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OZET
Yiksek Lisans Tezi

BATI KARADENIZ’DE BAZI AMFIBI TURLERINDE FUNGAL PATOJENININ
(Batrachochytrium dendrobatidis) REAL-TIME PCR TEKNIGI ILE
ARASTIRILMASI

Fahri PAT
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlsu
Molekdiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Damisman: Dog. Dr. Safiye Elif KORCAN

Bu arastirmada, Tiirkiye’nin Bati1 Karadeniz Bolgesinde diinya ¢apinda amfibi 6liimlerine
yol actig1 bilinen Batrachochytrium dendrobatidis’in Real-time PCR teknigi ile ilk kez
calistimistir. Ulkemizin 6nemli ormanlik alanlarinin ve dogal sulak alanlarin bulunusu ve
tiirlere ait birey sayisi agisindan zengin olan bdlgemizde, diinyanin pek ¢ok bdlgesinde
kitlesel amfibi 6limlerine neden olan Batrachochytrium dendrobatidis bu ¢alisma ile
bolgemizdeki varligi tespit edilmis olacaktir. Yapilan bu c¢alismada 2013 ve 2014
yillarinda birer kez arazi ¢alismasi yapilmistir. Bu arazi ¢aligmalar1 sonucunda toplanan
25 ornekten 7 tanesinde pozitif sonu¢ alinmistir. Pozitif sonug¢ alinan tiirler igerisinde
soyu tehlike de olan tirler listesinde bulunan Rana dalmatina 6rneklerinde Bd pozitif
sonuca rastlanilmstir.

Ulkemizde sadece Adapazari ve Trakya’da bulunan Bombina Bombina tiirii de ¢aligmalar
sonucunda bu fungal patojenin tehdidi altinda oldugu goriilmiistiir. Arastirma sonucunda
ayrica ililkemizde Bati1 Karadeniz Bolgesinin ekolojik zenginliginin de bu fungal patojen

tarafindan tehdit altinda oldugu goriilmiistiir.

Yapilmis olan bu tez ¢calismast sonucunda bdlgemizde amfibi tiirlerinin korunmasi igin
yasal diizenlemeler yapilabilir. Bu fungal patojenin bolgemize hangi yolla gectigi daha

sonraki ¢aligmalar ile arastirilabilir.

2015, ix + 45 sayfa
Anahtar Kelimeler: Batrachochytrium dendrobatidis, Chytridiomycosis, g°PCR



ABSTRACT
M.Sc Thesis

INVESTIGATED SOME AMPHIBIAN FUNGAL PATHOGEN (Batrachochytrium
dendrobatidis) TO THE WESTERN BLACK SEA REGION BY REAL-TIME PCR
TECHNIQUE

Fahri PAT
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Associate Professor Safiye Elif KORCAN

In this study, we have tried Turkey's western Black Sea, known to cause amphibian deaths
worldwide District Batrachochytrium dendrobatidis Real-time PCR technology for the
first time. Our country's major forest areas and natural wetlands discovery and our region
is rich in the number of individuals of the species, the world's lead to massive amphibian
death in many parts of the Batrachochytrium dendrobatidis presence in our region this
work will have been determined. In this study it is made once a land operation in 2013
and 2014. These field studies were positive results in seven of the 25 samples collected
as a result. In the list of species that are in danger of soy in the species Rana dalmatina
has received positive results seen in the example of the positive results Bd.

In our country, not only on the type of Bombina bombina in Adapazari and thrace it was
also found to be at the bottom of this fungal pathogen threats as a result of studies. As a
result of the ecological wealth of our country is also the Western Black Sea Region that
has been shown to be threatened by fungal pathogens.

Our region as a result of this thesis can be made legal arrangements for the protection of
amphibians. This fungal pathogen with which our region be investigated in further studies
now that way.

2015, ix + 45 pages
Key Words: Batrachochytrium dendrobatidis, Chytridiomycosis, g°PCR



TESEKKUR
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1. GIRIS

Tiirkiye Ui¢ kita olan Asya, Avrupa ve Afrika’ nin kesisme noktasinda bulunmaktadir.
Tiirkiye’nin bu konumu biitiin jeolojik devirler boyunca cok hareketli bir sahada
bulunmasma yol a¢mustir. Ulkemizin bu jeolojik devirlerden Ugiincii Zamanda
(Tersiyer'de) Koroglu Daglari, [lgaz Daglari, Kiire Daglari, Canik Daglari, Kése Daglari,
Giresun Daglari, Dogu Karadeniz Daglari, Mescit Dagi, Yalnizgam Daglari, Tecer,
Mercan, Allahuekber Daglarint igerisinde barindiran Kuzey Anadolu Daglarinin
olusmasma yol agmistir (Int.Kyn.1). Kuzey Anadolu Daglarinin olusmasi ile birlikte
iilkemizin Bat1 Karadeniz Bélgesinin iklimini [Karadeniz iklimi (Okyanusal Iklim veya
iliman Deniz Iklimi)] olusturmustur. Karadeniz iklimi o6zelliklerinden dolayr Bati
Karadeniz de her mevsim yagish (yillik yagis miktar1 1000-1500 mm) yillik ortalama
sicaklik 13-15 °C dir. Ayrica dogal bitki oOrtiisii ormandir. Bitki ortiisii alcak kesimlerde
kisin yapragini doken yayvan yaprakli ormanlardir. Yiikselti arttik¢a bitki Ortiisti degisir
ve karma yaprakli ormanlara rastlanir. Daha yukarilarda ise igne yaprakli ormanlar ve
Alpin cayrrlar gériiliir (Int.Kyn.2). Bu bitki ortiisii sayesinde iilkemiz Bat: Karadeniz
Bolgesinde biyocesitlilik ve canli sayisi ¢oktur (Int.Kyn.3). Ancak biyogesitliligin cok

olmasi biyogesitliligi tehdit eden unsurlarin ortaya ¢ikmasina da yol agmaktadir.

Biyogesitliligi tehdit eden unsurlardan bir tanesi de diinya genelinde amfibi turlerinde
kitlesel Sliimlere yol agmasi ve amfibi azalislart nedeni ile Diinya Saglik Orgiitiiniin
Yaban Hayat Organizasyonu (World Organisation for Animal Health) yaban hayat
hastaliklar1 listesinde B.dendrobatidis’in (Bd) etken oldugu Chytridiomycosis yer
almistir (Berger et al. 1998, Bosch et al. 2001, Rachowicz et al. 2006, Daszak et al. 2000).

Ekolojik dengenin bozulmasi ile giiney yarim kiirede dagilis gosteren B. dendrobatidis
kuzey yarim kiirede yayilis gostermistir. Diinya da pek ¢ok aragtirmaya konu olmus bu
patojen fungus ile 1ilgili ilkemizde yeteri kadar kayit bulunmamaktadir.
Chytridiomycosis, B. dendrobatidis tarafindan siirekli olarak cildin enfeksiyonuna bagli
bir hastaliktir. Bulagma su araciligiyla tasinan zoosporlar ve anura larvalarinin agiz
parcalarinin parazite olmasiyla, amfibilerin post metamorfik safthada enfeksiyonu ile olur.
Bazi durumlarda larval kaudatlarda da Chytrid olusumu bildirilmistir (Brodman and
Briggler 2008, Kriger and Hero 2007, Berger et al. 1998, Longcore et al. 1999, Marantelli



et al. 2004). Chytridiomycosis olustugunda, amfibi epidermisi arasindaki elektrolit
taginimt %350 ye kadar engellenir, hiicre sitoplazmasindaki sodyum ve potasyumun
konsantrasyonu diiser ve asistolik kalp durmasi 6liimlere sebep olur (Voyles et al. 2009).
Saglam deri amfibi i¢ dengesinin korunmasinda 6nemli faktorlerin basinda gelmektedir
ve deri fonksiyonunu bozan nedenin dogrudan B. dendrobatidis’ in metabolitlerinin
olusturdugu bir mekanizma oldugu diistiniilmektedir (Voyles et al. 2009). Son 40 yildur,
bircok amfibi tiirii diinya ¢apinda dramatik bir azalis gostermektedir. Son zamanlarda ki
kiiresel degerlendirmelere gore 1/3 ‘1 ya da diinyadaki 6593 amfibi tiiriiniin %32’si biiyiik
tehlike altindadir. 122 amfibi tiirti 1980 den beri yok olma tehlikesindedir ve populasyon
biiyiikliikleri %43 oraninda azalmistir. Bu toplu amfibi azalmalarinin bir¢ok nedeni
olmasina karsin yapilan calismalar en onemli nedenin patojenler oldugunu ortaya

koymaktadir(int. Kyn.6).

Bu ¢alismada; B. dendrobatidis' in iilkemiz Bati Karadeniz Boélgesinde (Sakarya,
Zonguldak, Kastamonu, Karablk) bulunup bulunmadiginin tespit edilmesi
amaclanmistir. B.dendrobatidis tespiti, giivenilir ve hizli bir yontem olmasi nedeni ile
16SrDNA bulunan ITS1-3 bolgesine 6zgii primerler kullanilarak, Real-Time PCR ile
gergeklestirilmistir.



2. LITERATUR BILGILERI

2.1 Chytridiomycosis

Yaklasik son 30 yilda Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) sebebi ile 200’ askin
kurbaga tiiriinde ya popiilasyonda biiyiik diisiisler goriilmiis ya da tiirler bir y1l igerisinde
yok olmustur (Skerratt et al. 2007). Bu hizli ve beklenmedik diisiis tiim diinyada
saptanmustir (Costa Rica: Crump et al. 1992, Panama: Lips 1999, Lips 2003a, Lips 2003b:
Brazil: Hayer et al. 1988, Weygoldt 1989, Avustralya: Laurence et al. 1996 ). Bunun yani
sira son yillarda Bd beklenmedik bir sekilde Orta Amerika semenderlerde gorilmektedir
(Rovito et al. 2009). Son yillarda 350°den fazla amfibi tiiriiniin Bd ile enfekte oldugu
saptanmustir (Fisher et al. 2009).

Bd amfibi derisindeki keratin igeren tabakaya yiizeysel olarak yerleserek enfeksiyona
neden olur (Berger et al. 1998). iribas’larda keratinli doku sadece agizda bulunur ve etken
burada lokalize olur (Berger et al. 1998). Agiza yerlesen Bd burada bazi defektlere ve
pigment kaybina neden olur (Rachowicz and Vredunberg 2004). Metamorfoz esnasinda
vicuttaki derinin keratinlesmesi ile fungus enfeksiyon yetigkinlerin ve hassas tiirlerinde

derisi iizerine yayilabilir.

Geng ve yetiskin kurbagalarda Bd enfeksiyonlar1 ve tumor 6zellikle gobek, parmak ve
pelvik kisimdaki deri hiicreleri i¢indedir (Berger et al. 1998). Enfeksiyon esnasinda deri
kalinlagir (hiperkerata) ve soyulur (Berger et al. 1998). Ozmatik diizenleme ( regtlasyon)
giderek bozulur kandaki elektrolit dlizeyi diiser ve kalbin durmasin’dan kaynakli 6liim
gerceklesir (Voyles et al. 2009). Mortalite orani, patojenin dozuna, sicakliga, yasa, tiire,
Bd straine bagl olarak degisir (Berger et al. 1999,2004, Lamirande and Michds 2002,
Woodhams et al. 2005). Enfeksiyon yogunlugu 6nemli bir faktor olarak goziikkmektedir.
Clnku kurbaga ve semenderlerde enfeksiyonda yiikii yaklasik 10.000 mantar zoosporuna

ulastiginda 6liim olur (Verdenburg et al. 2010, Cheng et al. 2011).

Berger (2005)’ e gore post metamorfik kurbagalarda refleks kaybi istahsizlik, uyusukluk,
arka ayakta abnormal postiir ile olusan anormal durus genisligi, Parker (2002)’in
caligmasinda belirtildigi gibi deride lekeler ve keratinize dokuda kayiplar, Rachowicz vd.



(2004)’e gore iribaslarda agiz pargalarinda pigmentsiz bolgeler, semenderlerde ventral
yuzeyde kicuk koyu noktalar ve deri dokulmeleri goralir (Davidson et al. 2003, Cummer
et al. 2005).

Laboratuvar kosullarinda birgok kurbaga tiirlinde Bd’nin olduk¢a yiiksek patojenite
gosterdigi ve hatta baslangi¢ seviyelerindeki diisiik dozun bile 6liime neden olabildigi
bildirilmistir (Skerrott et al. 2007). Rana cetesbeiana gibi diger kurbaga tlrlerinin
yetiskin ve iribas‘ lar1 Bd ile enfekte olmakla birlikte, diisiik dozlardaki enfeksiyon
oldiirtici olmayip bu tiirler fungusun tasinmasinda rol aldig1 bildirilmistir (Skerratt et al.
2007). Semenderler ise Bd enfeksiyonlarinin rezervuari olarak hareket edebilirler

(6rnegin Dogu Kaplan Semenderi, Ambystoma tigrinum).

’

Weinstein (2009) yaptigi ¢alismada alandan topladig1 enfekte Batrochoseps attenuatus
lar1 6rneklerinin kuru mikrohabitatda % 100’ {iniin 61diiglini saptamistir. Bu sonug bazi
semender tlirlerinin digerlerine goére Bd ye daha hassas olduklarini gdstermektedir.
Rovito vd. (2009) Orta Amerikadaki semenderlerin azalisinin Bd oldugunu bildirdi. Daha
sonra Cheng vd. (2011) formalin ile fikse edilmis miize 6rneklerinde qPCR ¢alismasinda
Bd enfeksyonunun Orta Amerika semender turlerinde ve bircok Meksika tiirlinde var
oldugunu ortaya koymaktaddir. iki neotropikal semender tiiriiniin (Rseudoeuryea leprosa
ve Bolitoglassa refescen) Bd’ye karsi oldukg¢a hassas oldugu Cheng vd. (2011) tarafindan
bildirildi.

2.2 B. dendrobatidis’in Yasam Dongusu

Batrachochytrium dendrobatidis, Chytridiomycota subesi, Chytridiomycetes sinif,
Chytridiales takiminda yer alir, toprak ve suda bulunur (Hyatt et al. 2007). Bd kozmopolit
ve genis dagilima sahip olan heterotrofik bir fungustur (Sparrow 1960, Karling 1977).
Genellikle bulunduklari ortamda kitin, keratin ve bitki tortular1 gibi ylzeyleri kullanirlar.
Bazi cinsler fakiiltatif ya da obligat anaeroblardir ve bir¢ogu mantarlarin, alglerin,
tohumlu bitkilerin, rotiferlerin, nematodlarin ya da bdceklerin obligat parazitleridir.
Burada bildirilen chytrid Chytridiomycota filumunun omurgali paraziti olarak kabul

edilen ilk tyesidir (Barr 1990).

B. dendrobatidis iki yasam dongiisii bulunan sucul bir organizmadir (Berger et al. 2005).



Bu yasam dongiilerinden ilkinde zoosporlar su igerisinde posteriorda bulunan flagellum
yolu ile hareketlidirler. Reproductive zoosporangium asamasinda ise sesildir. B.
dendrobatidis zoosporlar1 dogrudan konagin keratinize tabaklarina tutunarak uyum saglar
ve rizoidler ile birlikte zoosporangium halinde olgunlasir (Resim 2.1). Yaklasik olarak B.
dendrobatidis sporlarinin yasam siiresi dort giin kadardir ve bu siirede 400’iin tizerinde
zoospor Uretirler. Bu dongiiler zoosporlarin uygun ortam bulmasi durumunda tekrarlanir.
Zoosporlar ayn1 konakta c¢ogalabilecegi gibi yeni bir konakta bulabilirler. Bu da
B.dendrobatidis’in zorunlu parazit olmadigimi1 gosterebilir (Davidson et al. 2003,

Longcore et al. 1999).
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Sekil 2.1 Bd'in yasam dongiisii.

B.dendrobatidis ¢evrede genis bir bdlgedede bulunabilir. Chytridiomycosis kaynakli
0llim, esas olarak belirli bir konum i¢in yilin soguk zamanlarinda ya da serin yiiksek
bolgelerde gordlebilir (Berger et al. 1999, Piotrowski et al. 2004). Kiiltiir ortaminda
chytrid 4° C -25° C’ de biiyiir, buna karsin 17° C ile 25° C’ de (Piotrowski et al. 2004).
28°C’nin Uzerinde ve 10°C’nin altindaki sicakliklarda chytrid biiyiimesi durur veya
biiyiimesi yavaslar. Bu sicakliklarda enfeksiyonlar lime yol agmazlar, ¢linki fungus

buytumeyi tercih etmez (Piotrowski et al. 2004).

2.3 B. dendrobatidis’in Diinyadaki Yayilis1

B. dendrobatidis’ in iklim degisikligi ve uluslararasi kurbaga ticareti nedeni ile pek gok



bolgeye yayildigi saptanmistir. Calismacilar Afrika, Glney Amerika, Orta Amerika,
Kuzey Amerika, Avrupa, Asya ve Yeni Zelanda’da 287 amfibi tiirii ve 25 amfibi
familyasinda Bd tespit etmislerdir (Bosch et al. 2007, Kerry M. Krigger 2009, Lips et al.
2008, Laurance 2008, Rohr et al. 2008, Skerratt et al. 2007) (Resim 2.2, Resim 2.3).
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Resim 2.1 B.dendrobatidis kiiresel dagilim haritas (Int.Kyn.4)

Avustralya’da kuzey topraklari harig tiim eyaletlerde 4 zonda Bd bulunmustur. Bu zonlar;
1-) Dogu kiyilarindaki New South Wales, Quensland yagmur ormanlarinda ve Victoria®
da ki dag ve dag eteklerindeki ormanlarda ( Berger et al. 1999)

2-) Giineybatida Perth’e kadar uzanan bolgede (Berger et al. 1999)

3-) Adelaide civarinda ( Berger et al. 1999)

4-) Tasmania (Oberdorf 2005, 2006 )

Su ana kadar kuzey topraklarima Bd pozitif rapor edilmemistir (Van Sluys and Hero
2010). Miize Ornegi c¢alismalari Canondale alam1 ve Guney Quennslanda Bd
enfeksiyonunu Aralik 1978’de Dogu kiyilarinda bulundugu, Giiney batida Ekim 1985,
Adelaide Mayis 1996, Tasmania‘da ise 2004’de bulundugu bildirilmistir (Obendorf
2005). En azindan bir kurbaga tiiriniin (Toudoctylus acutirostris ) Bd nedeniyle 1993 te
yok oldugu bilinmektedir. Ayrica Rheobatrachus vitellinus, Rheobatrachus silus ve
Taoudoctylus diurnus tirlerinin Bd enfeksiyonu nedeniyle ortadan kalktigindan
stiphelenilmektedir (Laurance et al. 1996, Berger et al. 1998).



Avustralya da amfibilerdeki hizli diistisler giiney Queensland ve Brisbane yakinlarinda
1970’lerin sonlarina dogru baslamis ve 1980’lerin ortalarinda ortadogu Queensland’in
kuzeyine kadar ilerlemistir. Kiy1 Queensland’da patojenin ilerleme oraninin yilda 100 km
oldugu tahmin edilmektedir (Laurance et al 1996). Tanzanya“ da bu diisiisler 1970’lerin
sonlarinda baslamistir. Diisiisler ilk defa 1970’lerin sonlari, 1980’lerin baslarinda
D’Aguilar, Blackall ve Giineydogu Queensland’da Brisbone yakin bolgelerde fark
edilmistir (Laurance et al. 1996).

Gune Gun Kurbagasi (Taudoctylus diurnus) 3-4 yil igerisinde yok olmustur. 1975’de
Aguilarda daha sonra 1978’lerin sonlarina dogru Blackall’da ve son olarak 1979’un
baslarinda Canandale’de goriilmiistiir (Czechura and Ingram 1990). Benzer olarak agiz
yolu ile dogum yapan alisilmamis bir kurbaga tiirii olan Rheobatrachus silus 1979°dan

sonra Canondale’de ortadan kalkmig ve son olarak 1981°de Blockall’da goriilmistiir.

Ayni zaman periyodu i¢inde Litoria peorsonia, Mixophyes iteratus ve M. fleayi tlrlerinin
Giineydogu Queensland ve New South Wales’de bulunan popilasyonununda %90°dan
fazla diisiis kaydedilmistir (Ingram and Mcdonald 1993) .1980’lerin ortalarma
gelindiginde dogu Queensland’da, tropik yagmur ormanlarindaki Brisbone’nin 700km

batisinda Avustralya amfibilerinde azalis goriildigii tespit edilmistir.

Rheobatrochus vitellinus 1984 yilinda kesfedilmis ve yaygin olarak bulundugu
bildirilmistir (Mahony et al. 1984). Yaudactlus eungelensis’ de 1984 yili boyunca yaygin
oldugu rapor edilmistir (Mcdonald 1990). Bu tirlerin popiilasyondaki ilk diistisler deniz
seviyesinden 400 m uzerinde Ocak 1985°de goriilmUstiir (Winter and Mcdonald 1986).
Buna ragmen yiiksek seviyelerde tiirlerin hala yaygin olarak goriildiigii saptanmistir. Mart
1985°de yani sadece 3 ay sonra Rheobatrachus vitellinus’un yiiksek seviyelerde yasayan
tiirlerinde higbir iz kalmamistir (McDonald 1990). Mart 1985’ten buyana bu tiir ile ilgili
hicbir kayit bildirilmemistir. Taudactylus eungellensin 1986 Hazirani’ndan beri

goriilmemistir (Mcdonald 1990).

Bd, Kanada ve Amerika Birlesik Devletleri ve ayn1 zamanda Meksika’da da bulunmustur.

Miize orneklerinde ki histolojik ¢aligmalar Bd’nin 1961°lerde Kanada ve Amerika’dan



kaynaklandigini acik bir sekilde gostermektedir. Rana catesbeianan’ nin Bd tasiyicisi
oldugu bilinmektedir. Diinyaya yayilimindan bu tiirlin sorumlu oldugu genom ¢alismalari
sonucunda ortaya ¢ikarilmistir (Rosenblum et al. 2010, Garner et al. 2006, Quelliet et al.
2005, Mazzoni et al. 2003).

Afrika’da en eski chytrid enfeksiyonu Kamerun bolgesindeki Xenopus fraseri
orneklerinde 1933 de (Soto-Azat et al. 2010) ve Gilney Afrika’da Xenopus laevis
orneklerinde 1938 de saptanmustir (Weldon et al. 2004). Bugline kadar ise Afrika
kitasinda yer alan 13 iilkede Bd enfeksiyonu bildirilmistir. Bu tlkeler; Botsvana,
Kamerun, Kongo, Gana, Kenya, Lesotho, Malavi, Nijerya, Giiney Afrika, Svaziland,
Tanzanya, Uganda Demokratik Cumbhuriyeti, Zambiya olup dokuzunda (Botswana,
Cameroon, Ghana, Kenya, Malawi, South Africa, Swaziland, Tanzania, Uganda, ve
Zambia) Xenopus tirlerinde enfeksiyon tespit edilmistir. Bugiine kadar, Afrika amfibi
tirlerinden Kihansi Sprey kurbagasinda (Nectophrynoides asperginis) chytridiomycosis
nedeniyle popiilasyonun da diisiis oldugu bildirilmistir (Weldon and Du Preez 2004,
Channing et al. 2006). Blackburn vd. (2010) Kamerun daglarinin endemigi Xenopus
longipes da nedeni bilinmeyen diisiislerin oldugunu bildirmesine ragmen bu diisiisiin
nedeninin Bd olduguna dair hi¢ bir kanit bulunamamistir. Benzer bir durum
Madagaskar’da da s6z konusu olup endemik amfibi faunasinda nedeni tespit edilemeyen
diistisler goriilmektedir (Weldon et al. 2008, Andreone et al. 2008). Nis modelleme
analizlerine gdre orta ve dogu Madagaskar bolgelerdeki amfibi popiilasyonlarindaki
diislisiin nedeninin Bd olabilecegi diisiiniilmektedir (Ron 2005). Karayipler'de Bd ilk
1970'lerin ortalarinda Porto Riko tespit edilmistir (Burrows et al. 2008). Ozellikle 1990'h
yillarda bu bolgede amfibi popiilasyonlarinda 6nemli azalmalar olmustur (Burrows et al.
2004). Dominika’da, 2002 yilinda Dag Tavuk kurbagasi olan Leptodactylus fallax da
chytridiomycosis salgini, Leptodactylus fallax nifusunu buyik o6lglde, yerli Karayip
amfibi turlerini ise sadece bir kag ay i¢inde harap etmistir (McIntyre 2003). Kiiba'da, 2006
Ekim de Bufo longinasus da enfeksiyonlar nedeniyle 6limlerin oldugu bulunmustur (Daz
et al. 2007). Tobago adasindaki Mannophryne olmonae’larin ii¢ ayr1 populasyonunda
Chytrid enfeksiyonu tespit edilmistir (Alemu I. 2008). Yeni Zelanda’daki endemik turleri
de icine alan amfibi tiirlerinde chytridiomycosis oldugu bilinmektedir. Burada

Coromandel Yarimadasinda ve Kuzey Ada da enfeksiyona bagh ilk amfibi



populasyonunda diisiisler Leiopelma archeyi (Archey Kurbagasi) de 1995 de goriilmiistiir
(Bell et al. 2004). Bunu takiben 1996 da Tapu Ridge’de Leiopelma archeyi populasyonda
diisiis oldugu bildirilmistir (Bell et al. 2004). Avustralya tiirii olan Litoria raniformis da
ilk Bd 1999 da Christchurc da saptanmistir (Norman and Waldman 2000, Waldman et al.
2001), daha sonra 2000 de Litoria ewingii da (Bishop 2000) 2001 de Leiopelma archeyi
Bd enfeksiyonu bildirilmistir (Bell et al. 2004). Farkli lokalitelerde yasayan ayni tiirlerin

Chytridiomycosis'e kars1 direnglerinin farkli oldugu goériilmiistir.

1996-2001 yillar1 arasinda Karasal kurbaga Leiopelma archeyi, Coromandel Yarimadasi
Uzerinde disiisler yasarken Bell vd. (2004) vyari-sucul Leiopelma hochstetteri
poplilasyonlarinda diisiis olmadig1 gozlenmistir. Ayrica, Kuzey Adasi'nin bati kisminda
ki Whareorino ormanlarinda bulunan Leiopelma archeyi lerde Bd saptanmistir ancak

enfeksiyon nedeniyle popiilasyonda azalma goriilmemistir (Bell et al. 2004).

Avrupa'da, Guadarrama Pealara Milli Parkindaki yabani amfibilerde chytridiomycosis'in
neden oldugu Olimciil salginlar ilk 1997 goriilmistiir (Bosch et al. 2001). Giintiimuzde
ise Bd enfeksiyonlar1 Ispanya, Portekiz, italya isvigre Biiyiik Britanya, Fransa, Almanya,
Liksemburg gibi bircok Avrupa iilkesinde bildirilmistir. ispanyada Bd kékenli ilk salgin
vakalar1 1997 de tespit edilmis olup bunu 1998 ve 1999 da ki vakalar takip etmistir (Bosch
et al. 2001). 1999’larin baglarinda Peialara Doga Parkinda yasayan Salamandra
salamandra’ larda chytrid Bd ile baglantili kisa siirede 6liimler gortilmiistiir. 1982-1986
yillar1 arasinda ve 1999 da Bufo calamita kitlesel 6limler, Bufo bufo’da ise enfeksiyon
saptanmistir. R. perezi’nin ve Rana catesbeiana’nin Peruvian Andes’de Bd tasiyicisi
olabilecegi bildirilmistir (Seimon et al. 2006). Fransa’da Pyrenees daglarindaki Boga
Kurbagalarinda Bd goriilmistiir (Garner et al. 2006). 1970'ler ve 2001 yillar1 arasinda
Languedoc yerli kurbaga popiilasyonlarinda amfibi distisleri ile ilgili hi¢bir kanit
bulunamamustir (Crochet et al. 2004). Garner vd. (2006) Italya’da Bd enfeksiyonlu Boga
kurbalari, Stagni vd. (2002) ise Bd enfeksiyonlu Bombina pachypus bildirmistir (Resim
2.3).
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Resim 2.2 Bd-maps.net verileri kullanilarak regresyon modelinde tiiretilmis Batrachochytrium
dendrobatidis (Bd) testip orani(Int.Kyn.5).

2.4 B. dendrobatidis’in Tiirkiye’deki Yayilisi

Ulkemizde Bd ile ilgili yeterli ¢calisma bulunmamaktadir. Gégmen vd. (2013) Gonyiik
Kanyonunda bulunana iki Pelophylax bedriagae orneginin birinde Bd saptamis ve
enfeksiyon oraninin 3.5 GE oldugunu bildirmistir. Erismis vd (2014) nin Goller
Bolgesinde yaptiklart ¢alismada Pelophylax ridibundus, Hyla orientalis, Bufotes
variabilis ve endemik Beysehir Kurbagasi Pelophylax caralitanus da Bd oldugunu
bildirmislerdir (Cizelge 2.1)

Cizelge 2.1 Tiirkiye’deki Bd ¢aligmalari

Tir Lokalite n Prev GE Kaynak
Lyciasalamandra. atifi Fersin 30 - - Gogmen vd. 2013
Lyciasalamandra. Hurma Kasabast 30 - - Gogmen vd. 2013
Lyciasalamandra billae Kale Hill 30 - - GoOcmen vd. 2013
Lyciasalamandra irfani GoOynik kanyonu 14 - - GoOcmen vd. 2013
Lyciasalamandra Tahtali Dg1 9 - - Gogmen vd. 2013
Lyciasalamandra Gedelme 10 - - GoOcmen vd. 2013
Lyciasalamandra arikani ~ Dagdibi 10 - - Gogmen vd. 2013
Lyciasalamandra. I. Boldag 30 - - Gogmen vd. 2013
Lyciasalamandra I. Saklikent 30 - - GoOcmen vd. 2013
Lyciasalamandra. I. Ceuvreli 31 - - Gocmen vd. 2013
Lyciasalamandra. I. Karadere 30 - - GoOcmen vd. 2013
Lyciasalamandra. fazilae ~ Gokbel 30 - - GoOcmen vd. 2013
Lyciasalamandra. Marmaris 30 - - Gogmen vd. 2013
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Cizelge 2.1 (Devam) Tiirkiye’deki Bd galigmalari

Pelophylax bedriagae Goynik Kanyonu 2 0,50 3,5  Goégmen vd. 2013
Pelophylax caralitanus Golcuk Géli 9 11,1 20,4  Erigmis vd. 2014
Pelophylax caralitanus Isikli Golu 39 20,5 350,5 Erigmis vd.2014
Pelophylax caralitanus Egirdir Golu 57 14,0 365,4 Erismis vd. 2014
Pelophylax caralitanus Beysehir GOl 20 32,1 264  Erigmis vd. 2014
Pseudepidalea variabilis Cevreli 1 - - Gogmen vd. 2013
Pseudepidalea variabilis Akoren Goli 13 23,1 30,6  Erismis vd. 2014
Pseudepidalea variabilis Golcik Golu 7 14,2 10,8  Erismis vd. 2014
Pseudepidalea variabilis Tinaztepe Goleti 7 14,2 30,3  Erismis vd. 2014
Pseudepidalea variabilis Erkmen Goleti 9 22,2 30,2  Erismis vd. 2014
Hyla orientalis Akoren Golii 6 16,7 20,8  Erigmis vd. 2014
Hyla orientalis Golclk Golu 3 - - Erismis vd. 2014
Hyla orientalis Erkmen Goleti 1 - - Erismis vd. 2014
Pelobates syriacus Akoren Golu 1 - - Erigmis vd. 2014
Pelophylax ridibundus Akoren Golu 14 42,9 50,7  Erismis vd. 2014
Pelophylax ridibundus Tinaztepe GoOleti 11 18,2 40,8  Erismis vd. 2014
Pelophylax ridibundus Erkmen Goleti 15 13,3 40,8  Erismis vd. 2014
Rana macrocnemis Tinaztepe Goleti 3 - - Erismis vd. 2014
Triturus karelinii Golcik Goli 6 - - Erismis vd. 2014

2.5 B. dendrobatidis Enfeksiyonunun Tespiti

Olii ya da 6lmekte olan kurbagalar Bd den oldugu kadar diger patojenler tarafindan da
enfekte edilmis olabilir. Post-metamorfik kurbagalar ¢esitli klinik belirtiler gosterir. Bu
belirtiler istahsizlik, uyusukluk, arka ayaklar1 genisletilmis anormal durus ve refleks
dizeltilmesi eksikligidir (Berger et al. 2005). Iribaslarinda ise ag1z ¢evresinde pigment
kayb1 olarak goze garpar (Rachowicz and Vredenburg 2004). Semenderlerde chytrid
enfeksiyonu ventral ylzey Uzerinde kicuk koyu lekeler gorulir ve ciltte dokuntulere
neden olabilir (Davidson et al. 2003, Cummer et al. 2005, Bovero et al. 2008, Weinstein
2009).

Bd enfeksiyonu genellikle iki sekilde dogrulanir; birincisi, deriden alinan Kesit ile
histolojik olarak, ikinci olarak swaplama islemi ile alinan DNA o6rneklerinin real-time
PCR yontemi ile tespiti (QPCR) (Boyle et al. 2004).

Cok yakin zamana kadar sadece canlidan alinan 6rneklerde Bd tesbiti qPCR yapilabiliyor
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iken muze 6rnekleride Bd tesbiti i¢in histolojik metotlar kullaniliyordu. Ancak Soto-Azat
vd. (2009) etanol ile fikse edilmis amfibi Orneklerinde qPCR kullanarak Bd
enfeksiyonunu tespit etmislerdir. Fakat formalin ile fikse edilmis Ornekler
kullanildiginda, miize 6rneklerinde qPCR yontemi ile Bd tesbiti yapilamamistir. Bunu
takiden Walker vd. (2008) formalin ile fikse edilmis 6rneklerde qPCR yontemi ile Bd
DNA tespiti yapabilmiglerdir.

2.5.1 B. dendrobatidis Enfeksiyonunun Histolojik Tespiti

Agir chytrid enfeksiyonu gosteren bir Beyaz Aga¢ Kurbagasi (Litoria caerulea) derisinin
bir kismindan alinan histolojik kesit ile hazirlanmis elektron mikroskopu kesiti ile tespit
edilir. B. dendrobatidis ile enfekte olmus bir kurbaga derinin bir bolimi bir
fotomikrografidir (Resim 2.3). Mantar sporangialar stratum korneum tabakasinda
bulunan yuvarlak yapilardir. Dogal epitel hiicreleri sayisinda artan B. dendrobatidis
varligia yanit nedeni ile normalde bir kurbaganin stratum korneum yaklasik 2-3 hiicre
kalinliginda bir tabaka olmasina ragmen enfeksiyon ile stratum corneum ¢ok katmanl ve

duzensiz hale gelir (Berger et al. 2005).

Resim 2.3 B.dendrobatidis histolojik kesit 6rnegi

I: Olgunlagsmamis zoosporangium. D: Zoosporlari i¢eren olgun zoosporangium.
Ok: Bos zoosporangium. E: epidermis (Berger et al. 1999).

Agir chytrid enfeksiyonu gosteren, Litoria lesueuri gelen ayak deri yilizeyinin taramali
elektron mikroskobu Enfekte bir kurbaga epiteli desarj gosteren B. dendrobatidis ile
ylzeyde ¢ikan papillalarin varligi gézlenmistir. Saglikli bir amfibi tiiriinde epitel yiizeyi

nispeten diizgiin ve iyi organize olmus halde bulurken Bd ile enfekte olmus hayvanin
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epitel hicreleri purtizli hale gelir (Berger et al. 2005).

Resim 2.4 B.dendrobatidis elektron mikroskopu goriintisi

Yiizeyde bulunan her bir epitel hiicrenin eriskin olmus zoosporlarin salinimi (Berger
et al.2005).

2.5.2 Canh Ornekler Uzerinden Real-Time PCR ile Bd'nin Tespiti

Omek yetiskin hayvan ya da juvenil amfibi swaplama islemi yoluyla toplanir. Larva
safthasindaki hayvanlardan agiz kenarindan swap alinmalidir (Retallick et al. 2006).
Swaplama iglemi eldiven takilarak hayvanin alt kismindan, karindan, alt uyluk ve alt ayak
kismindan yaklasik 30 sefer olmak {izere alinir. Alinan swap 6rnekleri daha sonra DNA
elde edilebilmesi igin steril miihiirli kapakl: tiip igerisine yerlestirilerek real-time PCR

islemine gecilir.

Swaplardan DNA elde edildikten sonra real-time PCR olarak bilinen teknik kullanilarak
deri swaplarindan elde edilen Bd zoosporlarinin varlig1 ve miktari tespit edilebilir. Real-
time PCR oOrnekleri igerindeki Bd DNA miktarini evrensel Bd standart kullanarak tespit
edilmelidir. Cihazin ¢alismasi sirasinda 6rneklerin durumu goriintiilenebilir. Sonuglar
gorlintiileme sirasinda yatay yesil gizgiler ait oldugu 6rnegin Bd pozitif oldugunu gosterir
(Resim 2.5).
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Resim 2.5 Real-time PCR:( SFTU laboratuvrinda Vredenburg)

2.6 Calisma Bolgesinin Tanim

Bati Karadeniz Bolgesi iilkemizin kuzeybatisinda bulunur. Kizilirmak Deltasi’nin
batisindan baslayip Adapazari ve Bilecik’in dogusuna kadar olan bdlgedir (Resim 2.7).
Bolu, Diizce, Zonguldak, Bartin, Amasra, Karabiik, Kastamonu ve Sinop bolgede
bulunan illerdir. Bat1 Karadeniz Bolgesi’nin niifusu daha ¢ok kiy1 kesimlere ¢ekilmistir,

ancak i¢ kisimlarda niifus genellikle akarsu boylarinda yogunlagsmaktadir.
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Resim 2.6 Bat1 Karadeniz Bolgesi’nin Tiirkiye genelindeki konumu.
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Bat1 Karadeniz genel olarak dagliktir. Bélgenin yeryiizii sekillerini, III. Jeolojik devirde
Alp kivrimlari sonucunda olusan Kuzey Anadolu Daglari olusturur. Daglar kiyiya paralel
uzandigr i¢in kiy1 seridinde kiyr ozellikleri goriiliir, dogal limanlar azdir ve falezler
oldukca fazladir. Ayrica deniz etkisi i¢ kisimlara kadar ulasmadigi i¢in buralarda karasal
iklim goriiliir. Kiyida ise 1liman bir iklim olan Karadeniz iklimi goriiliir. Karadeniz’den
gelen nemli hava kiyiya paralel uzanan daglarin yamaglarina bol yagis birakir.
Tirkiye’nin en yagisl bolgesi olan Karadeniz Bolgesi’nde biitiin bir y1l boyunca yagis
olabilir. Dolayisiyla bu bolgede kuraklik diger bolgelere gore daha az goriliir.

Maksimum yagis sonbaharda, minimum yagis ilkbaharda diiser. Yillik yagis miktar
1000-1500 mm’dir. Yillik ortalama sicaklik 13-15 °C’dir. Ocak ay1 ortalama 8 sicaklig1
6-7 °C iken Temmuz ay1 ortalama sicakligi 21-23 °C’dir. Bat1 Karadeniz’in dogal bitki

ortiisii ormanlardir ve daglarin yiiksek kesimlerinde ¢ayirlara rastlanilir (Oz 2007).
2.6.1 Zonguldak ili

Zonguldak Bat1 Karadeniz Bélgesi’nde Karadeniz kiyisinda, istanbul’un yaklasik 360
km. dogusunda, Ankara’nin 270 km. kuzeyinde, daglik, engebeli, yesili ¢ok renkli ve bol

olan, Tiirkiye'nin tek koklasabilir tagkomiiriiniin tiretildigi bir ildir

Zonguldak doguda Bartin ve Kastamonu, giineyde Diizce ve Karabiik, bat1 ve kuzeyden
Karadeniz ile cevrilidir. 41q ile 41q 271 kuzey enlemleri, 31q 481 ve 32q 131 dogu

boylamlari arasinda Tiirkiye'nin topraklarinin % 1,1’ini kaplar.

Ilin Bati Karadeniz Bélgesinde bulunmasi nedeniyle daglar kiyiya paralel sekilde
bulunmaktandir. Daglarin ilin gilineyinde bulunmasi i¢ Anadolu ile baglantiy1
giiglestirmektedir. ilde biiyiik ova ve yayla yoktur ancak yagisin her mevsimde olmasi ve
arazinin fazla egimi nedeniyle sellere elverisli bulunan alanlarda kiiciik ovalar
olusmustur. Daglik bir yorede yer alan ilin topraklarinin sadece % 29,17’°s1 % 20'den az
egimli olup kentsel yerlesime ve tarima uygundur. Zonguldak ilinin % 56°s1 daglarla, %

31'1 platolarla, % 13"l ovalarla kaplhidir. Daglar Karadeniz'e paralel {i¢ sira halinde uzanir
(Oz 2007).
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2.6.2 Sakarya ili

Sakarya li, iilkemizin kuzey batisinda, Marmara Bolgesinin kuzeydogu ucunda yer
almaktadir. Dogudan Bolu, batidan Kocaeli ve Bursa, glineyden Bilecik ve kuzeyden de
Karadeniz ile ¢evrelenmistir. Ilimiz, dogudan Bolu’nun; Goyniik, Mudurnu, Diizce ve
Akgakoca, guneyinden Bilecik’in; Golpazarit ve Osmaneli, batidan Kocaeli’nin; Kandira

ve Golciik Ilceleri, kuzeyden ise Karadeniz ile cevrilidir.

Sakarya ilinin yiizey sekilleri sade bir 6zellik gosterir. Bunlar1 G¢ bélimde incelemek
mimkunddr. Kuzeyde tepelik alan, Ortada Adapazari ovasi veya Akova denilen diizliik,
Guineyde engebeli topraklar bulunur. Il alan1, giineyden kuzeye dogru uzanarak Kocaeli
peneplenini yani, yari ovalarinin dogusunda Karadeniz’e agilir. Ugiincii zamanin sonlar

ile dordiincii zamanin baslarinda olusmustur (Oz 2007).

2.6.3 Bolu ili

Turkiye yuz 6lgimunin %1,05'lik bélimuni kaplayan Bolu ili, 8 294 km? ytzolgimd ile
Karadeniz Bolgesi'nin Bat1 Karadeniz boliimiinde yer alir. Bolu'nun, batisinda Diizce ve
Sakarya, giineybatisinda Bilecik ve Eskisehir, giineyinde Ankara, dogusunda Cankiri,
kuzeyinde Zonguldak ve kuzey dogusunda Karabiik yer alir.

Daglar dogu-bati dogrultusunda uzanir ve bunlarin arasinda ovalar, vadiler ve akarsu
yataklart bulunmaktadir. Kuzeyde Kaplandede ve Orhan Daglari, i¢ kisimlarda ise
yukseklikleri 2 000 metreye yakin G6l, Siinnice, Bolu, Elmacik ve 11 Keremali Daglari
yer almaktadir. ilin glineyinde ise Koéroglu, Beylik ve Seben Daglari en yiiksek siray
olusturur. Bolu ilinin en yiiksek noktas1 2 499 m olan Koéroglu Tepesi olmakla birlikte
kuzeyden glineye dogru yiikselen bu dag siras1 genis ormanlik alanlart meydana getirir.
Daglar ile birbirinden ayrilan Bolu, Gerede ve Mudurnu Ovalar1 bulunmaktadir. Diizce
Ovasimin dogusundaki Bolu Ovasi dag sirasinin ardinda bulundugu igin iklimi sert ve
toprak verimi disiiktir. Yiikseltisi fazla olan Gerede Ovasi etrafindaki daglarin etkisiyle
ani yagislar almasima ragmen verimsiz topraklara sahiptir. Bolu’da debisi diisik ¢ok
sayida akarsu bulunmaktadir. Yagislarin diizensiz olmasi akarsularin debilerinin diisiik

olmasina neden olmaktadir. Biiyliksu, Mudurnu Cay1, Gerede Cay1, Goyniik Cay1, Aladag
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Cay1 ve Catak Cayi baslica akarsulardir. Bolu ilinde ormanlik alanlarda ¢ok sayida gol
bulunmaktadir. Bunlar; Abant Golii, Yenigaga Goli, Cubuk Golu, Stiinnet Goli, Karagol,
Karamurat GoOli ve Yedigoller (Blyukgol, Seringdl, Deringol, Nazligol, Kiigiikgol,
Incegdl, Sazligsl) dir (Ozmen 2000).

Bolu ve civarinda Paleozoik, Mesozoik ve Tersiyer kaya tiirleri goriilmektedir. Paleozoik
yasta olanlardan metamorfikler kuzeyde bulunur ve yaylalarin yiiksekleri ve tepeleri
bunlardan olusur. Arkoz, kuvarsit gibileri ise yine kuzeyde dagimik yiizeylenmeler
halinde gorulmektedir. Mermer kiiglk yiizeylemeler halinde kuzeydoguda, diger yerlerde
genis alanlar kaplar. Bunlarin yaninda kiregtasi Devoniyen’e ait kayrak ve fillitler

tizerinde bulunur (Ozmen 2000).

2.6.4 Karabik ili

Karabiik, kuzeyde Bartin, doguda Kastamonu, giineyde Cankir1 ve Bolu, batida ise
Zonguldak ile komsudur. il, Arag ve Soganli Caylari’nin birlestigi noktada kurulmustur.
Karabiik’iin yiizol¢iimii 4 145 km?’dir. Ilin en 6nemli akarsular1 Yenice, Arag, Soganli ve

Eskipazar Caylarr’dir.

Karablk, Ara¢ ve Soganli Caylari’’nin birleserek olusturdugu Yenice Cayi’nin
olusturdugu vadiler ve bunlar arasinda kalan platolardan meydana gelir. Karabiik ilinin
etrafi dag ve tepelerle gevrili bir havza 6zelligindedir. Karabiik’te genelde daglik olan 12
dalgali bir arazi yapist goriiliir ve biiyiik ova ve diizliiklere nadiren rastlanir. Karabiik ve
Safranbolu’nun kuzeyindeki daglik alanin tektonizmaya ugramasiyla burada bir fay hatti
meydana gelmistir. Yapt bakimindan gecirimsiz, yumusak ve direngsiz kayalar
heyelanlara uygundur. Egimin fazla oldugu alanlarda yagmurlardan sonra sik sik
heyelanlar gorulir. Bu bolgedeki daglar Kuzey Anadolu Daglari’nin bir kismini
olusturur. Bu daglarin yiiksekligi 200 metreyi gecmez ancak ilin kuzeyinde batiya dogru
uzanan daglik alanda ortalama 1 400 metre ylkseklikte daglar bulunur. Bati Karadeniz
Bolgesi’nin en yiiksek noktasi olan Keltepe 1 999 metredir. Eskipazar’da yer alan daglar

ise Bolu ve Kéroglu Daglari’nin uzantilaridir.
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Karabiik oldukca engebeli ve egimli bir yapiya sahip oldugundan burada duzliklere ve
ovalara fazla rastlanmaz. Daha ¢ok Soganli Cay1 ve Arag Cayi’nin kenarlarinda kiigiik
diizliikler yer almaktadir (Oz 2007).

Karabik-Safranbolu Tersiyer havzasi tiimiiyle Eosen yashi tortul kayalarla dolu huni
biciminde bir alandir. Bu havza tektonik niteliklidir. Bolgede Paleozoik yash
formasyonlar sinirli alanlarda yiizeylenmistir. En iistte yatay ve yataya yakin katmanl
birimler Senozoik yasli formasyonlardan olusmustur. Akarsu vadilerinde Kuvaterner
yasli alivyon ¢Okelleri en geng birimleri olusturur. Kuzey Anadolu Daglari’nin bir
pargast olan Karabiik’teki daglar, ana ¢atis1 Alp Orojenezi olan kivrimli daglardir.
Uclincl jeolojik zamanda olusan kirectash araziler genis alanlar1 kaplar. Kiregtaslari
arasinda kumlu ve killi tabakalar bulunmaktadir. Kuvaterner (IV.jeolojik) zamanda
Ovacik cevresinde kalker tabaka alani olusmustur. Vadiler ise Kuvaterner’de akarsu
gelismesiyle meydana gelmistir. Safranbolu ve Eflani yoresinde zengin mermer yataklari
olugsmustur. Bunun yaninda Eflani’de ¢akmaktasi ve komdiir yataklar1 da bulunmaktadir.
Ovacik’ta alg1 tasi, gnays ve 13 bazaltlar da goriilmektedir. Ayrica Yenice’de dolomit ve
kuvarsit, Eflani’de kuvarsit yataklarina rastlanmaktadir. Karabiik’te farkli donemlere ait
jeolojik olusumlar goriilmektedir. Farkli yerlerde, farkli litolojik 6zelliklerle olusan bu
birimler farkli zamanlardaki tektonik olaylarla kivrilmis, kirtlmus, yer yer ¢oklntu yer yer

yikselmeler meydana getirmislerdir (Oz 2007).

2.6.4 Kastamonu ili

Bat1 Karadeniz bolgesinde bulunan Kastamonu, doguda Sinop, gilineyde Cankir1 ve
Corum, kuzeybatida Bartin ve batida Karabilk ile komsudur. Kastamonu 13 108 km?’lik
alan kaplayarak Turkiye’nin %]1,7’sini olusturur. il genel olarak daglik yapidadir.
Kuzeyde Kire Daglari, giineyde llgaz Daglar1 uzanir. Karadeniz’e kiy1 uzunlugu 170
km’dir. ilin biiyiik kism1 daglik oldugu i¢in tarima elverisli diizliikk alanlar kisithdir.
Vadiler etrafinda kiiciik ovalar bulunur. ilin ormanlik alanlar1 da fazladir. Arag,
Devrekani ve Gokirmak Caylar1 onemli akarsulardir. Bunlarin kollar1 olan diger
kaynaklar ise Devrez Cay1, Valay Cay1, Daday Cayi, Karagomak Cayi, Karasu, Kumluca,

Karadere, Basoren ve Dona Dereleri’dir.
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Bat1 Karadeniz ve Kizilirmak havzalar1 arasinda kalan Kastamonu, Kiire ve Ilgaz Daglari
arasinda engebeli bir alandir. Ilin %’ daglk alan iken ovalar %4’iinii, platolar ise
%?22’sini kaplamaktadir. Platolar genellikle Kiire ve Ilgaz Daglar1 arasindadir ve bu
platolar da havza o6zelligindeki ¢okiintii alanlar ile pargalanmistir. 1 000-1 500 m
arasindaki platolardan 6zellikle kristalen serileri iizerinde gelisenlerde koyu renkli toprak
ve zengin orman alanlar1 bulunmaktadir. Ormanlik alanlar disinda boz renkli topraklar
bitki ortiisii bakimindan fakirdir. Ancak Devrekani ve TaskOprii havzalarinda bitki ortiisi
farkliliklar gostermektedir. Daday havzasinin kuzeyindeki platolar 1 300-1 400 m
yiiksekliktedir ve sik stk orman Ortiisii ile kapli bu platolar ayn1 zamanda bir asinim
yiizeyi olustururlar. 1 500 m yiikseklikleri bulan platolar Arag¢’a yaklastikca al¢alirlar (Oz
2007).

Kastamonu olusumlart II. ve III. jeolojik zaman olusumlaridir. Bu bélgede eosen ve
mezozoik bagkalagim serileri goriilmektedir ve kalkerli olusumlar azdir. Burada goriilen
eosen olusumlari filis ve volkanik maddelerdir. Eosen kalkerlerine Arag ilgesinde ve llgaz
Daglari’nin yiiksek kesimlerinde rastlanir. Bu kalkerler genellikle gre, kumlu sistler ve
ince grimsi kalker bantlarindan meydana gelir ve ¢ok sayida foraminler igerir. Killi ve
kumlu olan bu seriler bol fosil igerir. Kastamonu’nun giineyinde andezit, lav-tuf ve
aglomeralar halinde beraberce deforme olmustur ve tabakalarin st seviyeleri gore, alt
seviyeleri marn karakteri gostermektedir. Kastamonu-Daday ¢6kiintii havzasinin {ist
kisimlarinda greli kalker ya da kalkerli sar1 greler yayilir. Havzanin bu kesiminde lav
akintilarinin izi olan volkanik maddeye rastlanir. Kastamonu bdlgesinde etkisi goriilen
tektonik hareketlere gore kuzey yoniine dogru tektonik hatlar takip edilebilir 6zelliktedir.
Daday yoresi Neojen yastadir. Bu yoredeki karasal Neojen tortullari, Kretase-Eosen
olusumlarini metamorfik serilerle Orter. Bunun altinda kirmizi kumlu ve ¢akilli bir
katman, Gstlinde killi marnli, jipsli ve tuzlu yumusak katmanlar ve en Ustte de beyaz gol
kalkerleri yer alir. Devrekani Ovasi’nda tarima elverisli, Holosen yasta, kumlu ve killi
aliivyonlar bulunmaktadir. Ildeki bazit plutonlar iginde diorit, diabaz ve gabro 15 kiitleleri

bulunur ki bunlar Kiire’deki bakir ve pirit madenini ortaya ¢ikarmistir (Oz 2007).
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2.7 Calisilan Tiirler

2.7.1 Bombina bombina (Kirmmuzihh Kurbaga)

Kirmizili kurbaga'nin basinin 6n kismi1 yuvarlak olup boyu 5 cm kadardir. G6z bebekleri
yuvarlagimsi veya kalp seklinde disa ve yukariya doniiktiir. Tiirlin sirt kismi yuvarlak
veya oval deliksi sigillerle kaplidir. Erkek bireylerinde bir ¢ift ses kesesi bulunur. Sirt
tarafi siyahsi gri veya gri kahverengidir. Bu sirt zemini iizerinde siyah veya ¢ok nadir olsa
da yesil lekeler bulunur. Karmn kismi kirmizi ve kiiglik beyaz noktalar altinda siyah zemin
bulunur. Tiiriin iilkemizdeki yayilis alan1 Trakya ile Kuzeybati Anadolu'da Adapazari
civaridir (Baran vd. 2012).

Aid

Resim 2.7 Bombina bombina (Kirmizili Kurbaga) (2014'de Sakarya ilinde yaptigimiz arazi
¢alismasinda Do¢.Dr.Ugur Cengiz Erigsmis tarafindan fotograflandirilmigtir)

2.7.2 Bufo Bufo (Sigilli Kurbaga)

Gozleri arkasinda bulunan ¢ok biiyiik zehir bezleri ile karakterize olan tir 15 cm kadar
boya sahiptir. G6z bebekleri yatay, goz irisi bakir veya altin rengindedir. Derisi fazlaca
kabarcikli, sirtinda sik ve bariz sigiller bulunur. Erkek bireylerde ses kesesi bulunmaz.
Sirt kism1 kahverengi, kirmizims: veya grimsi renkte olabilir. Bu tiir az bitkili veya
ormanlik alanlarda bulunur. Ulkemizde Orta, Bat1, Kuzey Anadolu ile Trakya bolgesinde

yayilis gosterirler (Baran vd. 2012).
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Resim 2.8 Bufo bufo (Sigilli Kurbaga) (Karabiik ilinde 2014 yilinda yapilmis olan arazi
calismasinda Dog¢.Dr.Ugur Cengiz Erigmis tarafindan fotograflandirilmigtir)

2.7.3 Pelophylax ridibundus (Ova Kurbagasi)

Tiirlin kulak zar1 bariz bas yanlarinda koyu renkli seritleri olmamasi ve 15 cm ye ulasan
boylari ile taninir. Sirt yanlarinda boyuna uzanan deri kivrimlar: bulunur. Erkeklerinde
dis ses kesesi bulunur ve derisi piirtiikliidiir. Sirt kism1 yesilimsi gri, acik veya koyu
kahverengidir. Karin bolgesi genellikle kirli beyaz veya sarimsidir. Tiir bol bitkili havuz,
g6l ve yavas akan sularda bulunur. Ulkemizde Karadeniz, I¢ Anadolu'nun Dogu ve Kuzey

boliimleri, Dogu ve Giiney Dogu Anadolu Bolgelerinde yayilig gosterir (Baran vd. 2012).

Resim 2.9 Pelophylax ridibundus (Ova Kurbagasi) (2014'de Sakarya ilinde yaptigimiz arazi
calismasinda Do¢.Dr.Ugur Cengiz Erismis tarafindan fotograflandirilmistir)

2.7.4 Rana dalmatina (Cevik Kurbaga)

Kulak zar1 biiyiik ve bas yanlarinda bulunan koyu bant barizdir. G6z bebekleri yatay olup

viicut boyu en fazla 9 cm kadardir. Derisi diiz ve ince, erkek bireylerde ses kesesi yoktur.
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Arka bacaklari uzak mesafelere sicramasini saglamak i¢in ¢ok uzundur. Sirt tarafi sarimsi

pembe ile gri kahverengidir. Ulkemizde Kuzey Anadolu ve Trakya da yayilis gosterir
(Baran vd. 2012).

arazi ¢alismasinda Dog¢.Dr.Ugur Cengiz Erismis tarafindan fotograflandirilmstir)
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Calismalarda Kullanilan Cihazlar

Real-Time PCR Cihazi (Bioneer Exicycler 96)
Mini Vortex (Bioneer EXxispin)
Homojenlzator

Santrifiij Cihaz1 (Kubota 5500)

Su Banyosu (Lab Companion BW-10H)

Resim 3.1 Molekiiler ¢alismalarda kullanilan cihazlar

3.1.2 Molekiiler Calismada Kullanilan Kitler

DNA izolasyon kiti PrepMan Ultra (Applied Biosystems)
PrecisionTM MasterMix ( PrimerDesign)

B.dendrobatidis’e 6zgu primerler
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Resim 3.2 Molekiiler ¢aligmada kullanilan kitler

3.2 Metot

3.2.1 Arazi Cahsmalar1 ve Ornekleme

Sunguriu Alsca

JBoztyak /

7 Ewkisehir |
Ve .

Sy

Resim 3.3 Tez ¢aligmasi kapsaminda yapilan arazi ¢caligmalart

Yapilan bu tez ¢alismasinda Bati1 Karadeniz Bolgemizin Adapazari, Zonguldak, Karabiik,
Bolu ve Kastamonu illerinden 6rnekleme caligmalar1 yapilmistir. 2014 yili igerisinde
belirlenen lokalitelerden oOrnekler toplanmistir. Toplanarak c¢alismaya dahil edilen
orneklerin bulundugu lokaliteler Resim 3.1 de gosterilmistir.

3.2.2 Chytridiomiycosis Tamsi1 icin Swap Orneklerinin Alinmasi

Calisma alani olarak belirlenen lokalitelerde Chytridiomiycosis tanisi i¢in 6rnekler steril
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pamuk uclu swap (Medical Wire and quipment, MW 100-100; Biomerieux) kullanilarak
hayvanlar tizerinden alinmistir. Bu igslem 10 kez kurbaganin ventral yiizeyinden, 10 kez
dorsal yilizeyinden, 10 kez her iki koltuk alt1 ve kasik bolgesinden, 10 kez kalganin alt
kismindan ve 10 kez ayaklarmin alt yiizeyinden siiriintii alinmasi seklinde
gerceklestirilmistir. Swaplama teknigi ile yiizey alanindan en fazla miktarda 6rneklem
aliabilmesi i¢in ve negatif sonu¢ ¢ikma ihtimalini minimuma indirmesi i¢in idael
yontemdir. Alinan swaplar 2.0 ml’ lik steril ependorf tiiplere alinip arazi sirasinda 1sidan
zarar gormemeleri i¢in azot tanklari igerisinde muhafaza edilmisdir. Laboratuvar

ortamina gotiiriildiikten sonra analizler yapilana kadar -20°C’ de saklanmistir (Kriger et
al. 2006).

3.2.3 Batrachochytrium dendrobatidis’ in Molekiiler Analizler ile Belirlenmesi

3.2.3.1 Batrachochytrium dendrobatidis icin DNA ekstraksiyonu

Calisilacak ornek sayis1 kadar 1,5 mL’lik ependorf tiiplere 30-40 mg zirkonyum/silika
boncuklar eklenmisdir. Taplerin igerisine 50uL PrepMan Ultra (Applied Biosystems
#4318930) eklenmistir ve tiliplerin icerisine son olarak araziden getirilen swaplar
konulmustur. Vorteks aleti kullanilarak 45 saniye boyunca calkalanarak mevcut fungus
ve zoosporlarin homojenize olmasi saglanmistir. Vorteksten cikarilan ependorf tiipler
kisa bir siire buz lizerinde sogutulup 13 000 g’ de 30 saniye boyunca 2 kez tekrar edilecek
sekilde santriflij edilmistir. Santrifiij islemi bittikten sonra ependorflar tiip tutuculara
yerlestirilerek 97 °C’ de 10 dakika boyunca su banyosunda bekletildi. Su banyosundan
c¢ikarilan ornekler oda 1sisinda 2 dakika sogumaya birakilmasinin ardindan 13 000 rpm’
de 3 dakika boyunca santrifiij edilerek qPCR islemi icin yeteri kadar silipernatant
toplanmistir. Toplanan siipernatant daha sonra qPCR igleminde kullanilmak tizere -20 °C’

de saklanmistir (Boyle 2004).

3.2.3.2 Batrachochytrium dendrobatidis' in Real Time PCR Islemiyle Belirlenmesi

DNA ekstraksiyonu sonucu izole edilen DNA’lar B. dendrobatidis tirtiniin 16S rDNA *
sinda bulunan tiiriin belirlenmesinde 6neme sahip olan ITS1-3 bolgesine 6zgl primerler
kullanilmistir. [Chytr 5 — CCT TGA TAT AAT ACA GTG TGC CAT ATG TC- 3’ ve
5" — AGC CAA GAG ATC CGT TGT CAA A — 3’ primerleri ve 5° -6FAM CGA GTC
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GAA CAA AAT MGBNFQ- 3’ ] (Tagman) . Rt- PCR igin reaksiyon tuplerinin
hazirlanmas1 Cizelge 3.1 de gosterilmistir. Ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu

protokolu Boyle et al. (2004) © a gore yapilmistir (Cizelge 3.2).

Hazirlanan 6rneklerin her biri 0.2 ml strip PCR tiiplerine konularak {izerleri seffaf seal
bant ile kapatilarak karisimin homojenize olmasi ve tiiplerin duvarlarinda kalmis
olabilecek damlalarin dibe inmesi amaciyla biitiin tiipler vorteks/spin cihazi kullanilarak
(Bioneer) 2500 rpm de 5saniye, “hard” seviyesinde ¢alkalama ayarinda 20 saniye ve 20
tekrar seklinde islem yapilmustir. islem sonrasi hazir olan tiipler Rt- PCR cihazinin
(Bioneer exicycler 96) blogunda bulunan kuyucuklara yerlestirilerek islem

gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.1 Bd tespiti i¢in yapilan Rt- PCR’ da kullanilan malzemelerin miktarlari

Icerik Miktar(uL)
2x PrecisionTM MasterMix ( PrimerDesign, Ingiltere) 10
B.dendrobatidis’e 6zel Primer/ Probe ( 10 pikomol) mix 1

DNAz ve RNAz icermeyen steril su 4

DNA 6rnegi ( 5 ng/ uL) 5
Reaksiyon Son Hacim Toplami 20

Cizelge 3.2 Bd tespiti icin Rt-PCR amplifikasyon protokolii (Primer Desing, Ingiltere).

Dongii Sayisi Islem Basamag1 Slre Sicaklik
(saat.dakika.saniye)
1 Tekrar Enzim Aktivasyonu 00.10.00 95°C
Denatiirasyon 00.00.15 95°C
45 Tekrar Baglanma ve Uzama 00.01.00 60 C
Verilerin Okunup - -

Bilgisayara
Aktarilmasi

1 Tekrar Melting 1 Saniye 55°C-94°C
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Hayvanlardan alinan 6rnekler qPCR islemi 3 tekrar seklinde yapilarak hatali sonug verme
ihtimali en aza indirilmistir. Pozitif 6rnekler {i¢ tekrarin tiimiinde ayni sekilde pozitif
vermis iseler Bd pozitif olarak kabul edilmistirler. B.dendrobatidis pozitif olup olmadigi
gPCR cihazinin bilgisayara aktarmis oldugu Ct (cycle treshold) degerlerine bakilarak
yapilan degerlendirme ile gercgeklestirilmistir. qPCR deneylerimiz boyunca her bir
calisma tepsisine standart pozitif 6rneklerden elde edilen diliisyonlar kullanilarak Bioneer
Exicycler 96 analiz programi tarafindan standart egri olusturulmasi saglanarak zoospor
sayilar1 genomik ekiivalent olarak tespit edilmistir. Bu deneyde kullanilan standart
ornekler yoluyla cihaz tarafindan hazirlanan standart egri referans alinarak otomatik

genomik ekiivalent degerleri hesaplanmistir (Agyar 2014).

Resim 3.2 Bioneer firmasi tarafindan olusturulmus standart egri 6rnegi
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4. BULGULAR

2013 ve 2014 yillarinda, lilkemiz Bati Karadeniz Bolgesinde (Sakarya, Zonguldak,
Kastamonu, Karabtk) 5 lokalitede (Sogiitlii Akgiil, Kabaca koyi, Denizkdy, Hasanfiki
baraji, Devrek) arazi calismalar1 yapilmistir. Arazi ¢alismalari esnasinda lokalitenin
bulundugu konum, yiikseklik ve hava sicakligi ile su sicakligi ile pH Olgtmleri

yapilmugstir. Elde edilen veriler Cizelge 4.1' de verilmistir.

Cizelge 4.1 Arazi galismasi gergeklestirilmis olan bolgeler ve konumlari

Lokalite Enlem Boylam Su sicaklik  Ph Sicaklik  Yikseklik
Sogiitlii Akgol 40°52>36” 30°26° 02”7 22°C 7,3 17,6°C 7m
Kabaca koyu 41°17° 537 31°54°31” 18°C 7,1 20,8 °C  482m
Denizkdy 41°07° 117 30°3323” 23°C 8,6 325°C Om
Hasanfiki baraji 40°55° 12”7 30°3123” 28°C 8,1 38,1°C 37m
Devrek 41°13° 06> 32°1455” 17°C 7,3 29 °C 114 m

Arazi cgalismalarinda oldukg¢a fazla miktarda karsilasmamiz beklenen tirlere ¢ok az
karsgilagilmistir. Karabiik ilimizde ise arazi calismasi yapildigi donemde sel felaketi
meydana gelmesi nedeni ile ¢gok daha az miktarda 6rnek bulunabilmistir. Ancak 6rnek
almak Uzere yakalanilan hayvanlarda hastaligi destekleyici lezyonlar, doku kayiplari,

kirmiziliklar tespit edilmistir.

Resim 4.1 Hastalik belirtileri tagiyan ve 6lii amfibiler

Soldaki tir Rana ridibunda olup Sakarya’da gozlenmistir. Sagdaki tiir ise Bombina
bombina olup Sakarya ili Akgo6l de gozlenmistir.
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Cizelge 4.2'de Bombina bombina, Bufo bufo, Pelophylax ridibundus ve Rana dalmatina

ya ait ¢aligilan 6rnek sayisi verilmistir.

Cizelge 4.2 Tiirlere ait 6rnek sayist

Turler n
Kirmizili kurbaga (Bombina bombina) 3
Sigilli kurbaga (Bufo bufo) 1
Ova kurbagasi (Pelophylax ridibundus) 15
Cevik kurbaga (Rana dalmatina) 5
N 25

n: drnek sayis1 N. Toplan Ornek Sayisi

Arazi galismalarinda 25 6rnek toplanmis olup bunun 15'inin Pelophylax ridibundus,
5'inin Rana dalmatina 3'lnun Bombina bombina ve 1'inin ise Bufo bufo oldugu tesbit
edilmistir (Cizelge 4.2). Rana dalmatina 6rnekleri Yedigoller/Bolu, Bufo bufo 6rnegi
Kabaca/Zonguldak ve Bombina bombina ornekleri Akgol/Sakarya bolgelerinden
saglanmistir. Pelophylax ridibundus ornekleri ise 5 lokaliteden (inebolu/ Kastamonu,
Denizkoy/ Sakarya, Akgol/ Sakarya, Hasanfiki/ Sakarya, Devrek/ Zonguldak) temin
edilmistir(Cizelge 4.3)

Cizelge 4.3 Calisilan 6rneklerde Batrachochytrium dendrobatidis prevalans ve ortalama genetik

ekuavalent
Trler Lokalite N (+ve) P([,Z\)/ GEs
Rana dalmatina Yedigoller/Bolu 5(1) 0,20 -
Bufo bufo Kabaca/Zonguldak 1(0) - -
Pelophylax ridibundus  inebolu/Kastamonu 5(0) - -
Pelophylax ridibundus  Denizkoy/ Sakarya 3(0) - -
Pelophylax ridibundus Akgol/ Sakarya 3(2) 0,75 -
Pelophylax ridibundus ~ Hasanfiki/ Sakarya 3(1) 0,25 -
Pelophylax ridibundus  Devrek/ Zonguldak 1(0) - -
Bombina bombina Akgol/Sakarya 3(3) 1 -

GEs: ortalama genetik ekuavalent

Yapmis oldugumuz bu ¢alismada; 5 Rana dalmatina érneginin sadece birinde (%20) Bd

pozitif olarak belirlenmis, Bufo bofo 6rneginde ise Bd negatif olarak saptanmistir

29



Bombina bombina (Kirmizili kurbaga) tiiriinden alinan 3 Ornegin hepsinde Bd pozitif
(%100) bulunmustur. Akgol/ Sakarya lokalitesinden alinan 2 Pelophylax ridibundus
ornekginde (%75) ve Hasanfiki/ Sakarya bolgesinden bulunan 3 6rnegin 1'inde (%25)
sonuglarda Bd pozitif sonug vermistir. 2013 yilinda sadece Kastamonu ilimizden 6rnek

alim1 yapilmis ve bu 6rneklerin hig birisinde pozitif sonuca rastlanmamastir.

Genetik ekuavalent ortalamalar1 (GEs) en yuksek Rana dalmatina'da 527+16 olarak
tesbit edilmis olup bunu 436 ile Devrek/ Zonguldak alinan Pelophylax ridibundus
ornekleri takip etmistir. Hasanfiki/ Sakarya lokalitesinden alinan Pelophylax ridibundus

orneklerinde ve Bombina bombina'da GEs 405 olarak tesbit edilmistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Cagimizda diinya da oldugu gibi iilkemizde iklim degisikliklerinden oldukca
etkilenmektedir. Bu iklim degisiklikleri en ¢ok hayvanlar ilizerinde olumsuz etkiler
olusturmaktadir. Olusan bu olumsuz etkilerde canli tiirleri arasinda farkliliklar

gostermektedir.

Iklim degisikliklerinin canl1 saglig1 iizerine yapilan ¢alismalarin sonuclar1 da gdsteriyor
ki bazi bulagict hastaliklarin vektorlerinin ve dagiliminin degismesidir. Bu sonugta
hastaligin meydana gelme ihtimali olan bolgeleri artirmaktadir. Dinyadaki 6593 amfibi
tirtiniin %32’si biiyiik tehlike altindadir. 122 amfibi tiirii yok olma tehlikesindedir. Son
zamanlarda gorulen toplu amfibi 6limlerinin nedenlerinden birinin B. dendrobatidis

oldugu bilinmektedir.

B. dendrobatidis, ingiltere'de Amerikan Bullforglar ya da Afrikali Penceli Kurbagalar ile
birlikte ortaya ciktign kabul edilir. Ingiltere'deki enfekte olmus bullfroglar; Rana
temporaria, Lissotriton vulgaris, Triturus cristatus ve Bufo Bufo nun islahi i¢in kullanilan
kiigiik goletlerde meydana gelmisdir (Cunningham et al. 2005). Yaygin olan kara
kurbagalar1 enfeksiyona daha duyarli oldugundan B. dendrobatidis’ e bagli olarak bu
tirlerde azalmalar meydana gelmistir (Bosch and Martinez-Solano, 2006). Fransada, B.
dendrobatidis Amerikan bullfroglarinda tespit edilmistir (Garner et al. 2006). Ispanya’da
ise Alytes obstetricans, Salamandra salamandra ve Bufo bufo turleri chytridiomycosis
nedeniyle oliimler yasamaktadir (Bosch et al. 2001, Bosch and Martinez-Solano 2006).
2011yilinda italya’da ilk defa B. dendrobatidis kaydedilmistir (Stagni et al. 2004). Ayn1
zamanda chytridiomycosis Rana latastei ve kuzeydeki Amerikan bullfrog
populasyonunda tespit edilmistir (Garner et al. 2006). Almanya’da enfekte olan Rana
arvalis, R. esculenta ve R. esculenta synkleptonu bulunmus ve yapilan caligmalar

Almanya’da oldukc¢a yaygin oldugunu ortaya koymustur.
Pakistan da 8, Cek Cumhuriyetinde 1, Iran da 1 ve Rusya da yapilmis olan ¢aligmalar

neticesinde 2 ornekte pozitif sonu¢ bulunmustur. Ayrica Giiney Kore de 18, Macaristan

da 147 6rnekten 22 pozitif, Italya da 1181 drnekten 46 pozitif, Ispanya da 3012 &rnekten
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787 pozitif, Fransa da 903 Ornekten 401 pozitif, Avusturya da 277 drnekten 43 pozitif,
Almanya da 489 ornekten 56 pozitif, Hollanda da 901 Ornekten 24 pozitif, Belgika da
1830 ornekten 15 pozitif, Amerika da 11593 Ornekten 2259 pozitif tespit edildigi
bildirilmistir (Int. Kay 3) Bu veriler incelendigi zaman en ¢ok ¢alismanin Amerika da
yapilmis oldugu goriilmektedir. Diinya da yapilmis bu calisma verileri goz Oniinde
bulunduruldugunda iilkemizde Asya; Avrupa ve Afrikada amfibi 6limlerine neden

olanBd (izerine yeterince ¢alisma yapilmamustir.

Ulkemizde de Gogmen 2013 tarafindan yapilan ¢alismada 12 lokaliteden toplanan 330
Lyciasalamandra turd, 2 Pelophylax bedriagae ve 1 Pseudepidalea variabilis drnekler
ile yapilan Bd tespit caligmasinda Lyciasalamandra tirlerinde ve Pseudepidalea
variabilis tiirlinden Bd negatif sonug alinirken Pelophylax bedriagae nin 2 6rneginden 1

tanesi Bd pozitif olarak tespit edilmistir (Gogmen 2013).

Diger bir calismada Goller Bolgesi ve 26 Agustos Milli Parkindan toplanan 7 tiire ait 228
amfibi 6rneginde Bd tespiti yapilmistir. 26 Agustos milli parkindan toplanan 6rneklerde
tiirlere gore %8 ile % 29 oranlarinda pozitif sonu¢ elde edilmistir. Goller bolgesi
calismalarinda ise Beysehir goli %32 positiflik ile en yliksek infeksiyon oranina sahip

oldugu belirlenmistir (Erismis, 2014).

Egirdir Goliinde 2012 ve 2013 yillar1 arasinda yapilan bagkabir ¢alismada ise 6
lokaliteden Ornekler alinmis ve 2012 yilinda alinan 6rneklerde %17,02 oraninda B.
dendrobatidis,2013 yilinda alinan 6rneklerde ise %45,00 oraninda B. dendrobatidis
pozitif sonuglarmna ulagilmistir. Iki yiln ortalamasina bakildiginda pozitifkil yiizdesinin
%25,37 oldugu belirlenmistir. Ayrica B. dendrobatidis kiiltiir ¢aligmalar1 yapilarak
mikroskop altinda incelenerek sporangia, gen¢ ve olgun sporahif, zoosporangia ve

haploid zoospor yapilarina rastlanmistir (Yumuk 2014).

Bir diger ¢asilma da ise Beysehir golii ve ¢cevresinde endemik olarak bulunan Pelophylax
caralitanus (Beysehir kurbagasi) tiiriinden 64 6rnek iizerinde yapilan inceleme de 34
ornekte pozitif sonu¢ verdigi Agyar ve arkadaslar1 tarafindan tespit edilmistir (Agyar

2014)
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Ulkemizin en biiyilk ormanlarmi barindiran Bati Karadeniz Bolgesi tiir cesitliligi
acisindan olmasa da tiire ait bireylerin ¢goklugu agisindan 6nem arz eden bir bélgemizdir.
Bu tez ¢alismasi bulgularina gore bolgemizde ki amfibi bireylerinde meydana gelen
azalmanin Real-time PCR teknigi ile 6liimciil hastaliklarla baglantili oldugu bilinen

amfibi patojeni Batrachochytrium dendrobatidis’in varlig1 tespit edilmistir.

Calismamizda toplam 25 Ornekte [Pelophylax ridibundus (15), Rana dalmatina (5),
Bombina bombina (3), Bufo bufo (1)] Bd bulunup bulunmadigi arastirilmistir. Rana
dalmatina o6rnekleri Yedigoller/Bolu, Bufo bufo 6rnegi Kabaca/Zonguldak ve Bombina
bombina o6rnekleri Akgol/Sakarya bolgelerinden saglanmistir. Pelophylax ridibundus
ornekleri ise 5 lokaliteden (inebolu/ Kastamonu, Denizkdy/ Sakarya, Akgol/ Sakarya,
Hasanfiki/ Sakarya Devrek/ Zonguldak) temin edilmistir (Cizelge 4.3)

Yapmis oldugumuz bu ¢alismada; 5 Rana dalmatina 6rneginin sadece birinde Bd pozitif
olarak belirlenmis, Bufo bofo 6rneginde ise Bd negatif olarak saptanmistir Bombina
bombina (Kirmizili kurbaga) tiiriinden alinan 3 6rnegin hepsinde Bd pozitif bulunmustir.
Akgol/ Sakarya lokalitesinden alinan 2 Pelophylax ridibundus 6rnekginde (%75) ve
Hasanfiki/ Sakarya bolgesinden bulunan 3 6rnegin 1'inde (%25) sonuglarda Bd pozitif
sonug vermistir. Akgol/ Sakarya lokalitesinden alinan hem Pelophylax ridibundus hemde

Bombina bombina Bd pozitif bulunmustur.

2013 yilinda sadece Kastamonu ilimizden 6rnek alimi yapilmis ve bu orneklerin hig
birisinde pozitif sonuca rastlanmamstir. Ancak 2014 yilinda Bat1 Karadeniz Bolgesi tim
arazisi yapildiktan sonra DNA izolasyonu ve qPCR islemi ardindan ¢aligilan 20 6rnekten

7 tanesinde pozitif sonug ¢iktig1 goriilmiistiir.(Cizelge 4.3).

Genetik ekuavalent ortalamalar1 (GEs) en yiiksek Rana dalmatina’da 527+16 olarak
tesbit edilmis olup bunu 436,00 ile Devrek/ Zonguldak alinan Pelophylax ridibundus
ornekleri takip etmistir. Hasanfiki/ Sakarya lokalitesinden alinan Pelophylax ridibundus

orneklerinde ve Bombina bombina'da GEs 405,00 olarak tesbit edilmistir.

Sonug olarak; Bu calisma Bati Kardeniz bolgesindeki amfibi patojeni Bd'nin saptanmasi
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ile ilgili oncll bir ¢alismadir. Calismasinda 25 Ornekgin 7'sinin Bd pozitif oldugu
saptanmuistir. Ancak pozitif sonug veren drneklerin bir kisminda Bd pozitife ait herhangi
bir lezyona veya davranis bozukluguna rastlanilmamistir. Dogal ortamlarinda saglikli
gorunume sahip olsalar dahi amfibilerdeki Bd tesbiti icin molekiiler ¢alismalar (6zellikle
gPCR) sonucunda kesin kantya varilabilecegi belirlenmistir. Bundan sonraki ¢alismalar
patojenin dagilimini etkileyen faktorlerin saptanmasi ilizerine olmalidir. Ayrica elde
edilen sonuglar Tiirkiye’ de ki diger tiir azalislarinda da patojenlerin etkin olup

olmadiginin arastirilmasini zorunlu kilmaktadir.
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