waga, 1876)

2.1.2. Kafkas Semenderinin Biyolojik ve Ekolojik Ozellikleri

Kafkas semenderi habitat segici bir tiirdiir 6zellikle kayin (Fagus orientalis),
simgir (Buxus sp.), igne yaprakli agaclarin (Abies nordmanniana ve Picea orientalis)
oldugu Akdeniz ¢ali ormanlarinda ve karma ormanlarda yasam siirmeyi tercih eder. Bu
tiir Tiirkiye’de yaklasik 500-2800 m. (Ozeti ve Yilmaz, 1994), Giircistan'da ise 50-2400
m. (Tarkhnishvili ve Kaya, 2009) yiiksekliklerde akarsu (irmak v.s.) yakinlarinda
bulunur. Tiir, biiyiikk akintilardan kagmma egilimindedir ve c¢ogunlukla 1-1,5 m
genisligini ve ilkbaharda 20-30 cm derinligi gegmeyen nehirlerin kollarinda yasar. Bu
dereler gogunlukla gblgede kalmis yogun bir agagsi ve otsu (devekusu egreltisi Mateuccia
strutiopteris dahil) bitki ortiistiyle kaplidir. Akarsularda iireyen bu semender genellikle

antropojenik olarak degistirilmis habitatlardan kaginir (Kaya vd., 2009).

Glindiizleri tag veya kuru agac¢ golgesi altina sakli olarak yasar. Gizlendigi yer fazla
nemli olmak sartiyla bazen sudan oldukca uzaklarda bulunabilir. Geceleyin aktiftirler,
karanlikta bocek, solucan, oriimcek, kirkayak ve tesbih bocekleri gibi daha pek cok
omurgasiz hayvanlari avlarlar. S1g sulara girebilirler ve bir kertenkele kadar hizli hareket
edebilirler. Yakalamak icin kuyrugundan tutulursa kuyrugu kopabilir fakat daha sonra

rejenere olur (Ozeti ve Yilmaz, 1994).

Ciftlesme (amplexus) ise erkek disinin altina girerek 6n bacaklari ile disinin 6n
bacaklarin1 kavrar. Bazen erkek disiyi bir bacagi ile tutar, ara sira iki hayvan kuyruk
kisimlarini birbirine dolar. Erkek hedonik bezini disinin kloakina siirtmek suretiyle disiyi
uyarir. Amplexus suda geger. Ciftlesme ilkbaharda gergeklesir ve disinin yumurta

birakmasi Nisan ile Haziran aylar1 arasinda olur (Ozeti ve Yilmaz, 1994). Bir disi normal
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olarak 11 ile 24 aras1 yumurta birakir. Yumurtalar tek ya da kiiciik kiimeler halinde
birakilir. Bu hayvanlar yumurtalar1 akarsularda gizli yerlere birakirlar ya da bitki veya

yapraklara yapistirirlar (Schultschik, 1994a; 1994b; Franzen, 1999).

En kiiciik bilinen larvalar1 35 mm. kadardir. Metamorfoza yakin evrede larvalarin
boyu 80-85 mm kadardir. Kuyruk yiizgeci arka bacaklar hizasindan baslar ve kloaka
kadar devam eder. Viicuda nazaran kiiciik olan solungaglar az gelismistir. Geng larvalar,
koyu kahverengi siyahtir. Erginlerdeki gibi sar1 lekelerin meydana gelisi daha yash

larvalarda gériiliir (Ozeti ve Y1lmaz, 1994).

2.1.3. Cografi Dagihis1

Mertensiella caucasica Giircistan'da bulunan Lesser Kafkasya dagmin bati
kisminda, Giineybat1 Giircistan'da ve Kuzeydogu Tiirkiye'de (Sekil 4) bulunan Katkasya
bélgesi icin endemik bir tiirdiir (Tarkhnishvili ve Gokhelashvili, 1999). Ulkemiz'de Orta
ve Dogu Karadeniz bolgelerinde; Ordu, Giresun, Trabzon, Giimiishane, Rize ve Artvin

illerinde yayilmistir (Atatiir ve Budak, 1982; Tarkhnishvili ve Gokhelashvili, 1994).

. e g

Sekil 4. Mertensiella caucasica (Kaﬂ< semenderi)’nin gm haritast (IUC, 2019)
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2.2. Yontem

2.2.1. Calisma Alani ve Birey Sayilar:

Calisma kapsaminda Kafkas semenderinin yayilis gosterdigi lokalitelerden Rize ve

Gilimiishane’de bulunan 2 popiilasyondan 6rnekleme yapilmistir (Sekil 5).

Siirmene

PR

%
r & > . "
?

ferzurum”
Y

-

ilS. Orneklemenin yapildigi lokaliteler (1: Gﬁvenéy, Ikizdere/Riz; 2: ocadal
koytli, Torul/Glimiishane)

2.2.1.1. Giivenkoy (Rize) Habitati

Kafkas semenderine ait bireylerden elde edilen swab &rnekleri Rize’nin Ikizdere
ilcesine bagli Giivenkdy kdyilinden alimmustir (40° 73° 86.58” K, 40° 75° 21.02” D, rakim
1894 m). Sekil 6’dan goriilecegi iizere bu habitat kiigiik bir dereye yakin konumda
bulunmakta ve etrafinda cok sayida bitki tiirii bulunmaktadir. Bunlardan bir
aslanpengesi tiirii olan Alchemilla caucasica ’nin (kaf sebnemlisi) baskin tiir olarak 6ne
ciktigi ve Juncus (Kofa) cinsine ait bitki tilirlerinin de bu habitatta yasadiklari
gozlemlenmistir. Bu habitata 11 Temmuz 2018 tarihinde arazi gezisi diizenlenmis ve
toplam 10 bireyden deri siiriintiisii elde edilmis ve habitata ait su numunesi alinarak

laboratuvara getirilmistir.
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Sekil 6. Rize Giivenkdy Habitati

2.2.1.2. Kocadal (Giimiishane) Habitat1

Glimiishane lokalitesi siirlintii 6rnekleri Torul ilgesine bagli 1929 rakima sahip
Kocadal koylinden alinmistir (40° 34° 33.49” K, 39° 16’ 88.58” D). Semenderlerin
bulundugu habitat orman vejetasyonuna sahip olup karigik orman tipinde yer almaktadir.
Durgun su birikintilerinden olusan bu habitatin ¢evresinde Epilobium angustiolium L.
(Dar yaprakli yaki otu), Rumex alpinus L. (Dag labadasi), Menta longifolia (Uzun
yaprakli nane) ve Juncus inflexus (Sazak) gibi otsu bitkiler yasam siirmektedir (Sekil 7).
17 Eyliil 2018 tarihinde bu bolgeye arazi gezisi diizenlenmis ve toplam 10 bireyden deri

siiriintiisii elde edilmis ve habitata ait su numunesi alinarak laboratuvara getirilmistir.
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2.2.2. Siiriintii Elde Edilmesi

Siirlintli 6rnegi elde etmek i¢in pamuk u¢lu swaplar (Medical Wire & equipment,
MW 113, Biomerieux) ile semenderlerin viicutlarinin 6n ve arka parmaklarini da igeren
tiim ventral kismu steril pamuklu ekiivyonlarla Sekil 8a’deki 6rnek fotografta gosterildigi
gibi 25-30 kez silinmistir. Bu teknik ylizey alanindan en fazla miktarda Grneklem
yapilabilmesi i¢in secilmistir ve yanlis negatif sonug¢ ¢ikma riskini en aza indirmektedir.
Alman swaplar 2 ml’lik steril ependorf tiiplere alinmig (Sekil 8b) ve 10 saat i¢inde -20
°C ’ye taginarak laboratuvar analizleri yapilincaya kadar burada saklanmistir (Kriger vd.,

2006; Yoldas 2014).

2.2.3. Swablardan DNA izolasyonu

Oncelikle ¢alisilacak drnek sayis1 kadar 2 m1’lik vidali kapakli tiipler hazirlanip ve
ornek numaralar yazilarak etiketlenmistir. Tiiplerin i¢erisine 35 mg agirliginda 0,5 mm
capinda zirkonyum/silika boncuklar konulduktan sonra iizerine 50 pl PrepMan Ultra
(Applied Biosystems #4318930) ve son olarak swaplarin saplari kesilerek tiiplere
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eklenmistir. Tiiplerdeki 6rnekler vortex cihazi ile 45-60 sn boyunca homojenize edilerek
mevcut zoosporlarin pargalanmasi saglanmig, kisa bir siire buz kiivetinde bekletilip
13,000 x g de 30 sn santriflij yapildiktan sonra homojenizasyon ve santrifiij islemleri
tekrarlanmistir. Tiplerin kapaklart 22 numara steril igneler kullanilarak delinmis ve
tiipler 10 dk boyunca kaynayan su banyosunda bekletilmislerdir. Su banyosundan alinan
ornekler 2 dk. oda sicakliginda sogumaya birakilmasinin ardindan en yiiksek hizda (~
13,000 g.) 3 dk. +4 °C de santrifiij edilmis ve olusan siipernatant toplanarak qPCR
islemlerinde kullanilmak iizere 1/10 oraninda sulandirilmistir (~ 5 ng/ul). gPCR caligsmasi

DNA izolasyonu isleminden daha ileri bir tarihte yapilacagi durumlarda DNA 6rnekleri

etiketlenmis steril 0,5 ml lik tiiplerde -20 °C de saklanmistir (Kriger vd., 2006).

Sekil 8. Steril tek kullanimlik swabla siirlintii alinmasi (a) ve swabin tiipe yerlestirilmesi

(b)

2.2.4. Elektroforez islemi

Chytridiomycosis tespiti amaciyla yapilan DNA izolasyon islemleri sonrasinda
izolasyon isleminin basariyla gergeklesip ger¢eklesmedigini kontrol etmek amaciyla elde
edilen drneklerden bir kismi % 1’lik agaroz jelde elektroforez islemine tabi tutulduktan

sonra UV 151k altinda gorlintiilenmistir.

2.2.5. Real Time PCR (qPCR) Islemi

5.8SrRNA ile ITS bolgeleri birbirine bitisik olan gen bolgeleridir (Annis vd., 2004,
Sekil 9). Bu bolgelerin ¢cogaltilmast her iki patojene 6zgii farkli primerlerle saglanmistir.
Bu genlerin gercek zamanli PZR yardimi ile ¢ogaltilmasinda kullanilan tiirlere 6zgii

primerler ve problar referanslartyla birlikte Tablo 1°de verilmistir.
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ITS1 ITS2
! ' 28S-Rev

< ITSiiw ITS2-Fw 5
| 18S.rDNA } ,' 5.8S ,' { 28S.1DNA
< L <
185-Rev ITS1-Rev ITS2-Rev

Sekil 9. 5.8S rRNA ve ITS boélgelerinin sematik ¢izimi (Kebeish ve El-Sayed, 2012)

Gergek zamanli PZR islemi sirasinda ¢alisilan 6rneklerdeki DNA yogunlugunu
belirlemek amaciyla olusturulacak standart egri i¢in Belgika’da bulunan Gent
iiniversitesinden temin edilen Bd ve Bsal DNA ornekleri 10’ar kat sulandirilarak
kullanilmistir (Tablo 2). Dublex RT-PZR reaksiyon karigiminin igerigi; 10 ul TagMan
Universal master mix II, 0.3 uM her bir primer (STerF ve STerR),0.1 uM STerC
prob, 0.9 uM her bir primer (Chytr F ve Chytr R), 0.15 Mm Chytr MGB2 prob, 5 ul kalip
DNA olacak sekilde son hacim 20 pl ye tamamlanmustir.

Dublex RT- PZR reaksiyonu ise iireticinin verdigi prosediire uygun olarak; 50
C’de 2 dk UNG enzim aktivasyonu, 95 ‘de 1 dk. 6n denatiirasyon, 95°C’de 15 saniye
denatiirasyon ve 61°C’de 1 dk baglanma ve uzama seklindedir. Her bir PZR c¢alismasinda,
pozitif ve negatif kontrol (DNA igermeyen) kullanilmistir. Her bir 6rnek igin iki tekrar

uygulanmistir.

2.2.6. Habitat Kalitesi Parametrelerinin Analizi

Patojenlerin varliginin ya da yoklugunun ¢evresel parametrelerle iligkisini ortaya
koyabilmek adina Ornekleme yapilan her bir habitatin su kalitesi analizleri
gergeklestirilmistir. Bu amacla cevresel sicaklik, su sicakligi, pH, ¢oziinmiis oksijen,
iletkenlik gibi parametreler Hach marka tasimabilir bir multimetre cihazi ile habitatin
bulundugu yerde; fosfat iyonu, amonyum azotu, nitrat ve nitrit azotu gibi parametrelerin
olciimleri ise test kitleri yardimiyla Recep Tayyip Erdogan Universitesi Su Uriinleri
Fakiiltesi, su kimyasi analiz laboratuvarinda bulunan spektral fotometre cihazi ile
gerceklestirilmistir. Ornek alinan numunenin aynmi giin laboratuvara getirilmesinin
miimkiin olmadig1 durumlarda suyun derin dondurucu buzdolabina konulmasi ve o

sekilde analiz yapilacak giline kadar saklanilmas1 saglanmistir.
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Tablo 1. Ger¢gek zamanli PCR’de kullanilan primer ve problar

Gen Bolgesi Patojen Primer adi ve baz sirasi Prob adi ve Refera Yaklas
tiirii baz sirasi ns 1k
uzunlu
k (bp)
5.8S rRNA Bd ITS1-3 Chytr Chytr MGB2 Boyle 146
geni ve ona S’CCTTGATATAATACAGTGTGCCAT 5 vd.,
itisi ATGTC-3’ .
bitisik ITS CGAGTCGA 2004;
bolgesi Bd 5.8S Chytr 5°- AC-3) Longo
TCGGTTCTCTAGGCAACAGTTT- vd.,
3 2013
5.8S rRNA Bsal STerF STerC Martel 160
geni ve ona 5’-TGCTCCATCTCCCCCTCTTCA- (5>~  ACA vd.2013;
bitisik ITS 3 AGA AAA Blooi
bolgesi (ITS-1 TAC TAT vd.,201
ve ITS-2) Bsal STerR TGA TTC 3
5’-TGAACGCACATTGCACTCTAC TCA AAC
AGGCA-3

Tablo 2. Tiiplerin DNA yogunlugu

Diliisyon Tiipleri DNA Kopya Yogunlugu (/ pl)
Tip 1 2x10°/pul

Tiip 2 2x10%/ul

Tiip 3 2x10°/pul

Tup 4 2x10?/pl

Tip 5 20/l
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3. BULGULAR

Rize ve Giimiishane illerine yapilan arazi calismalarinda Chytridiomycosis
hastaligina sebep olan patojenler Batrachochytrium dendrobatidis ve Batrachochytrium
salamandrivorans fungusunun tespit ¢alismalart i¢in her lokaliteden 10’ar bireyden
stiriintli 6rnegi alinmugtir. Bu 6rneklerden uygun metot ile DNA izolasyonu yapilmis ve
patojenlere 6zgii primer ve prob dizileri kullanilarak qPCR ¢aligmalar1 yapilmistir. Tim
orneklerin qPCR islemleri 3 kez tekrarlanarak yanlis negatif ve hatali pozitif sonug verme
ithtimalleri en aza indirilmistir. QPCR cihazinin bilgisayara aktarmis oldugu Ct (cycle

treshold) degerlerine bakilarak pozitif ya da negatif olarak degerlendirilmistir.

Yapilan degerlendirmeler sonucunda 20 6rnegin tiimiinde hem Bd hem de Bsal

acisindan negatif sonu¢ alimmustir. Bireylerin yakindan c¢ekilmis fotograflar1 da

morfolojik olarak derilerinde herhangi bir lezyonun olmadigini destekler niteliktedir
(Sekil 10-13).

Sekil 10. Rize.poﬁﬁlaS};onurida | nolu bireye ait on ve arkadan geilis oruntler
(Fotograf: Serkan GUL)
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ekil 11. Rize popiilasyonunda 5 nolu bireyé ait 6n ve arkadan éekilﬁﬁs géi’untuler
(Fotograf: Serkan GUL)

Sekil 12. Giimiishane opsyonunda 1 nolu bireye ait 6n ve aran cekilmis
gorlintiiler (Fotograf: Abdullah ALTUNISIK)

ekil 13. Gilimiighane popiilasyonunda 2 nolu bireye at 6 ve arkadan (;kilmis
goriintiiler (Fotograf: Abdullah ALTUNISIK)

Habitatlardan su kalitesi analizi i¢in alinan su numunelerinde ¢evresel sicaklik, su
sicakligi, pH, c¢oziinmiis oksijen, iletkenlik gibi parametreler Hach marka tasinabilir
multimetre cihazi ile habitatin bulundugu yerde; fosfat iyonu, amonyum azotu, nitrat ve
nitrit azotu gibi parametrelerin 6lgiimleri ise test kitleri yardimiyla Recep Tayyip Erdogan
Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi, su kimyasi analiz laboratuvarinda bulunan spektral
fotometre cihazi ile gergeklestirilmistir. Tablo 3’de analiz sonuglar1 verilmistir.

Analiz sonuglarina gére Gilivenkoy (Rize) lokalitesinden alinan su numunesi; pH

ve ¢Oziinmiis oksijen agisindan 2. kalite su sinifina girerken diger tim parametreler (su
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sicakligi, nitrat, nitrit, siilfat, amonyum) a¢isindan 1. kalite su sinifinda yer almaktadir.
Kocadal (Giimiishane) lokalitesinden alinan su numunesi ise; pH, ¢6zlinmiis oksijen ve
amonyum azotu agisindan 2. kalite su sinifina, diger tiim parametreler (su sicakligi, nitrat,

nitrit, siilfat) acisindan 1. kalite su siifina girmektedir.

Tablo 3. Habitatlara gére bazi parametrelerin 6l¢tim sonuglari

Lokalite
Parametreler Giivenkoy (Rize) Kocadal (Giimiishane)
Cevre sicakligi (°C) 26 17
Su sicakligi (°C) 22 15.9
pH 8,75 8,04
Coziinmiis oksijen (mg/L) 7,11 6,53
fletkenlik (ps/cm) 78 96
Nitrat (mg/L) 0,8 2,1
Nitrit (mg/L) 0,006 0,006
Siilfat (mg/L) 50 60
Amonyum (mg/L) 0,093 0,21
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4. TARTISMA ve SONUCLAR

Diinya Doga ve Dogal Kaynaklar1 Koruma Birligi’nin internet sitesinde (IUCN,
2019) yer alan rapora gore tiirlerinin %40°1 yok olmanin esiginde olan amfibiler tehdide
en agik canli grubu olarak dikkat ¢ekmektedir. Amfibiler hem karada hem de suda
yasadiklarindan ve tiremeleri i¢in suya bagimli olduklarindan yasadiklari ¢evrenin
kosullarindan dogrudan etkilenirler. Amfibileri tehdit eden ¢ok sayida faktor (habitat
kayb1 ve tahribati, kirlilik ve pestisitler, iklim degisikligi, istilaci tiirler, bulasici
hastaliklar, evcil hayvan veya yiyecek ticareti i¢in asir1 avlama vb.) vardir ve ne yazik ki
bunlarin tiimii antropojeniktir (URL-3). Isin kotii tarafi bu tehditlerin ¢ogu sinerjik
(biiyiitiilmiis) bir etki yaratabilmek igin birbirleriyle uyumlu hareket ederler. Ornegin,
belirli bir pestisit veya patojene maruz kalmak, etkilenen kurbagalari muhtemelen
oldiirmez. Bununla birlikte, eger bir bocek ilact hayvanin yeterli bir bagisiklik tepkisi
olusturma yetenegini tehlikeye attiktan sonra kurbaga chytrid mantari tarafindan enfekte
edildiyse, popiilasyon oliimciil bir hastalik salgini yasayabilir ve yerel tiikkenmeye
gidebilir. Eger tiirlerin kalan habitatinin 6nemli bir kism1 daha 6nce girmis olan tiirler
tarafindan istila edilmis veya degismis yagis rejimleri nedeniyle kullanilamaz hale
gelmisse, tiirler kiiresel yok olusa dogru hizli bir ilerleme kaydetmis olabilir (Url-3). iklim
degisikliginin canlilarin saglig: tizerine etkileri ile ilgili yapilan caligmalardan ortaya
cikan bulgulardan biri de bazi bulasici hastaliklarin vektorlerinin ve dagiliminin
degismesidir. Bu durum hastaligin daha hizli yayilabilmesine hastalik yasanmayan
bolgelerin tehdide acik hale gelmesine, goclerin artmasina ve hastaliklarin goriilme

sikliginin artmasina yol agmaktadir (Yoldas, 2014).

Bulasict bir amfibi hastalig1 olan Chytridiomycosisin varlig1 ilk kez Berger vd.
(1998) tarafindan ortaya ¢ikarilmis ve buna sebebiyet veren patojen Batrachochytrium
dendrobatidis (Bd) ise bundan bir yil sonra tanmimlanmistir (Longcore vd., 1999).
Kesfedilmesinden bu yana diinya genelinde amfibilerin %40 ‘indan fazlasini (>200) yok
olma noktasina getiren ve bu canlilarin biyogesitliligini tehdit eden en 6nemli unsur
olmustur (Martel vd. 2013). Bd kaynakli enfeksiyonlara su ana kadar ¢ok sayida
kuyruksuz ve kuyruklu kurbaga tiirleri ile bir bacaksiz kurbaga tiiriinde (Typhlonectes sp.)

rastlanilmistir (Whittaker ve Vredenburg, 2011). 2013 yilinda hastaliga sebebiyet veren
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ikinci patojen Batrachochytrium salamandrivorans (Bsal) 'in kesfiyle (Martel vd., 2013)

bu hastaligin ¢ok daha fazla amfibi tiiriinii etkileyebilecegi ortaya konmustur.

Ulkemizde son kayitlara gore toplam 37 amfibi tiirii yasamaktadir. Bu tiirlerden
besi tehlikeli (EN); biri ise kritik derecede tehlikeli (CR) kategorisinde yer almaktadir
(Amphibiaweb, 2019). Ayrica tiirlerin % 73 liniin popiilasyonlar1 azalmakta, % 20’ sinin
duragan, % 3.3’{linilin artmakta ve % 3,3 liniin ise durumu bilinmemektedir (IUCN, 2019).
Bu ¢alisma kapsaminda analiz edilen Mertensiella caucasica (Kafkas semenderi) tiirii ise
Kafkasya bolgesine endemik olup IUCN o6l¢iitlerine gére Kirmizi Liste’de (Red List)

“Hassas hayvanlar (Vulnerable, VU)” kategorisinde yer almaktadir.

Diinyada ve buna bagl olarak Tiirkiye’de amfibi tiirlerindeki bu azalmanin en
onemli tetikleyicisi olarak Chytridiomycosis hastaligi 6ne ¢ikmaktadir. Bu yilizden
amfibiler ilgili ¢alisma yapan bilim insanlar1 son yillarda Chytridiomycosis hastaliginin
varligini aragtirmak {izere yogunlagsmislardir. Bu ¢alismalardan birinde Parrot vd. (2017)
Peru, Amerika ve Isvigre’nin daglik kesimlerinde yasayan 17 semender tiiriinden olusan
toplam 509 bireyi hem Bd hem de Bsal agisindan test etmisler ve sadece Bd agisindan
pozitif bir sonuca ulasmislardir. Bu daglardan Peru, Amerika ve Isvigre’den elde edilen

enfeksiyon ylizdesi sirastyla % 3,53, % 13,74 ve % 1,51 olarak rapor edilmistir.

Vietnam semenderleri {izerine yapilan diger bir ¢alismada (Laking vd., 2017) ise
aragtirmacilar 8 tiirden elde edilen 583 bireye Bd ve Bsal patojenlerinin bulasip
bulagsmadigin1 arastirmis ve 55 habitatin 14’iinde Bsal patojeninin % 2.92 enfeksiyon
oraninda varligini tespit etmislerdir. Bd agisindan ise daha diisiik bir enfeskyon yiizdesi
(% 0.69) tespit eden aragtirmacilar Bsal’in yaygmliginin daha yiiksek olduguna isaret

etmislerdir.

Yakin bir zamanda yayinlanan ve Almanya ve Isve¢’teki 11°i kuyruksuz ve 100’
kuyruklu kurbaga olmak iizere 111 amfibi tiiriinde Bsal varligini arastiran Sabino-Pinto
vd. (2018), analiz ettikleri toplam 918 bireyin 23’iinde bu patojenin agisindan pozitif
sonug elde edildigini bildirmislerdir. Bsal veya muhtemelen yeni kesfedilen veya heniiz

kesfedilmemis patojenlerin hayvansal ithalat yoluyla getirilmesi ya da yaban hayatindan
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koparilmis olan ve belli yerde tutulan hayvanlarin dogal habitatlarina birakilmasi yerli
amfibi popiilasyonlarina yikici etki yapabilecegi bu arastirmacilar tarafindan bir uyari
olarak bildirilmistir. Buna ek olarak, Bsal’in Avrupa Birligi ve diger iilkeler tarafindan
epizootik bir hastalik olarak ilan edilmesi ve tedavi edilmesi gerektigini ve Bsal’in
Avrupa’ya yayilmasini smnirlamak i¢in karantina ve biyogiivenlik kurallarinin

uyarlanmasi ve gelistirilmesi gerektigini savunmuslardir.

Tiirkiye’de Chytridiomycosis varligini arastirmak iizere yapilan ilk calisma
Gocmen vd. (2013) tarafindan Antalya (Akdeniz bolgesi)’da yapilmistir. Bu bolgede
yasayan Lyciasalamandra cinsine ait 12 popiilasyondan toplam 330 bireyin Bd patojeni
acisindan test edilmesi sonucunda tiim bireylerin bu patojen acisindan negatif olduklarini
fakat bu semenderle simpatrik olarak yasayan Pelophylax bedriagae ve Psedepidalea
variabilis kurbagalarini test ettiklerinde ise bunlardan ilkinin % 50 oraninda Bd+
olduklarin1 rapor etmislerdir. Bu ¢alisma, Chytridiomycosis hastaliginin iilkemizde var

oldugunu gostermesi agisindan dikkate degerdir.

Tiirkiye’nin 6nemli tath su gollerinden birisi olan Egirdir Golii ve cevresinde
yapilan diger bir ¢alismada ise Yumuk (2014), Pelophylax caralitanus (Beysehir
kurbagasi) tiirline amfibi patojenlerinden Batrachochytrium dendrobatidis ve
Ranaviriis’lin bulasip bulasmadigini arastirmistir. 2012 ve 2013 yillari arasinda toplam 6
lokalitede yapilan bu ¢alismanin ilk yilinda B. dendrobatidis agisindan % 17,02 ve
Ranaviriis agisindan % 0 oraninda pozitif sonug elde edilirken, 2013 yil1 ¢alismalarinda
ise % 45,00 oraninda B. dendrobatidis ve % 5,00 oraninda Ranaviriis pozitif sonuglarini

rapor etmislerdir.

Beysehir kurbagasinin hastalig1 {izerine yapilan diger bir ¢alismada ise Yoldas
(2014), Denizli iline bagli Civril ilgesindeki Isikli Gol’deki 4 farkli lokaliteden toplanan
67 endemik (Pelophylax caralitanus) tizerinde Batrachochytrium dendrobatidis patojen
fungusunun varligini arastirmis ve bu bireylerden 21’inde pozitif sonug elde edildigini
bildirmistir. Ayrica bu bireylerin 49’u Ranavirus patojeni agisindan test edilmis ve

bunlardan 9’unun pozitif sonug verdigi rapor edilmistir.
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Daha sonralar1 Erismis vd. (2014), 2 farkli lokasyondan (26 Agustos Ulusal Parki,
Afyonkarahisar ve Goller Bolgesi, Afyonkarahisar-Isparta) aldiklar1 7 amfibi tiiriine
(Pelophylax ridibundus, Hyla orientalis, Bufotes variabilis, Pelophylax caralitanus,
Pelobates syriacus, Triturus karelinii) ait toplam 228 bireyi Bd agisindan test etmisler ve
bu tiirlerin besinde (Pelophylax ridibundus, Hyla orientalis, Bufotes variabilis ve

Pelophylax caralitanus) Bd’den kaynaklanan mantar hastaligini rapor etmislerdir.

Yapilan bu ¢alismada ise Mertensiella caucasica’nin yasadigi 2 farkli lokasyondan
elde edilen toplam 20 bireye ait siiriintii 6rneginin higbirisinde Chytridiomycosis
hastaligina sebebiyet veren patojenler olan Bd ve Bsal saptanmamustir. Her bireyin
cekilen detayli fotograflari da incelenmis olup hastaligin deride olusturdugu kizariklik ve
deri kaybina dair bir bulguya rastlanilamamistir. Yumuk (2014), yaptig1 ¢alismada Bd
pozitif olarak saptadigi o6rneklerin bir kisminda deride lekelenmeler, deri kayiplart ve
kizarikliklar saptamisken, diger kisminda ise higbir fizyolojik bulguya rastlanmadigini
bildirmistir. Bu durumdan yola ¢ikarak hastaligin belirli bir fizyolojik bulgusu olmadigin
ve patojenin belirlenmesinde yontem olarak ger¢ek zamanli PCR (Boyle vd., 2004)’1n
tercih edilmesini Onermiglerdir. Yoldas (2014) da benzer olarak morfolojik olarak

hastaligin tespitinin saglikli sonuglar vermeyecegini rapor etmistir.

Bu ¢aligmada semenderlerin yasadig1 sucul habitatin bazi kimyasal parametreleri
de kaydedilmis fakat lokalitelerin higbirinde Chytridiomycosis enfeksiyonu tespit
edilmediginden bu parametrelerin hastalikla iliskilendirilmesi de miimkiin olmamuistir.
Kafkas semenderinin yasadigi 2 farkli popiilasyonda hastalifin varligia dair bir ize
rastlanilmamis olmasi1 bu tiirlin habitat segiciliginin yiiksek olmasiyla bir ilgisi
olabilecegini diisiindiirmektedir. Su kalite siniflardirmasina gore birinci kalite yani
icilebilir su kalitesinde olan habitatlarda yagayan bu tiir genellikle yiiksek rakimli yerlerde
potansiyel olarak daha fazla bulunma egilimindedir. insan ve diger canlilarin niifus
yogunluklar1 diisiik rakimlarda potansiyel olarak daha fazladir. Ciinkii yiiksek rakimlarda
iklim genellikle daha soguktur. Bu yiizden insan etkisinin nispeten daha az oldugu yiiksek
rakimlt habitatlarda yasayan Kaftkas semenderlerinin Chytridiomycosis hastaligina

yakalanmamis olabilecegini degerlendiriyoruz.
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Bu tez calismasinda:

1- Kafkas semenderinin yasadigi iki farkli habitatta tiim 6rneklerin hem Bd hemde
Bsal patojenleri agisindan negatif olduklart,

2- Semenderlerin yakindan ¢ekilmis fotograflarinda goriiniir herhangi bir lezyon
bulunmadig,

3- Habitat kalitesi acisindan her iki popiilasyondaki parametrelerin ¢ogunlukla

birinci kalite su sinifinda yer aldig1 sonuglara varilmigtir.
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5. ONERILER

Biyolojik ¢esitlilik iizerindeki olumsuz etkisi bakimindan Chytridiomycosis tim
diinyada en kotii hayvansal hastaliklardan bir tanesi olarak simdiden kayitlara gegmistir.
Ulkemizde Chytridiomycosis vakalari ile ilgili ¢alismalarin sinirli olmasi ve Karadeniz
bolgesinde yasayan Mertensiella caucasiaca tiiriine bahsedilen mantar hastaliginin
bulasip bulasmadigi bilinmediginden bu ¢calismanin yapilmasi planlanmistir. Her ne kadar
sonuglar bu hastalifin ¢alistigimiz bolgelerde Kafkas semenderine bulagsmamis oldugunu
gosterse de tiiriin dagilis alanim1 temsil edecek sekilde daha fazla sayida 6rnekleme
yapilarak bir taramanin yapilmasi bolgedeki ve iilkemizdeki durumun agikliga
kavusturulmasi adina 6nem tasimaktadir. Bu agidan 6zellikle antropojenik etkinin daha
fazla oldugu ekolojik olarak farklilik gosteren Kafkas semenderi popiilasyonlarinda

Chytridiomycosis varliginin arastirilmasi 6nerilebilecek calismalardandir.
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