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Abstract: Ambystoma mexicanum belongs to the family Ambystomatidae. It is one of the 30 species of the genus Ambystoma,
which lives in a wide geography from southern Mexico to southern Alaska. It is accepted as a model organism in evolutionary
biology, developmental biology, and regenerative medicine research. It can regenerate the brain, heart, and kidney organs as
well as limb regeneration. Accurate identification of the model organism is important for the reproducibility and comparability
of experiments. We aimed to confirm the species identification of axolotls using integrated taxonomic methods that were
grown at Mersin University Aquaculture Units of the Faculty of Fisheries. Cytochrome oxidase subunit 1 (COI) and
cytochrome b (Cytb) gene fragments of mtDNA sequences were used as molecular markers for phylogenetic analyses and
species delimitation methods and compared with the sequences that were submitted to NCBI GenBank as species of
Ambystoma. In the analyses that were conducted with different data sets, the individuals in question were grouped as a
candidate species with the A. mexicanum species whose sequences were given in previous studies. All sequences obtained in
this study and A. mexicanum sequences obtained from NCBI GenBank were grouped as haplotypes and their genetic distances
were found to be 0 and it was determined that the individuals which were the subject of this study definitely belong to the A.
mexicanum species. The results revealed that some species within the genus Ambystoma, especially A. barbouri and A. texanum,
may be species complexes. On the other hand, A. mexicanum was grouped together with A. andersoni as candidate species in
all analyses performed with the combined datasets of COI, Cytb, and COI+Cytb. These results revealed that the taxa in question
are paraphyletic and should be assigned to the A. mexicanum species.

Keywords: Regenerative medicine, axolotl, phylogeny, species delimitation, cytochrome b, cytochrome oxidase subunit I.

Mersin Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Uygulama Birimleri’nde Rejeneratif T1p
Arastirmalarinda Model Organizma Olarak Yetistirilen Ambystoma mexicanum’un DNA
Barkodlamasi ve Filogenisi

Oz: Ambystoma mexicanum Ambystomatidae familyasinda yer alir. Gliney Meksika'dan Giiney Alaska’ya kadar genis bir
cografyada yasayan Ambystoma cinsinin 30 tiirtinden biridir. Limb rejenerasyonunun yaninda beyin, kalp, bobrek organlarin
rejenere edebilmeleri nedeniyle, evrimsel biyoloji, gelisim biyolojisi ve rejeneratif tip arastirmalarinda model organizma olarak
kabul edilir. Model organizmalarin kullanildigl arastirmalarda canliin tiir teshisinin dogru yapilmasi deneylerin
tekrarlanabilirligi ve karsilagtirlabilirligi agismdan &nemlidir. Bu calismada; Mersin Universitesi Su Urtinleri Fakiiltesi
Uygulama Birimleri'nde yetistirilen aksolotllarin tiir teshisini biitiinlesik taksonomik yontemler kullanarak kesinlestirmek
amaciyla mtDNA sitokrom oksidaz alt tinite 1 (COI) ve sitokrom b (Cytb) gen fragmentleri molekiiler belirte¢ olarak
kullanilmis ve NCBI GenBank'ta daha 6nce dizisi verilmis olan Ambsytoma tiirleri ile filogenetik analizler ve tiir siurlarm
belirleme yontemleri ile karsilastirilmistir. Farkl: veri setlerinin kullanildig1 analizlerin tamaminda s6z konusu bireyler daha
onceki calismalarda elde edilen A. mexicanum tiirii ile aday tiir olarak gruplanmistir. Bu ¢alismada elde edilen tiim diziler ile
NCBI GenBank'tan elde edilen A. mexicanum dizileri haplotip olarak gruplanmis olup genetik uzakliklari 0 bulunmus ve bu
calismanin konusu olan bireylerin kesin olarak A. mexicanum turiine ait oldugu belirlenmistir. Sonuglar Ambystoma cinsi
icerisinde baz1 tiirlerin 6zellikle A. barbouri ve A. texanum "un tiir kompleksi olabilecegini ortaya koymustur. Diger yandan A.
mexicanum, COI, Cytb ve COI+Cytb birlestirilmis veri setleri ile yapilan tiim analizlerde A. andersoni ile aday tiir olarak
gruplanmustir. Bu sonuglar s6z konusu taksonlarin parafiletik oldugunu ve A. mexicanum tiiriine atanmasi gerektigini ortaya
koymustur.

Anahtar kelimeler: Rejeneratif tip, aksolotl, filogeni, tiir sinirlarini belirleme, sitokrom b, sitokrom oksidaz alt tinite I.

1. Giris 2004; Lust & Tanaka, 2019; Roy & Levesque, 2006). A.
mexicanum, Amphibia smifinin, Urodela takimina ait, 10
semender ailesinin icerisinde yer alir. Gtiney Meksika’dan,
Giiney Alaska’ya kadar genis bir alanda yayilim gosteren
Ambystomatidae familyasinin, Ambystoma cinsine ait 30

Ambystoma mexicanum (Aksolotl) rejeneratif tip, evrimsel
biyoloji ve onkoloji g¢alismalarinda model organizma
olarak siklikla kullanilan bir semender tiirtidiir (Gresens,
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Arslan et al. (2021)
turtinden biridir ve yaygin adiyla kostebek semenderleri
olarak da bilinirler (Farkas & Monaghan, 2015). Meksika
Vadisi'nde, Xochimilco golii civarinda endemik olarak
bulunurlar (Gresens, 2004).

Aksolotllar  neotenik  amfibiler olup, larval
donemlerinde cinsel olgunluga ulasirlar (Farkas &
Monaghan, 2015). Kolonyalizm 6ncesi, yerli uygarliklarin
halklar1 tarafindan besin olarak tiiketildikleri, asttm ve
bronsit gibi hastaliklar1 tedavi etmede terapotik amacla
kullanildiklarina dair raporlar bulunmaktadir (Soriano-
Lopez et al., 2006). Aksolotlarin giintimiizde de hala deney
hayvani olarak bu kadar popiiler ve vazgecilmez
olmasmin temel nedeni rejenerasyon kapasiteleridir (Roy
& Levesque, 2016; Stamm et al., 2018; Reifs et al., 2015)
Bircok  semender  tiiriiniin  aksine = metamorfoz
gecirmedikleri igin, embriyonik hiicre benzeri yapilara
sahiptirler ve bu sayede yasamlar: boyunca rejenerasyon
kapasitelerini koruyabilirler.

Memeliler ile karsilastirildiklarinda, kompleks organ
ve dokular1 rejenere edebilmekte ve derin yaralari,
memelilerde goriinenin aksine, yara izi olmaksizin
iyilestirebilmektedirler (Levesque et al, 2010). Yara
iyilesmesi kapasitelerini aydinlatmak tizere yapilan
calismalar Ambystoma mexicanum epidermal lipooksijenaz
(AmbLOXe) proteinine odaklanmistir (Mashkouli et al.,
2020; Menger et al., 2011). Bu protein farkli insan hiicre

hatlar1 ile olusturulan in-vitro yara iyilesmesi
modellerinde denenmis, hiicre proliferasyonu ve
migrasyonunu artirarak yara iyilesmesini anlamli

derecede artirdigr gosterilmistir (Sibai et al., 2019;
Mashkouli et al., 2020). Beyin ve omurilik gibi insanda
rejenerasyon kapasitesi ¢ok diisiik olan dokular1 kolayca
yenileyebilmeleri nedeniyle de sinir bilim calismalarinda
poptiler organizma haline gelmislerdir (Lust & Tanaka,
2019; Demircan et al., 2020). Sinir doku rejenerasyon
kapasitelerinin arastirildig1 calismalar, rejenerasyonda
aktif rol alan hiicresel yolaklar, hedef genler, kodlanmayan
RNAlar gibi molekiiler belirteclere odaklanmustir (Sibai et
al.,, 2019; Sabin et al.,, 2019; Diaz & Echeverri, 2013;
Echeverri, 2020).

Bu canlmin rejeneratif kapasitesinin = sirlarimm
aralamak ve bu bilgilerden yola ¢ikarak insanda rejeneratif
kapasiteyi artirabilmek amaciyla yapilacak bilimsel
calismalarda model organizma olarak kullanimi popiiler
hale gelmektedir. Bu sebeple 6zellikle genetik temelli
arastirmalar icin model organizma olarak kullanilacak
canlmin  tir smurlarnin  bilinmesi  ayrica  6nem
tasimaktadir.

Tur siurlarint  belirleme  (Species  delimitation)
metotlar;,  biitiinlesik  taksonomi  ve  sistematik
calismalarinda son yillarda siklikla kullanilan giincel
yaklagimlardir (Sites & Marshall, 2003; Flot, 2015).
Ozellikle analiz edilen bireylerin aym tiirii temsil
ettiklerinden emin olunmasi igin neredeyse bir 6n kosul
niteligindedir (Bortolus, 2008). Biiyiik ¢lctide morfolojik
karakterlere dayanan geleneksel tiir tanimlama yontemleri
halen yaygin bir bicimde kullanilsa da her gecen giin
tirlerin tanimlanmasinda  ve tir sinirlarinin
belirlenmesinde yeni nesil yaklastm ve yo6ntemler
gelistirilmektedir. Molekiiler verilerin biiytik hacimlerde
ve kisa stirede tiretilebilmesi ve biyoinformatik alanindaki
gelismelere paralel olarak tiir sinirlarinin belirlenmesinde
uygulamal yaklasimlar gelistirilmekte ve
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kullanilmaktadir (Sites & Marshall, 2003).

Bu calismanin amacit Mersin Universitesi Su Uriinleri
Fakiiltesi Uygulama Birimlerinde Rejeneratif Tip
Arastirmalarinda Model Organizma Olarak Yetistirilen
Ambystoma  mexicanum’un  tiir  teshisini  biitiinlesik
taksonomik yontemler kullanarak kesinlestirmektir. Bu
amagla mitokondri genomunda bulunan ve hayvanlar icin
DNA barkodlama bolgesi olarak bilinen sitokrom oksidaz
alt tinite 1 (COI) ve sitokrom b (Cytb) gen fragmentleri
molekiiler belirte¢ olarak kullanilmis ve NCBI GenBank’ta
daha o6nce dizisi verilmis olan Ambsytoma tiirleri ile
filogenetik analizler ve tiir sinirlarini belirleme testleri
yardimiyla karsilastiriimistir.

2. Materyal ve Metot
2.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu Mersin Universitesi Su Uriinleri
Fakiiltesi Uygulama Birimleri'nde yetistiricilik faaliyetleri
sirasinda 6len 3 adet 15-20 g agirliginda juvenil aksolotl
kuyruk biyopsisinden Clinic SV, GeneAll, 108-101 Kkiti
kullanilarak gerceklestirilmistir. DNA izole edilen bireyler
Mersin ~ Universitesi ~ Su  Urtinleri ~ Fakiiltesi
Koleksiyon'unda MEUFR-21-11-001, MEUFR-21-11-002 ve
MEUEFR-21-11-003 numaralari ile saklanmaktadir. 200 mg
kuyruk dokusu otomatik cam boncuklu doku
homojenizatorii ile parcalandiktan sonra kit protokolii
uygulanarak DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Elde
edilen DNA 6rnegi -20°C’de saklanmuistir.

2.2. PCR reaksiyonu

PCR reaksiyonu PCR 2X MasterMix (WizPure™ (Katalog
No: W1401) kullanilarak Applied Biosystems™ ProFlex
termalcycler  cihazinda  gerceklestirilmistir. ~ Total
reaksiyon hacmi 20 pl olacak sekilde, 10 ul PCR 2X
MasterMix, 2 ul template DNA, 6 pul DNase/RNase
icermeyen molekiiler su, 1 plileri yonlii primer ve 1 ul geri
yonltt  primer kullanilmistir.  Calismada  evrensel
barkodlama bolgelerinden COI ve Cytb secilmistir.
Kullanilan primerlere ait diziler ve referanslari Tablo 1'de
verilmistir, COI gen fragmentleri amplifikasyonu igin
AmphF2_t1/AmphR3_t1 primer cifti kullanilmigtir. PCR
reaksiyonu kosullar1 Tablo 2'de verilmistir. Cytb gen
fragmentleri amplifikasyonu i¢in ise MVZ15/MVZ16
primer cifti kullanilmistir ve PCR reaksiyonu kosullari
Tablo 3'te verilmistir. PCR sonrasmda
AmphF2_t1/AmphR3 ve MVZ15/MVZ16 bolgelerinin
PCR drtinleri %2lik agaroz jel elektroforezi ile
goriintilenmistir (110V, 150mA, 45 dk.).

2.3. PCR Uriinlerinin Saflagtirilmasi ve Sanger Dizileme

PCR reaksiyonundan sonra saflastirma asamasinda
ExoSAP-IT Express PCR Cleanup Reagents, Thermo
(Katalog No: 75001.200.UL) kiti kullanilmustir. 10 pl PCR
urtindi, 4 pl kit bilegeni ile sirastyla 37°C’de 4 dk, 80°C’'de 1
dk, 4°C’de 4 dk inkiibasyona birakilmistir. Sanger dizileme
reaksiyonlart PCR asamasinda kullanilan primer ciftleri ile
gerceklestirilmis olup bu asamada Atlas Biyoteknoloji‘den
hizmet alim1 yapilmstir.

24. COI ve Cytb Gen Fragmanlarinin Kontrolii ve
Hizalanmasi

Dizi analizi sonucu elde edilen ileri ve geri yonlii gen
dizileri BioEdit v7.0 (Hall, 2004) programinda goz ile
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kontrol edilmis, okuma kalitesi diisiik 5 ve 3’ ugclar edilerek diizenlenmistir. Olusturulan konsensus diziler
silinmistir. Daha sonra ileri ve geri yonlti okumalar yine NCBI Blast (Altschul et al., 1990) algoritmas1 kullanilarak
BioEdit v7.0 programinda hizalanmis, goz ile kontrol Ambystoma cinsine ve dizilenmesi hedeflenen gen
edilip belirsiz bolgeler kromatogramlardan kontrol bolgesine ait olup olmadiklar1 kontrol edilmistir.

Tablo 1. Polimeraz Zincir Reaksiyonlar1 i¢in kullanilan primerler ve dizileri.

Table 1. Primers and their squences that were used for Polymerase Chain Reaction

Gen Primer Dizi (5" - 3') Referans

cor AmphF2_t1 TGTAAAACGACGGCCAGTTTCAACWAAYCAYAAAGAYATYGG Chambers & Hebert, 2016
AmphR3_t1 CAGGAAACAGCTATGACTADACTTCWGGRTGDCCRAARAATCA

Cytb MVZ15 GAACTAATGGCCCACACWWTACGNAA Moritz et al., 1992
MVZ16 AAATAGGAAATATCATTCTGGTTTAAT

Tablo 2. AmphF2_t1/ AmphR3_t1 Primer ¢ifti i¢gin PCR reaksiyonunun kosullar1.
Table 2. PCR conditions for AmphF2_t1/ AmphR3_t1 primer couple

Sicaklik (°C) Zaman Dongii Sayist
i1k Denatiirasyon 94 5dk. 1
Denatiirasyon 94 40 sn.
Primer Baglanma 45 40 sn. 5
Primer Uzama 72 60 sn.
Denatiirasyon 94 40 sn.
Primer Baglanma 51 40 sn. 35
Primer Uzama 72 60 sn.
Son Uzama 72 5 min. 1

Tablo 3. MVZ15/MVZ16 Primer cifti icin PCR reaksiyonunun kosullari.
Table 3. PCR conditions for MVZ15/MVZ16 primer couple

Sicaklik (°C) Zaman Dongii Sayist
[lk Denatiirasyon 94 5 dk. 1
Denatiirasyon 94 40 sn.
Primer Baglanma 48 40 sn. 40
Primer Uzama 72 60 sn.
Son Uzama 72 5 dk. 1
2.5. Analizler I¢cin Veri Setlerinin Olusturulmasi DNA izole edilen 3 bireyden hem COI, hem de Cytb'nin

dizilerine sahip olan 2 birey kullanilmistir (MEUFR-21-11-
001 ve MEUFR-21-11-003). Bunun yaninda Tablo 4 ve 5’te
erisim numaralar1 “*” ile isaretlenen 11 Ambystoma
tur/alttiirtine ve 1 dis gruba ait total mitogenom
dizisinden ilgili gen bolgeleri ayr1 ayr1 hizalanarak alinan
toplam 14 dizi dahil edilmistir.

Analizlerde 4 farklt veri seti kullanilmistir. Tim veri
setlerine Dicamptodon aterrimus taksonu dis grup olarak
dahil edilmistir. Veri setine eklenen dizilere ait NCBI
Genbank erisim numaralart ve bu dizilere atanmus tiirler
Tablo 4 ve 5te verilmistir. Analizler icin hazirlanan
verisetleri:

4- Total mitogenom veri seti: Yukaridaki veri setleri
ile gerceklestirilen tiir simirlarini belirleme testlerinde A.
mexicanum ve bu ¢alismada dizisi verilen bireyler ile aday
tur olarak gruplanan Ambystoma tiirlerin (bkz: Sonuglar),
birlikte gruplanma sebeplerinin, veri setinin tiir sinirlarimn

2- Cytb veri seti: DNA izole edilen 3 bireyden bagarili belirlemede yetersiz olmasindan kaynaklanip
bir sekilde elde edilen diziler ve Tablo 5'te erisim kaynaklanmadigimin karsilastirmasimi yapabilmek icin
numaralar1 verilen diziler analizlere dahil edilmistir. olusturulmustur. Bu amacla yukarida birlestirilmis veri
setinde kullanilan total mitogenom dizisi bir biitiin olarak
analiz edilmistir.

1- COI veri seti: DNA izole edilen 3 bireyin 2’sinden
COI dizisi elde edilebilmistir (MEUFR-21-11-001 ve
MEUFR-21-11-003). Bunun yaninda Tablo 4’te bilgileri
verilen diziler analizlere dahil edilmistir.

3- COI ve Cytb birlestirilmis veri seti: Bu veri setinde

Tablo 4. COI veri seti haplotip gruplari, ait olduklari tiirler ve diziler.

Table 4. COI data set haplotype groups, attended species and sequences.

Haplotip Tiir GenBank Erisim Numarasi Referansi
1 Ambystoma mexicanum AY659991* 1
AJ584639* 2
MEUFR-21-11-001, OK605096* Bu calisma
MEUFR-21-11-003 OK605097*
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Haplotip Tiir GenBank Erisim Numarasi Referansi

2 A. andersoni AY659993* 1

3 A. mavortium stebbinsi KP013120* Yayinlanmamus

4 A. tigrinum KU986212, KU986050, KU985809, KU986072 3

5 A. dumerilii AY659994* 1

6 A. tigrinum tigrinum AY659992* 1

7 A. californiense AY659995* 1

8 A. californiense KU986196, KU986165, KU986077, KU986040 3

9 A. californiense KU985632 3

10 A. laterale AY728218* 4

11 A. laterale jeffersonianum tiir kompleksi EF525710 5

12 A. laterale jeffersonianum tiir kompleksi EF525709 5

13 Ambystoma sp. GU078472 6

14 A. barbouri GU078469* 6

15 A. barbouri GU078470* 6

16 A. texanum GU078471* 6

17 A. texanum MN135418, MN135417, MN135416 Yayinlanmamig

18 A. annulatum KU986254, KU985678 3

19 A. annulatum MT878234, MT878235 7

20 A. macrodactylum MG421393 Yayinlanmamis

21 A. bishopi KP289200* Yaymlanmamis

22 A. cingulatum KU986180, KU986169 3

23 A. opacum MT878233, MT878232 7

24 A. opacum MN135585 Yaymlanmamis
KU986081, KU985732, KU985606 3

25 A. talpoideum MG822788* 8

26 Dicamptodon aterrimus GQ368657* 9

1: Samuels et al., 2005; 2: Arnason et al., 2004; 3: Chambers & Hebert, 2016; 4: Mueller et al., 2004; 5: Smith et al., 2008; 6: Bi, K., & Bogart
2010; 7: Siler et al., 2021; 8: Ren et al., 2019; 9: Zhang, & Wake, 2009. *COI+Cytb ve total mitogenom veri setinde kullanilan diziler.

1: Samuels et al., 2005; 2: Arnason et al., 2004; 3: Chambers & Hebert, 2016; 4: Mueller et al., 2004; 5: Smith et al., 2008; 6: Bi, K., & Bogart
2010; 7: Siler et al., 2021; 8: Ren et al., 2019; 9: Zhang, & Wake, 2009. *Sequences also included in COI+Cytb and complete mitogenome
data sets.

Tablo 5. Cytb veri seti haplotip gruplary, ait olduklar: tiirler ve diziler.

Table 5. Cytb data set haplotype groups, attended species and sequences.

Haplotip ~ Tiir GenBank Erisim Numarasi ve Referansi
1 Ambystoma mexicanum AY659991* 1
MEUFR-21-11-001, MEUFR-21-11-002, MEUFR-21-11-003 OK631828*, OK631829, OK631830* Bu calisma

2 A. mexicanum AJ584639* 2

3 A. andersoni AY659993* 1

4 A. mavortium stebbinsi KP013120* Yayinlanmamis

5 A. tigrinum EF036666 3

6 A. dumerilii AY659994* 1

7 A. tigrinum tigrinum AY659992* 1

8 A. tigrinum EF036665, EF036667 3

9 A. californiense AY659995* 1

10 A. laterale AY728218* 4
EF036629 3

11 EF036628 3

12 EF036624 3

13 EF036625 3

14 EF036631 3
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Haplotip  Tiir GenBank Erisim Numarasi ve Referansi
15 EF036630 3
16 EF036626 3
17 A. jeffersonianum EF036685 3
18 EF036686 3
19 EF036678, EF036677, EF036681 3
20 EF036687 3
21 EF036676 3
22 KT780869 Yaymlanmamis
23 A. macrodactylum EF036633, EF036634 3
24 A. barbouri GU078484 5
EF036599 3
25 GU078474 5
EF036596 3
26 GU078505 5
EF036619 3
27 GU078513, GU078512 5
EF036613 3
28 GU078470%, GU078511 5
29 GU078500 5
30 GU078499, GU078482, GU078483 5
EF036605 3
31 GU078486, GU078487, GU078503, GU078485 5
EF036607 3
32 GU078501 5
33 Ambystoma sp. GU078472, GU078476, GU078475, GU078509, GU078507 5
A. barbouri EF036609 3
34 Ambystoma sp. GU078473 5
EF036668, EF036669 3
35 A. barbouri EF036612 3
36 Ambystoma sp. EF036674 3
37 Ambystoma sp. EF036673 3
38 Ambystoma sp. EF036675 3
39 A. barbouri EF036617 3
40 GU078490 5
41 GU078492 5
42 GU078496, GU078497, GU078480, GU078502, GU078488 5
EF036600 3
43 GU078479 5
EF036603 3
44 GU078478 5
EF036601 3
45 GU078481 5
46 GU078469* 5
47 EF036610 3
48 GU078471* 5
49 GU078506 5
EF036642 3
50 EF036655 3
51 EF036663 3
52 EF036656, EF036648, EF036652, EF036653 3
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Haplotip  Tiir GenBank Erisim Numarasi ve Referansi
53 EF036654 3
54 EF036643 3
55 EF036646 3
56 EF036644 3
57 GU078495 5
EF036616 3
58 A. texanum EF036664 3
59 EF036662 3
60 A. mabeei EF036632 3
61 A. bishopi KP289200* Yaymlanmamis
62 A. cingulatum EF036621 3
63 A. maculatum EF036637 3
64 EF036636 3
65 EF036635 3
66 A. gracile AY691729 6
67 A. gracile EF036622 3
68 A. gracile EF036623 3
69 A. opacum KT780868 Yaymlanmamis
70 A. talpoideum MG822788 7
EF036639 3
71 Dicamptodon aterrimus GQ368657* 8

1: Samuels et al., 2005; 2: Arnason et al., 2004; 3: Robertson et al., 2006; 4: Mueller et al., 2004; 5: Bi & Bogart 2010; 6: Chippindale et al.,
2004; 7: Ren et al., 2019; 8: Zhang, & Wake, 2009. *COI+Cytb ve total mitogenom veri setinde kullanilan diziler.

1: Samuels et al., 2005; 2: Arnason et al., 2004; 3: Robertson et al., 2006; 4: Mueller et al., 2004; 5: Bi & Bogart 2010; 6: Chippindale et al.,
2004; 7: Ren et al., 2019; 8: Zhang, & Wake, 2009. *Sequences also included in COI+Cytb and complete mitogenome data sets.

2.6. Veri Setlerinin Analizlere Hazirlanmasi

Tum veri setlerinin ¢oklu hizalamalar1 MAFFT (Katoh &
Standley, 2013) algoritmasi kullanarak gerceklestirilmistir.
Veri setlerinin ¢oklu hizalamalar1 Mesquite V3.6
(Maddison, 2021) programinda kontrol edilerek
diizenlenmis ve ileriki analizlerde kullanilacak dosya
formatlaria uygun sekilde disar1 aktarilmistir. Bu amagla
COI, Cytb ve COI+Cytb veri setleri bu calismada elde
edilen dizilerin uzunlugu dikkate alinarak kirpilmistir.
COI ve Cytb veri setlerinde ayni populasyona ait oldugu
bilinen (erisim numaralarindan kontrol edilmistir), veri
setine gore ¢ok kisa olan ve ¢ok miktarda belirsiz bolge
iceren diziler veri setinden ¢ikarilmistir. Daha sonra COI
ve Cytb veri setleri DnaSP 6 (Rozas et al, 2017)
programinda daha sonraki analizler icin haplotiplere
gruplanmis ve analizler bu haplotipler kullanilarak
gerceklestirilmistir.

Haplotip olarak gruplanan COI ve CytB veri setleri
tekrar Mesquite V3.6 programinda islenerek kodon
pozisyonlar1 belirlenmistir. COI+Cytb birlestirilmis veri
setinde ise haplotip gruplandirmas: yapilmamustir. Bu veri
setinde ilgili gen bolgeleri tekrar coklu hizalandiktan
sonra birlestirilmis ve her bir gen bolgesi icin kodon
pozisyonlari belirlenmistir.

Total mitogenom dizilerini iceren 4. Veri setinde ise
hizalama sonrast DnaSP 6 programinda bosluk iceren ve
belirsiz bolgeler cikarilmis ve sonug olarak 16101 bg
uzunlugunda bir veri seti elde edilmistir. Bu veri seti gen
bolgeleri ve kodonlara gore bolimlenmeden analiz
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edilmistir.
2.7. Genetik Uzakliklarin Belirlenmesi

COlI ve Cytb veri setleri i¢in ikili genetik uzakliklar MEGA-
X (Kumar et al., 2018) programinda Kimura-2 parametresi
(K2P) (Kimura, 1980) kullanilarak belirlenmistir.
Belirlenen bu wuzakliklar tir smurlarmi  belirleme
testlerinden ABGD (Automatic Barcode Gap Discovery)
(Puillandre et al., 2012) analizinde kullanilmak tizere
MEGA uzaklik dosyasi olarak disar1 aktarilmistir.

2.8. Niikleotid Substitiisyon Modellerinin Belirlenmesi

Maksimum Olasilik ve Bayesian ¢ikarsama analizleri i¢in
kullanilacak olan niikleotid substitiisyon modelleri
PartitionFinder V2.1 (Lanfear et al., 2017) programinda
BIC (Bayesian information criterion) a gore belirlenmistir.
Bolimleme semasi COI, Cytb ve COI+Cytb veri setleri igin
kodon pozisyonlaria gore belirlenmis, total mitogenom
veri seti i¢in ise biittin olarak analiz edilmistir. Bayesian
cikarsama  analizlerinin  gerceklestirildigi  MrBayes
programu PartitionFinder V2.1 tarafindan denenen tiim
modelleri desteklemedigi igin Bayesian ¢ikarsama
analizlerinde kullanilacak olan modeller belirlenirken
“models=mrbayes” parametresi kullanilmistir. Veri
setlerinde  analizlere gore kullanilan  nikleotid
substitiisyon modelleri Tablo 6’da 6zetlenmistir. Bunlarin
yaninda GMYC (Generalized Mixed Yule Coalescent)
(Pons et al., 2006) analizlerinde kullanilmak tizere gerekli
olan ultrametrik agaglar igin gerekli substitiisyon modeli
Beast v2.6.6 (Bouckaert et al., 2014) programuinda yer alan
bModelTest v1.2.1 paketi (Bouckaert & Drummond, 2017)
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kullanilarak otomatik olarak belirlenmistir.
2.9. Filogenetik Agaclarin insas1

Maksimum Olasilik agaclar1 IQTree 2 (Minh et al., 2020)
programi kullanilarak insa edilmistir. Dal destek degerleri
aynt programda yer alan Ultrafast Bootstrap
Approximation 2 (UFBoot2) (Hoang et al, 2018)
algoritmas:  kullanilarak 1000 tekrarli ve “-bnni”
parametresi ile hesaplanmistir. Bayesian agaclar1 ise
MrBayes 3.2.7 (Ronquist et al., 2012) programi kullanarak
insa edilmistir. COI, Cytb ve total mitogenom veri setleri
i¢in 10¢ jenerasyon, COI+Cytb birlestirilmis veri igin 500000
jenerasyon her biri 3 sicak ve 1 soguk 4 zincirli birbirinden
bagimsiz 2 stireg ile analiz gerceklestirilmistir. Ttim veri
setleri icin agaclar her 100 dongiide bir 6rneklenmistir.
Jenerasyon sayist 2 bagimsiz stirecteki ayrilma
frekanslarinin standart sapmasinin 0.02'nin altinda olup

goriildiikten sonra analiz sonlandirilmistir). Orneklenen
agaclarin ilk %251 analizden uzaklastirilmis (burn-in),
kalan agaclardan %50 ¢ogunluk agac1 (50% majority rule
tree) insa edilmistir. Ultrametrik agaclar Beast v2.6.6
(Bouckaert et al., 2014) programu kullamilarak insa
edilmistir. Tum veri setlerinde “Relaxed Clock Log
Normal” saat modeli 6n tanimli 6nciiller ile kullanilmgtir.
Insa edilen ultrametrik agaglarda tiirlerin ayrilma
zamanlarmin belirlenmesinden ziyade dallarin birbirine
gorece ayrilma zamanlarinin belirlenmesi
amagclandigindan tiim veri setleri igin substitiisyon oramn
“1” olarak kullanilmistir. Agag onctilii icin “Yule Model”
o6n tanimli parametreler ile segilmistir. Analiz igin
jenerasyon sayis1 yukarida anlatildigi sekilde Tracer V1.7.1
program ile belirlenmistir (COI veri seti icin 15X106, Cytb
veri seti i¢in 25X106, COI+Cytb ve total mitogenom veri
setleri i¢in 2X107 jenerasyon). Analiz sonucu insa edilen

olmadigr degerlendirilerek asamali olarak arttirilip agaclardan %10 ‘u yakilarak mcc agact (Maximum Clade
belirlenmistir. Ayrica model parametrelerinin 2 bagimsiz Credibility ~Tree) TreeAnnotator v2.6.2 programi
stireg icin Efektif Orneklem Biiytikliigii (ESS) Tracer V1.17 kullanilarak ~ hesaplanmustir.  Elde edilen nexus
(Rambaut et al., 2018) programi yardimiyla kontrol formatindaki aga¢ dosyalar1 GMYC analizinde

edilmistir (6nerildigi tizere tiim analizlerde her bir stireg
tim parametrelerde ESS'nin 200'tin iizerinde oldugu

Tablo 6. Filogenetik analizler i¢in kullanilan modeller

Table 6. Models used in phylogenetic analyses

kullamilmak tizere newick formatina FigTree v1.4.4
(Rambaut, 2018) programi yardimiyla cevrilmistir.

Model
Veri Seti Boliimleme Tablosu
1QTree MrBayes
1-616\3 TRNEF+I SYM+I
Cor 2-617\3 F81+1
3-615\3 TRN+G HKY+G
1-697\3 GTR+G
Cytb 2-698\3 SYM+G
3-696\3 HKY+I
cor Cytb IQTree MrBayes
1-709\3 711-1461\3 HKY+I
COI+Cytb
2-707\3 712-1462\3 GTR+G
3-708\3 710-1460\3 TRNEF+G SYM+G
Total mitogenom - - GTR+I+G

2.10. Tiir Sinirlarini Belirleme Testleri

Bu ¢alismada dizileri elde edilen bireyler ile karsilastirmak
tizere dizileri NCBI GenBank veri tabanindan indirilen
turlerin (Tablo 4 ve 5) ayri1 birer tiirti temsil edip
etmediginin  belirlenmesi icin 4 farkli yaklasim
kullanilmistir. COI ve Cytb veri setleri icin uzaklik tabanh
ABGD (Automatic Barcode Gap Discovery = Otomatik
Barkod Boslugu Kesfi) (Puillandre et al., 2012) yukarida
anlatildig1 sekilde MEGA X programinda hesaplanan ikili
uzakliklar tizerinden gergeklestirilmistir. Goreceli barkod
boslugu on tanimli olan X=1.5 degerinde boliimleme
olusmadigr icin programda onerildigi sekilde 0.1'lik
basamaklar ile 1’e dustriilmustiir. Ayrica istatistiksel
parsimoni ile sebeke analizleri TCS (Crandall et al., 2000)
programu ile %90 ve %99 Dbaglanti limiti ile
gerceklestirilmistir. Bunlar disinda tiim veri setleri icin
agac tabanli bir yaklasim olan bPTP (Poisson Tree
Processes) analizleri pPTP web sunucusunda (Zhang et al.,
2013), Bayesian agaclar1 girdi olarak kullanilarak on

tanimli parametreler ile (jenerasyon sayisi farkli olarak
500000 secilmistir) gerceklestirilmistir. Tim testlerde
biitiin veri setleri igin dis grup analize dahil edilmemistir.
GMYC (Pons et al., 2006) analizleri ise tek ve ¢oklu esik
degerleri ile ayr1 ayr1 GMYC web sunucusunda (Zhang et
al., 2013) gergeklestirilmistir.

3. Bulgular
3.1. COI veri seti

Veri setinin olusturuldugu toplam 43 COI dizisi 26
haplotip olarak gruplanmustir (Tablo 4). Bu calismada
dizisi elde edilen bireyler daha onceki calismalardan
dizileri verilen A. mexicanum (AY659991 ve AJ584639) ile
Haplotip 1 olarak gruplanmis olup genetik uzakliklar
0’dir. Haplotip 1’e en yakin grup A. andersoni tiirtintin tek
yer aldig1 Haplotip 2 olup genetik uzaklig1 0,00651 olarak
hesaplanmistir. Haplotip 1'e Ambystoma tiirlerinin yer
aldigi haplotiplerden en uzak grup ise A. talpoideum’un tek
yer aldig1 Haplotip 25 olup genetik uzaklig1 0,19649 olarak
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hesaplanmistir. Haplotip 1’in dis gruba (Dicamptodon
aterrimus, Haplotip 26) olan genetik uzaklig1 ise 0,25830

olarak hesaplanmustir.

Elde edilen Maksimum Olasilik agacinda Haplotip 1
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ve 2 kardes takson olarak gruplanmis olup dal destek
degeri %99'dur (Sekil 1). Bayesian analizleri sonucunda
elde edilen agacin topolojisi benzer olup (Sekil 2) Haplotip
1 ve 2 0,52 soncul olasilik degeri ile kardes takson olarak

dallanmustir.

ABGD
TCS %90

bPTP (ML)
GMYC (M)

A. talpoideum

A. californiense

A. tigrinum tigrinum

A. dumerilii

A. movartium stebbinsi
A. tigrinum

MEUFR-21-11-003 A mexicanum

A. andersoni
A. bishopi
A. cingulatum

|
|
(AN - s

A. fexanum

A. barbouri
Ambystoma sp.
A. barbouri

{55 Yy ey o s e

A. opacum

A. annulatum

A. macrodactylum
A. laterale

A. laterale~jeffersonianum

(A N g v

I
|

D. aterrimus

Sekil 1. COI veri seti ile insa edilen maksimum olasilik agaci (solda), % rakamlar UFBoot2 ile hesaplanan dal destek degerlerini
gostermektedir. Sagdaki renkli stitiinlar tiir stnirlarini belirleme testlerine gére aday tiir gruplarim gostermektedir.

Figure 1. Maximum likelihood tree constructed with COI data set (left),

numerals show UfBoot2 clad supports. Coloured columns on the

right show candidate species groupings according to species delimitation methods

Otomatik barkod boslugu kesfi (ABGD) analizi
sonucunda 0.039 uzakliginda bir barkod boslugu (Barcode
gap distance) hesaplanmis ve bu bosluga gore 16 aday tiir
gruplanmustir. Bu gruplamada Haplotip 1-5 (MEUFR-21-
11-001, MEUFR-21-11-003, A. mexicanum, A. andersoni, A.
mavortium stebbinsi, A. tigrinum, A. dumerilii) birlikte yer
almaktadir (Sekil 1).

TCS programu ile gerceklestirilen istatiksel parsimoni
analizlerinde ise %90 baglanti limitindeki gruplama
ABGD ile aynidir. %99 baglant: limiti ile yapilan analizde
ise beklenen sekilde daha fazla aday tiir hesaplanmis (21
aday ttir) olup haplotip 1 ve 2 birlikte gruplanmustir
(MEUFR-21-11-001, MEUFR-21-11-003, A. mexicanum, A.
andersoni) (Sekil 1)

PTP (Poisson Tree Processes) analizleri i¢in Bayesian
¢ikarsama sonucunda elde edilen agac kullanilmistir.
Maksimum olasilik ve Bayesian ¢oziimii ayni sonuglari
vermis olup 18 aday tiir belirlenmistir. Haplotip 1 ve 2
(MEUFR-21-11-001, MEUFR-21-11-003, A. mexicanum, A.
andersoni) birlikte gruplanmustir (Sekil 1).
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GMYC analizinde tekli esik degerinde (Single
threshold) 17, coklu esik degerinde (Multi threshold) ise 18
aday tiir tespit edilmistir. Her iki esik degerinde de
Haplotip 1, 2, 3 ve 4 (A. mexicanum, A. andersoni, A.
tigrinum, ve A. movartium stebbinsi) birlikte aday tiir olarak
gruplanmustir (Sekil 1).

3.2. Cytb veri seti

Veri setinin olusturuldugu toplam 115 Cytb dizisi 71
haplotip olarak gruplanmistir (Tablo 5). Bu calismada
dizisi elde edilen 3 birey daha 6nceki ¢alismalardan dizisi
verilen A. mexicanum (AY659991) ile Haplotip 1 olarak
gruplanmis olup genetik uzakliklar1 0'dir. Haplotip 1’e en
yakin grup diger bir A. mexicanum (AJ584639) dizisini
iceren Haplotip 2 olup genetik uzakligr 0,0014347212
olarak hesaplanmustir. Haplotip 1'e Ambystoma tiirlerinin
yer aldig1 haplotiplerden en uzak grup ise Ambystoma
maculatum (EF036636)'un tek yer aldig1 Haplotip 64 olup
genetik uzakligi 0,1906534778 olarak hesaplanmistir.
Haplotip 1'in dis gruba (Dicamptodon aterrimus, Haplotip
71) olan genetik uzakligi ise 0,2671068700 olarak
hesaplanmustir.
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Sekil 2. COI veri seti ile insa edilen Bayesian ¢ikarsama agaci. Diigtimler tizerindeki numaralar kladlarin soncul olasilik degerlerini

gostermektedir.

Figure 2. Bayesian tree constructed with COI data set. Numerals above the nodes shows the posterior probability of the clades

Elde edilen Maksimum Olasiik agacinda bu
calismada dizilenen 3 6rnek ile AY659991 erisim numarali
A. mexicanum dizisi (Haplotip 1) ve AJ584639 erisim
numarali A. mexicanum (Haplotip 2) kardes takson olarak
gruplanmus olup dal destek degeri %76’dir Haplotip 3 (A.
andersoni) ise Haplotip 1 ve 2'nin olusturdugu klada
kardes takson olarak dallanmis olup dal destek degeri %99
‘dur (Sekil 3). Bayesian analizleri sonucunda elde edilen
agacin topolojisi benzer olup (Sekil 4) Haplotip 1 ve 2 0,87
soncul olasilik degeri ile kardes takson olarak dallanmuistir.
Haplotip 3 (A. andersoni) ise %91 dal destek degeri ile bu
klada kardes takson olarak yer almaktadir.

Otomatik barkod boslugu kesfi (ABGD) analizi
sonucunda 0.032 uzakliginda bir barkod boslugu (Barcode
gap distance) hesaplanmis ve bu bosluga gore 21 aday tiir
gruplanmustir. Bu gruplamada Haplotip 1-5 (MEUFR-21-
11-001, MEUFR-21-11-002, = MEUFR-21-11-003,  A.
mexicanum, A. andersoni, A. mavortium stebbinsi, A. tigrinum)
birlikte yer almaktadir (Sekil 3).

TCS programu ile gerceklestirilen istatiksel parsimoni
analizlerinde ise %90 baglant1 limitindeki aday tiir sayisi
ve gruplama ABGD ile aymdir. %99 baglanti limiti ile daha
fazla aday tiir tespit edilmis olup (29 aday tiir) olup
haplotip, 1, 2 ve 3 birlikte gruplanmistir (MEUFR-21-11-
001, MEUFR-21-11-003, A. mexicanum, A. andersoni) (Sekil
3)

PTP (Poisson Tree Processes) analizleri icin Bayesian
¢ikarsama sonucunda elde edilen agac kullanilmistir.
Maksimum olasilik ¢6ztimii sonucunda 24, Bayesian
¢oziimii sonucunda ise 25 aday tiir hesaplanmustir. Her iki
¢oziimde de Haplotip 1-5 (MEUFR-21-11-001, MEUFR-21-

169

11-002, MEUFR-21-11-003, A. mexicanum, A. andersoni, A.
mavortium stebbinsi, A. tigrinum) birlikte aday ttir olarak
gruplanmustir (Sekil 3).

GMYC analizinde tekli esik degerinde (Single
threshold) 24, coklu esik degerinde (Multi threshold) ise 23
aday tiir tespit edilmistir. Her iki esik degerinde de COI
veri setindekine benzer sekilde ¢alismanin konusu olan A.
mexicanum ile A. andersoni, A. tigrinum, ve A. movartium
stebbinsi birlikte aday tiir olarak gruplanmustir (Sekil 3).

3.3. COI+Cytb birlestirilmis veri seti

Bu veri setinde aym bireylerden izole edilen DNA’lardan
dizilenmis COI ve Cytb dizilerinin birlestirilmesi
hedeflendiginden, NCBI Gen Bank’ta hali hazirda bulunan
total mitokondri genomlar: ile bu ¢alismada her iki gen
bolgesinin basarili bir sekilde dizilenebildigi MEUFR-21-
11-001 ve MEUFR-21-11-003 katolog numarali bireylere ait
dizileri kullanilmistir (Analizde kullanilan diziler Tablo 4
ve 5'te * ile isaretlenmistir). Maksimum olasilik analizleri
sonucunda elde edilen agacta elimizdeki 6rnekler ile A.
mexicanum’a ait diziler %99 dal destek degeri ile ayni
kladda yer almaktadir. Bu klada kardes takson olarak yer
olan A. andersoni'nin de yer aldig1 kladin ise dal destek
degeri %95’tir (Sekil 5). Bayesian ¢ikarsama ile elde edilen
agacta da topoloji benzer olup yukarida bahsedilen
kladlarin soncul olasiliklari sirast ile 0,98 ve 1 ‘dir (Sekil 6).

Elde edilen Bayesian ¢ikarsama agacinin girdi olarak
kullanildigr bPTP analizinde maksimum olasilik ve
Bayesian ¢oziimleri ayni sonucu vermis olup 10 aday tiire
isaret etmistir. Elimizdeki o6rnekler ile A. mexicanum, A.
andersoni, ve A. mavortium stebbinsi birlikte aday tiir olarak
gruplanmustir (Sekil 5).
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Sekil 3. Cytb veri seti ile insa edilen maksimum olasilik agac1 (solda), % rakamlar UFBoot2 ile hesaplanan dal destek degerlerini
gostermektedir. Sagdaki renkli siittinlar tiir sinirlarmi belirleme testlerine gore aday tiir gruplarmi gostermektedir.

Figure 3. Maximum likelihood tree constructed with Cytb data set (left), numerals show UfBoot2 clad supports. Coloured columns on the
right show candidate species groupings according to species delimitation methods.
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Sekil 4. Cytb veri seti ile insa edilen Bayesian ¢ikarsama agaci. Duigiimler tizerindeki numaralar kladlarin soncul olasilik degerlerini

gostermektedir.

Figure 4. Bayesian tree constructed with Cytb data set. Numerals above the nodes shows the posterior probability of the clades.
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Sekil 5. COI+Cytb birlestirilmis veri seti ile insa edilen maksimum olasilik agac1 (solda), %rakamlar UFBoot2 ile hesaplanan dal destek
degerlerini gostermektedir. Sagdaki renkli siitun bPTP testine gére aday tiir gruplarin gostermektedir.

Figure 5. Maximum likelihood tree constructed with COI+Cytb concatenated data set (left), numerals show UfBoot2 clad supports.
Coloured column on the right show candidate species groupings according to bPTP test.
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Sekil 6. COI+Cytb birlestirilmis veri seti ile insa edilen Bayesian ¢ikarsama agaci. Diigiimler tizerindeki numaralar kladlarm soncul olasilik

degerlerini gostermektedir.

Figure 6. Bayesian tree constructed with COI+Cytb concatenated data set. Numerals above the nodes shows the posterior probability of

the clades.

GMYC analizinde tekli esik degerinde (Single
threshold) 11, coklu esik degerinde (Multi threshold) ise 8
aday tiir tespit edilmistir. Bu calismada elde edilen diziler
icin coklu esik degerindeki gruplandirma bPTP
analizindeki gruplandirma ile (A. mexicanum, A. andersoni,
ve A. mavortium stebbinsi) ile aynidir. Tekli esik degerinde
ise bu gruplandirmadan A. mavortium stebbinsi aday tur
olarak ayrilmistir (Sekil 3).

3.4. Total mitogenom veri seti

Yukarida detaylar1 verilen ve 3 farkli veri seti ile
gerceklestirilen analizlerde bu calismada dizilenen
ornekler ile daha onceki calismalardan elde edilen A.
mexicanum’a ait diziler her ne kadar birlikte gruplansalar
da beklenilen sekilde yalin ve diger morfolojik tiirlerden
farkli bir grup olusturmadiklart goralmustir. Bu
durumun elimizdeki siirli uzunlukta ve 2 gen bolgesi ile
sinirh dizilerden kaynaklanip kaynaklanmadigmin test
edilmesi amac1 ile NCBI GenBank veri tabaninda bulunan
ve icerisinde referans genomlarm da yer aldigi total
mitogenomlar ile ek analizler gerceklestirilmistir (referans
genom olan dizilerin numaralar1 agac gorsellerinde erisim
numaralar1 yaninda parantez icerisinde verilmistir). Bir
dis grup dahil toplam 14 taksona ait 16101 bg
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uzunlugunda dizi ile gerceklestirilen Bayesian ¢ikarsama
analizinde tiim kladlar 1 soncul olasiik degeri ile
ayrilmustir. Yukarida farkli veri setleri ile gerceklestirilen
analizlere benzer sekilde A. mexicanum, A. andersoni, A.
mavortium  stebbinsi  ve A. dumerilii taksonlarmin
bulundugu klad benzer topolojiye sahiptir. Bu agacin girdi
olarak kullanildig1 bPTP analizinin her iki ¢6ztimiinde de
11 Ambystoma taksonu 10 aday tiire ayrilmistir. Bu 11
taksondan A. mexicanum, A. andersoni, A. mavortium
stebbinsi yukaridaki analizlere benzer sekilde aday tiir
olarak gruplanmistir. GMYC analizinde tekli esik
degerinde 12, coklu esik degerinde ise 11 aday tiir tespit
edilmistir. A. mexicanum, A. andersoni, A. mavortium
stebbinsi taksonlarmin disinda diger taksonlar bPTP
analizindeki sekli ile gruplanmuistir. Tekli esik degerindeki
gruplama morfolojik tiirler ile aymidir. Coklu esik
degerinde ise diger tiim analizlerde oldugu gibi A.
mexicanum ve A. andersoni taksonlar1 birlikte aday tiir
olarak gruplanmistir (Sekil 7).

4. Tartisma

Ambystoma mexicanum tirt yiliksek rejeneratif kapasitesi
nedeniyle bilim insanlarmin dikkatini ¢ekmis ve
rejenerasyon kapasiteleri bircok arastirmaya konu
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olmustur. Diger semender tiirlerinin aksine bu tiir uygun
yasam kosullarinda metamorfoz gecirmeden kalabilir ve
bu sayede embriyonik hiicre benzeri rejenerasyon
potansiyelini koruyabilir. Kompleks organ ve dokular
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rejenere  edebilir ve bunu yara izi olmadan
gerceklestirebilirler (Gresens, 2004; Lust & Tanaka, 2019).
Bu 6zellikleri sebebi ile siklikla model organizma olarak
yetistirilmektedirler.

bPTP
(ML-E)
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S
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AYB59991 A. mexicanum

AJS84638 (NC_D05797) A. mexicanum

I AYB59983 (NC_006888) A, andersoni

AYB59994 (NC_006889) A. cumerilfi

AYB59995 (NC_006880) A. californiense ‘

GUOT8471 (NC_014571) A. texanum

|
e (GLUIOT8469 (NC_014568) A, barbourt

GUOT8470 A. barbouni

||

KP289200 (NC_027501) A. histhopl

|

- AY728218 (NC_006330) A. faferale

GQ36865T Dicamplodon aterrimus

Sekil 7. Total mitogenom veri seti ile insa edilen Bayesian ¢ikarsama agaci (solda). Diigiimler iizerindeki numaralar kladlarin soncul
olasilik degerlerini gostermektedir. Sagdaki renkli stitun bPTP testine gore aday tiir gruplarini gostermektedir.

Figure 7. Bayesian tree constructed with complete mitogenome data set. Numerals above the nodes shows the posterior probability of the
clades. Coloured column on the right show candidate species groupings according to bPTP test.

Genel olarak canlilarin  konu oldugu tum
arastirmalarda oldugu gibi ozellikle rejeneratif tip alani
gibi model organizmalarin kullanildigi alanlarda hem
calisma sonuclarmnin tekrar edilebilirligi, hem de farkli
arastirmacilar tarafindan yapilan calismalarin saglikl
karsilastirilabilirligi acisindan, tizerinde calisilan canlmin
tiir teshisinin dogru yapilmas1 énemlidir (Bortolus, 2008).
Bu sebeple bu calismada Mersin Universitesi Su Uriinleri
Fakiiltesi Uygulama Birimleri'nde rejeneratif tip
arastirmalarinda kullamilmak {izere model organizma
olarak yetistirilen ve morfolojik olarak Ambystoma
mexicanum olarak teshis edilmis olan bireylerin tir
teshisleri yukarida detaylar1 verilen molekiiler filogenetik
analizler ile test edilmistir. Farkli veri setlerinin
kullarildig1 bu analizlerin tamaminda s6z konusu bireyler
daha 6nceki calismalarda elde edilen A. mexicanum tiirii ile
aday tiir olarak gruplanmustir.

Bunun yanmnda COI veri seti i¢in bu ¢alismalardan
elde edilen diziler ile NCBI GenBank’tan elde edilen A.
mexicanum dizileri haplotip olarak gruplanmis olup
genetik uzakliklar: 0'dir. Benzer sekilde Cytb veri setinde
de bu calismada dizi bilgisi elde edilmis olan &rnekler A.
mexicanum’a ait bir dizi ile (AY659991) ile haplotip olarak
gruplanmus (genetik uzaklik 0) olup diger bir A. mexicanum
(AJ584639) ornegi ile ise genetik uzakligr 0,0014'tiir. Bu
uzaklik ise toplam 698 bc¢ uzunlugundaki dizide 1
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niikleotid substitiisyonundan kaynaklanmaktadir. Bu
substitiisyon 3. kodon pozisyonunda yer almakta olup
kodlanan aminoasiti (16sin) degistirmemektedir (TTA —
TTG, transisyonel sessiz mutasyon). Bu veriler goz dntinde
bulunduruldugunda bu calismanin konusu olan bireyler
A. mexicanum turtne aittir.

Bununla birlikte COI ve Cytb veri setlerini birlikte
kullanarak yapilan analizlerde Ambystoma cinsi icerisinde
A. barbouri ve A. texanum ‘un tiir kompleksi olabilecegine
isaret etmektedir. Bu calismanin amaci Ambystoma cinsinin
filogenisi ~ olmadigindan bu  duruma  ayrintih
deginilmemistir, fakat bu calismanin konusunu olusturan
A. mexicanum’un durumu asagida ayrintili tartistlmistir.

COI Cytb ve COI+Cytb birlestirilmis veri setleri ile
yapilan tiim analizlerde A. mexicanum (ve bu ¢alismanin
konusu bireyler, bundan sonra A. mexicanum olarak
gececektir) en genis anlamda A. andersoni, A. mavortium
stebbinsi, A. tigrinum ve A. dumerilii ile birlikte, en dar
anlamda ise A. andersoni ile birlikte bir tiir olarak
gruplanmustir. Bu durumun iki gen boélgesi ile sinirlt veri
setinden mi kaynaklandiginin anlasilabilmesi igin stz
konusu taksonlarmn total mitogenomlar: ile olusturulan
dordiincti bir veri setinden bPTP ve GMYC testleri
gerceklestirilmistir. Bu testin sonucundaki gruplama
COI+Cytb birlestirilmis veri seti ile yapilan gruplama ile
aynt olup gerceklestirilen analizlerde (tek esik degerlikli
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GMYC analizi haric) A. mexicanum, tekrar A. andersoni ile
aday ttir olarak gruplanmustir. Bu durumun t¢ sebebi
olabilir; i) NCBI veri bankasinda mitogenomu verilen dizi
(A. andersoni; AY659993) yanlis taksona atanmustir, ii) bu
takson parafiletik olup A. mexicanum tiirtine atanmalidur,
veya ¢ok az olast bir jhtimal olarak iii) total mitogenom
dahil veri setleri Ambystoma cinsi igin tiir smurlarim
belirlemede yetersizdir. Elde edilen tiim agaclardaki dal
uzunluklar: da goz oniinde bulunduruldugunda birinci ve
ikinci senaryonun olabilirligi agir basmaktadir. Soz
konusu iki taksona ait dizilerin sadece birer total
mitogenom ile smirli olmas1 kesin bir yargiya varmay1
giiclestirmektedir.

Ambystoma andersoni’ nin bu makalede kullanilan
dizisi diger dort Ambystoma total mitogenom dizisi ile
birlikte (A. californiense, A. tigrinum, A. dumerilii, A.
mexicanum, A. andersoni) Ambystomidae familyasimin
filogenetik pozisyonunu ¢ozmek amactyla Samuels et al.
(2005) tarafindan dizilenmis ve ayni calismada analiz
edilmistir. Calisma sonucu bu 5 taksondan olusan agacta
bu calismada elde edilen agaclara benzer sekilde A.
mexicanum ve A. andersoni kardes takson olarak yer almis
(soncul olasihig1 1), A. dumerilii ise bu klada kardes takson
olarak yer almustir (soncul olasilik 1). Bes taksonun ttimii
birlikte degerlendirildiginde analiz sonucunda elde
ettikleri akrabalik iligkileri bu calismada elde edilen ile
benzer sonuglar: vermektedir. Fakat Samuels et al. (2005)
tarafindan  gerceklestirilen bu calismanin  hedefi
Ambystoma igerisindeki ttir siirlarnin belirlenmesinden
ziyade =~ Ambystomidae  familyasiin  filogenisini
belirlemek oldugundan bu iki tiiriin (A. mexicanum ve A.
andersoni) yakin iliskisini ayrintili tartismamislardir.

Farkli veri setleri ile elde edilen agaclarda birlikte
gruplanan A. californiense, A. tigrinum, A. dumerilii, A.
moveratum stebbinsi ve A. mexicanum uzun suredir A.
tigrinum tiir kompleksinin birer tiyesi olarak bilinmektedir
(Gehlbach, 1967). Ambystoma icerisinde durumun ¢éztimii
ile ilgili smurli ¢alismalar bulunmakta olup (Shaffer &
McKnight, 1996; O'Neill et al., 2013) bu calismada da elde
edilen sonuglar tiir kompleksinin hentiz ¢oziilemedigini
gostermistir.

Son olarak 3 sinirli veri seti ile yapilan analizler total
mitogenom veri seti ile yapilan analizler ile
karsilastirildiginda, farkli veri setleri arasindaki toplam
aday tiir sayisindaki degisimin analizlere dahil edilebilen
takson say1s1 (NCBI GenBank'ta s6z konusu genin dizisine
sahip takson sayisi) ile orantili olarak arttig1 goralmustiir.
Bu baglamda dis grup harig, COI veri setine dahil edilen
19 takson 16-20 aday ttire, Cytb veri setine dahil edilen 24
takson 21-29 aday tiire, Cytb+COlI ve total mitogenom veri
setine dahil edilen 11 takson ise sirasiyla 8-11 ve 10-12 aday
tiire gruplanmustir. Fakat tiim veri setlerinde ortak olan 11
takson dustintildiigtinde aday tiir gruplamalarinin benzer
oldugu gorilmustiir. Bu sebeple en azindan calisma
konusu olan Ambystoma cinsi icin tek bir gen bolgesinden
olusan sinirl veri setinin de aday tiirlerin belirlenmesinde
yeterli oldugu diistintilmektedir.

Tesekkiir: Bu proje, Mersin Universitesi BAP (Bilimsel Arastirma
Projeleri Birimi) tarafindan 2021-1-AP7-4362 proje kodu ile
desteklenmistir.

Etik kurul onay1: Bu calisma icin etik kurul onay: alinmasma
gerek yoktur.
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Cikar catismasr: Yazarlar, ¢ikar catismasi olmadigmi beyan
etmistir.
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