KARADENIZ TEKNIK UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

BALIKCILIK TEKNOLOJiSI MUHENDISLiIGi ANABILiM DALI

TURKIYE SULARINDAKI iSKINE (Sciaena umbra LINNAEUS, 1758 ) VE
KOTEK (Umbrina cirrosa LINNAEUS, 1758) BALIKLARININ
POPULASYONLARININ GENETIK ANALIZI

YUKSEK LiSANS TEZI

Biyolog Sirin FIRIDIN

HAZIRAN 2011
TRABZON



KARADENIZ TEKNIiK UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

BALIKCILIK TEKNOLOJiSi MUHENDISLiGi ANABILiM DALI

TURKIYE SULARINDAKI iSKINE (Sciaena umbra LINNAEUS, 1758 ) VE KOTEK
(Umbrina cirrosa LINNAEUS, 1758) BALIKLARININ
POPULASYONLARININ GENETIK ANALIZi

Biyolog Sirin FIRIDIN

) Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri En§‘titiisiince
"YUKSEK LiSANS (BALIKCILIK TEKNOLOJiSI MUHENDISLIGI)"
Unvam Verilmesi Ii¢cin Kabul Edilen Tezdir.

Tezin Enstitiiye Verildigi Tarih : 16.05.2011
Tezin Savunma Tarihi 1 02.06.2011

Tez Damismam : Dog. Dr. Ilhan ALTINOK

Trabzon 2011



Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Balik¢ilik Teknolojisi Anabilim Dalinda
Sirin FIRIDIN tarafindan hazirlanan

TURKIYE SULARINDAKI ISKINE (Sciaena umbra LINNAEUS, 1758 ) VE
KOTEK (Umbrina cirrosa LINNAEUS, 1 758) BALIKLARININ
POPULASYONLARININ GENETIK ANALIZi

bashkh bu ¢ahisma, Enstitii Yonetim Kurulunun 16/05/2011 giin ve 1461 sayih
karariyla olusturulan jiiri tarafindan 02/06/2011 tarihinde yapilan sinavda

YUKSEK LiSANS TEZi

olarak kabul edilmistir.

Jiiri Uyeleri

Baskan : Doc. Dr. ilhan ALTINOK M
Uye : Yrd.Do¢.Dr. Celal Kurtulus BURUW\M

Uye : Yrd.Do¢.Dr. Erol CAPKIN

Prof. Dr. Sadettin KORKMAZ

Enstitiit Miidiiri



ONSOZ

Bu tez calismasi1 Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Balik¢ilik
Teknolojisi Miihendisligi Anabilim Dali, Yiksek Lisans Programi kapsaminda
yiiriitiilmiistiir. Bu ¢alisma Tarim ve Koy Isleri Bakanligi Su Uriinleri Merkez Arastirma
Enstitiisii Miidiirliigiince yiiriitiilen “Iskine (Sciaena Umbra) ve Kotek (Umbrina Cirrosa)
Baliklarmin Biyoekolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi” kapsaminda yiiriitiilen calismalarin
bir kismin1 igermektedir. Bu ¢alisma Su Uriinleri Merkez Arastirma Enstitiisii Miidiirligii
imkanlari ile ylritilmiistir.

Sciaenidae’lerin populasyon genetigi ile ilgili Tirkiye denizlerinde yapilmis
herhangi arastirma mevcut degildir. Ulkemiz sularinda yasayan iskine ve kétek baliklarmin
genetik analizi yapilarak populasyonlar arasindaki genetik gesitliligin ortaya konulmasi
gerekmektedir. Caligmada populasyon i¢i ve populasyonlar arasi genetik varyasyonun
belirlenmesi amaglanmustir.

Tez ¢aligmam i¢in yardim ve destegini esirgemeyerek tez danismanligimi iistlenen
degerli hocam Saym Dog. Dr. Ilhan ALTINOK’a ve tezimin planlanmasinda ve
yiiriitilmesinde degerli deneyim ve katkilariyla bana destek olan calisma arkadasim Ziraat
Yiiksek Miihendisi Oguzhan EROGLU na, Yiiksek lisans yapmam konusunda beni tesvik
eden ve bilimsel diisiince ufkumu yonlendiren miidiiriimiiz Dr. Atilla OZDEMIR’e,
caligmalarim siiresince yardimlarini esirgemeyen Miihendis Eyiip CAKMAK’a ve
calismada emegi gegen tiim proje ve Enstitii personeline tesekkiir ederim.

Ayrica her zaman destekleri ile hep yanimda olan ¢ok sevdigim annem Ayhan

FIRIDIN ve babam Sevket FIRIDIN’e sonsuz tesekkiir ederim.

Sirin FIRIDIN
Trabzon 2011



TEZ BEYANNAMESI

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Tiirkiye Sularindaki iskine (Sciaena umbra
Linnaeus,1758) ve Kotek (Umbrina cirrosa Linnaeus,1758) Baliklarinin Populasyonlarinin
Genetik Analizi” baslikli bu ¢alismayr bastan sona kadar danismanim Dog. Dr. ilhan
ALTINOK’un sorumlulugunda tamamladigimi, verileri/6rnekleri kendim topladigima,
deneyleri/analizleri ilgili laboratuarlarda yaptigimi/yaptirdigimi, baska kaynaklardan
aldigim bilgileri metinde ve kaynakcada eksiksiz olarak gosterdigimi, ¢aligma siirecinde
bilimsel arastirma ve etik kurallara uygun olarak davrandigimi ve aksinin ortaya ¢ikmasi

durumunda her tiirlii yasal sonucu kabul ettigimi beyan ederim.16/05/2011

Sirin FIRIDIN
Trabzon 2011
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Yiiksek Lisans Tezi
OZET

TURKIYE SULARINDAKI ISKINE (SCIAENA UMBRA LINNAEUS,1758) VE KOTEK
(UMBRINA CIRROSA LINNAEUS,1758) BALIKLARININ POPULASYONLARININ
GENETIK ANALiZi
Sirin FIRIDIN

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Balikeilik Teknolojisi Miihendisligi Anabilim Dal

Danisman: Dog. Dr. IThan ALTINOK
2011, 78 Sayfa
2008-2010 tarihleri arasinda Trabzon, Giresun, Artvin, Rize, Adana, Antalya, Mugla ve
Izmir bélgelerinden toplam 254 adet kotek (Umbrina cirrosa) ve iskine (Sciaena umbra)
balik tiirleri 6rneklenmistir. Cyt-b, 16S rRNA gen bolgelerinin sekans ve Cyt-b, 16S rRNA
ve ND1 gen bélgeleri i¢cin RFLP analiz sonuclar irdelenerek filogenetik ve populasyon
analizleri yapilmigtir. Sekans analizi sonuglarina gére Cyt-b geninde iskinede 25, kotekte
20 haplotip belirlenirken, 16S rRNA geni i¢in iskinede 4 ve kotekte 8 haplotip
bulunmustur. Ayrica Cyt-b ve 16S rRNA gen bolgeleri igin haplotip ¢esitligi iskinede
sirast ile %83,8 ve %52,6 ve kotek de ise %80,5 ve %73,6 olarak bulunmustur. Yapilan
molekiiler varyans analizi sonucuna gore Fst degeri 0,07364 (P < 0.001) olarak bulunmus
olup, Trabzon Rize popiilasyonu hari¢ diger popiilasyonlar birbirinden ayrilmistir. Kotek
Cyt-b molekiiler varyans analizi sonucunda Fst degeri 0,1881 ve (P < 0.001) dir. Rize-
Artvin populasyonlar1 yalniz kendi aralarinda ayrilmaz iken Antalya tiim populasyonlarla
aym ozelligi gostermistir. Iskine ve Kétek icin hesaplanan Niikleotid ¢esitliligi (Pi) ve
niikleotid farklig1 (k) Cyt-b geni i¢in sirasi ile % 2,97 ve 2,87 ve 16S rRNA geni i¢gin ise
sirast ile 1,54 ile 0,61 olarak belirlenmistir. Filogenetik analizlerde genus diizeyinde
ayrisma saglanamamistir. Yapilan RFLP analiz sonucunda ise populasyon diizeyinde

polimorfik bir yapilanma bulunamamustir.

Anahtar Kelimeler: Umbrina cirrosa, Sciaena umbra, Cyt-b, haplotip, RFLP, niikleotit
cesitliligi.
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Master Thesis
SUMMARY

GENETIC ANALYSES OF BROWN MEAGRE (SCIAENA UMBRA LINNAEUS, 1758)
AND SHI DRUM (UMBRINA CIRROSA LINNAEUS,1758) DISTRIBUTED ALONG
TURKISH COASTAL WATERS
Sirin FIRIDIN

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Fisheries Technology Engineering Graduate Program

Supervisor: Assoc. Prof. ilhan ALTINOK
2011, 78 Pages

To analyze filogenetic and population structure of shi drum and brown meagre, 254 fish
were sampled from eight locations of Turkish coastal. The sequence analysis of Cyt-b, 16S
rRNA and RFLP analysis of Cyt-b, 16S rRNA and ND1 gene sites were examined to
filogenetic and population structure of these fish. Based on sequence analyses, 25 and 20
haplotypes were specified for brown meagre and for Shi Drum in Cyt-b gene and 4
haplotypes for brown meagre and 8 haplotypes for shi drum in 16S rRNA. Nucleotide
diversity in 16S rRNA and Cyt-b genes were found 83.8% and 52.6% for brown meagre
and 80.5% and 73.6% for shi drum, respectively. Molecular variances analysis showed that
Fst value was found 0.07364, Cyt-b molecular variances analysis for shi drum indicated
that Fst value was 0.1881 (P<0.001). The calculated nucleotide diversity (Pi) and
divergence (k) for brown meagre and shi drum were between 2.97% and 2.87% for Cyt-b
gene and between 1.54% and 0.61% for 16S rRNA gene, respectively. Based on
phylogenetic analysis no differentiation was achieved at the level of genus. According to

RFLP analysis results, no polymorphic structure was found in population level.

Key Words: Umbrina cirrosa, Sciaena umbra, Cyt-b, haplotype, RFLP, nucleotide
diversities
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Son 30 yilda tiirler ve popiilasyonlar arasinda genetik cesitliligin belirlenmesinde
molekiiler teknikler yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Genetik ¢esitliligin korunmasi,
tiirlerin ve dogal popiilasyonlarin korunmasinda temel unsurdur. Herhangi bir biyolojik
kaynagi etkili olarak yonetmek i¢in, mevcut tiir ve popiilasyonlarin genetik varyasyon
diizeyinin mutlaka bilinmesi dnemlidir. Gilinlimiizde baz1 genetik belirtecler kullanilarak,
birgok tiir i¢in belirli diizeyde bilgilere ulasilabilir olmasina ragmen, popiilasyon genetigi
ve uzun siireli arastirmalar i¢in genom haritalama ve kantitatif karakter lokuslarinin
belirlenmesi gibi ilave bilgilere de ihtiya¢ duyulmaktadir.

Baliklarda filogenetik ¢aligmalarda, genetik tekniklerden uzun siireden beri
yararlanilmaktadir (Utter, 1991). Genetik tekniklerin ilk uygulamalari, genis olarak
denizlerde gozlenen davranis ve gd¢ modellerinin arastirilmasiyla ilgilidir. Molekiiler
genetik calismalart ilk olarak balik populasyonlar1 arasinda hemoglobin polimorfizminin
arastirilmasiyla baslamustir (Sick, 1961; Ward ve Grewe, 1994). Orneklerin ayrimi
sirasinda karsilagilan problemleri ¢6zmek igin 6zel histokimyasal boyama yontemleri
kullanilmistir (Hunter ve Markert, 1957). Eldeki genetik belirteclerin ¢esitliligini sayica
artirabilmek icin arastiricilar 1980’11 yillarin basinda Deoksiribo Niikleik Asit (DNA)’dan
yararlanmaya baslamiglardir. Bu alanda yapilan ilk ¢alismalar Mitokondrial DNA
(mtDNA) odaklt olup, restriksiyon parca uzunlugu polimorfizm (RFLP) analizi
kullanilmistir (Lansman vd. 1981). Sonraki aragtirmalar genetik materyale ait belirli
bolgelerin dizi analizi lizerine odaklanmistir (Bernartchez vd., 1992).

Genetik markirlar balikcilikta dogal stok yapilarinin analizi, kiiltiir balik¢iligy,
taksonomi veya sistematik calismalarda kullanilmaktadir. Ayrica yok olmakta olan tiirlerin
genetikleri, genetik farklilik iizerine kirlenmenin ve balik¢iligin etkisi ve bir ortama

sonradan sokulan tiirlerin genetikleri lizerine ¢alismalar yapilmaktadir (Anonymous, 2007).



1.2. Sciaenidae Familyasinin Genel Ozellikleri

Perciformes’ler biitiin balik takimlar i¢inde en ¢ok cesitlilige sahip ve en biiyiik
omurgalt grubudur. Yaklasik olarak 9000 tiir, 1500 cins ve 150 aileden olugur.
Sciaenidae’ler bu grubun diinya ¢apinda en yaygin ve en genis ailesidir. Yaklasik olarak 70
cins ve 300 tir icerir. Cogunlukla okyanusta yasarlar sadece Plagioscion, Pachypops and
Pachyurus cinsleri tatli suda yasarlar (Vinson, 2004).

Kaya levregi, iskine (Sciaena umbra) ve minakop, kotek baligi (Umbrina cirrosa)
Sciaenidae familyasimin sularimizda en ¢ok rastlanan tiirleridir. Dibi kayalik, genis
magaralarin  bulundugu, mercanli ve yosunlu 0-200 metre arasindaki derinliklerde
yasamalarina ragmen, yogun olarak 30-40 metre derinliklerde bulunurlar. Giindiizleri
kayalik derin magaralarda bulunan bu tiirler, aksam saatlerinde beslenmek igin digart
cikarlar. Sularimizda 6zellikle Akdeniz ve Marmara Bolgelerinde bulunur ve go¢ ederler.
Ege ve Karadeniz’de ise daha az bulunmakla birlikte fazla go¢ etmezler. Yaz aylarinda
tireme donemine girerler ve kalabalik gruplar halinde sig sulara gelirler. Bu baliklar
cogunlukla 15181 az oldugu, aski yiikiiniin fazla oldugu ve goriis mesafesinin az oldugu
nehir agizlarinda bulunurlar. Bu kotli goriis mesafesini dengelemek i¢in duyu organlari
yiiksek duyarl olarak gelismistir. Genelde ufak kabuklularla ve ufak baliklarla beslenirler.
Ortalama 700-800 gr agirliga erisirken 6zellikle Marmara ve Karadeniz de 5 kg agirliga
ulasabilirler (Engin, 2003).

Bu familyaya ait baliklarin ilk bakista goze carpan 6zelligi dorsal yiizgeglerinin
yapisidir. Birbirinden ikiye ayrilmig gibi duran dorsal yiizgecinin ikincisinin, bincisinden
daha uzun olusu dikkat ¢eker. Kuyruk yiizgeci fazla uzun degildir ve iki tane sert 1sin
icermektedir. Yanal ¢izgi biitiin viicut boyunca uzanmaktadir. Alt ¢enede biyik veya burun
deligi gibi acikliklarda duyu organlari bulunmaktadir. Bu familyanin bir¢ok tiirii hava
keselerinden davul sesine benzer ses iiretmeleriyle taninmaktadir (www.fishbase.org,
2010).

Bu familyaya ait yaklagik 282 tiir vardir. Bu familyanin bazi 6énemli genuslari;
Umbrina, Sciaena ve Angynosomus‘dur. Sciaenidae familyast "Drums veya Croaker”
davul sesi c¢ikaranlar veya kurbaga sesi ¢ikaranlar diye de bilinmektedir

(www.fishbase.org, 2010).


http://www.fishbase.org/
http://www.fishbase.org/

1.2.1. Dagilhm

Eskina baligi, 53°N ve 13°N enlemlerinde yasayan subtropik bir tiirdiir. Dogu
Atlantik’te Ingiliz kanalindan Mauritanya’ya kadar, 6zellikle Giiney Senegal’a dogru
dagilim gosterir (www.fishbase.org, 2010). Ayni zamanda Akdeniz’in ve Karadeniz’in

tiimiinde dagilim gosterirler (Sekil 1).

Sekil 1. Sciaenidlerin diinyadaki dagilimi1 (www.fishbase.org, 2010).

Sciaenidae familyasinin denizlerimizde yasayan tiirleri; Argyrosomus regius (Sari
Agiz, Yagh Dramos), Sciaena umbra (Kaya Levregi, Iskina) ve Umbrina cirrosa
(Minakop, Kotek Balig1)’dir.

1.3. Sciaenidlerin Morfolojik Ozellikleri

1.3.1. Renk

Eskina baliginda, iist kism1 koyu kahverengi, yanlar koyu gri, operkulum kadifemsi
mor, kuyruk ve sirt ylizgeci acik kahverengi olup u¢ kisimlarda siyah bir bant vardir.
Pektoral yiizgeci acik kahverengidir, ventral ve anal yiizgecler siyahtir. Ventral yiizgecin
ilk 1511 beyaz renkte ve mahmuz yapisindadir. Minekop (Umbrina cirrosa) baliginda,

Sirt1 koyu gri, yanlar1 glimiisi beyaz, karni ise beyazdir (www.balikcilar.net).


http://www.fishbase.org/
http://www.fishbase.org/

1.3.2. Viicut Yapisi

Eskina baliginda, basin {ist kismi1 sirt ylizgecine dogru biiyiik bir ac1 yaparak uzanir.
Bas boyu viicut boyunun yaklasik beste birini olusturur. Tek bir sirt yiizgeci vardir ancak
onuncu 1sindan sonra onbirinci ve onikinci 1sinlara denk gelen derin bir oyuktan dolay1
iki sirt ylizgeci varmig gibi goriintir. Kuyruk yiizgeci boyuna gore fazla biiyiik degildir.
Kuyruk yiizgeci, ucu diiz, tek loplu yapidadir. Viicut yanlardan basik, boylarina gore
viicutlar1 oldukga yiiksektir (Sekil 2A).

Minakopun govde yapist elips seklinde olup yan taraflarindan yassidir.
Sirti kamburca, kafasi govdesine oranla kiigiiktiir. Yan ¢izgide 48-50 pul bulunur.
Kafasiin i¢inde ve her iki yaninda gozlerinin arkasina dogru iki kii¢iik beyaz tas bulunur.
Agz1 kiigiik olan minakop baliginin iist ¢enesi alttakine oranla daha ilerde ve asagi dogru
meyillidir. Alt ¢enede kii¢iik bir biyik bulunur. Cenelerinde batici disler yoktur. Burun kisa
ve kiit, gozler normal biiytikliiktedir. Minakopun yiizgeglerinin hepsi gelismis olup, birinci
sirt yiizgeci ticgen bigimindedir. Ikincisi ise kuyruk yiizgecine dogru uzar. Kalin derisi iri
pullarla ortilidiir (Sekil 2B). Ortalama boylart 40 cm. olan minakoplarin 90-100 cm.

boyunda ve 20-25 kg. agirliginda olanlarina rastlanir.

Sekil 2. A) Iskine ve B)kotek baliginin genel goriiniimii.

Balikgilik arastirmalarinda molekiiler genetik tekniklerinin uygulamalart 1950’li
yillardan beri giderek artis gdstermektedir. Bunun nedeni uygun tekniklerin ve genetik
bilgilerin 6dnemi {izerine olan ilginin artmasidir. Yapilan ilk ¢aligmalar 6zellikle morinalar,
salmonid’ler ve ton baliklarinda kan grubu farkliliklari iizerine olmus ve popiilasyon
yapisinin analizinde kullanilmak iizere genetik olarak kontrol edilen varyasyonlarin

mevcudiyeti basarili bir sekilde ortaya konulmustur.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Pul

1.4. Mitokondrial DNA

Mitokondri Okaryotik hiicre organellerinden biridir. Hiicrelerdeki sayisi hiicreden
hiicreye farklilik gosterir, 6rnegin bir karaciger hiicresinde yaklagik 1000 adet mitokondri
bulunur. Mitokondrinin Gkaryotlarda oksidatif fosforilasyon merkezi oldugu 1948 de
Eugene Kennedy ve Albert Lehninger tarafindan bulunmustur. Organizmada oksidatif
yikim iirinlerinden alinan elektronlarin molekiiler oksijene aktarilmasi sirasinda agiga
¢ikan enerji ile ADP ve Pi’den ATP sentezlenmesi olay1 oksidatif fosforilasyon olarak
adlandirilir (Lehninger, 1993).

Oksidatif fosforilasyon mitokondri i¢ membraninda yer alan 5 enzim kompleksi
tarafindan yiiriitiilir. Kompleks I (Siiksinat Dehidrogenaz Kompleksi): 39 polipeptit icerir
ve bu polipeptitlerden 7 tanesi; ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5, ND6 mitokondri
genomu tarafindan sentezlenir. Kompleks II (NADH Dehidrogenaz Kompleksi): 4
polipeptit icerir ve bu polipeptitlerin hepsi c¢ekirdek genomu tarafindan sentezlenir.
Kompleks 11l (UQ-Cytc Oksidorediiktaz Kompleksi): 10 polipeptit icerir ve bu
polipeptitlerden sadece 1 tanesi, Cyt-b, mitokondri genomu tarafindan sentezlenir.
Kompleks IV (Cytc Oksidaz Kompleksi): 13 polipeptit igerir ve bu polipeptitlerden 3
tanesi, COI, COII, COIIl mitokondri genomu tarafindan sentezlenir. Kompleks V (ATP
Sentaz Kompleksi): 12 polipeptit icerir ve bu polipeptitlerden 2 tanesi, ATPase6 ve

ATPase8, mitokondri genomu tarafindan sentezlenir (Lehninger, 1993).

Sekil 3. Mitokondrial genom (Cui, 2009).



Mitokondrial balik genomu kapali halkasal yapida 15-18 kb uzunlugunda. 22 tRNA,
2 rRNA (12S ve 16S), elektron transferi ve oksidatif fosforilasyonda goérev yapan 13
protein kodlayan gen (ATPase6 ve ATPase8, COI-Ill, Cyt-b, ND1-6 ve 4L) ve birde
kodlanmayan kontrol bolgeden olusan toplam 37 genden olusur. (Wallace, 1986; Guo vd.,
2004) (Sekil 3). Yaklasik 1 kb uzunlugunda olan kontrol bdlgesi replikasyonun basladigi
bolgedir. MtDNA’da genlerin diizeni genellikle sabittir; ancak gen organizasyonu bazi
hayvan taksonlarini ayirabilir (Desjardins ve Morais, 1990).

Mitokondri genomu, filogenetik caligsmalar icin yararli olan pek ¢ok oOzelliklere
sahiptir (Avise, 1994). En O6nemli 6zelligi klonal kalittimidir. Balik mitokondri genomu
haploittir, yani her bir organizma sadece bir ¢esit mtDNA icermektedir. Bununla birlikte,
birkac¢ calismada heteroplazmi (bir fertte birden fazla mtDNA ¢esidinin bulunusu) oldugu
rapor edilmistir (Moritz vd., 1987; Bentzen vd., 1988; Moritz, 1991). Heteroplazmi, tirsi
balig1 (Bermingham, vd., 1986), Atlantik ringas1 (Bentzen vd., 1988) ve hamsi (Magoulas
ve Zouros, 1993) olmak iizere birkag balik tiiriinde goriilmiistiir. ikinci olarak, mtDNA pek
cok cekirdek genlerinden daha hizli evrimlesmistir. Bu 6zelliginden dolayi, mtDNA yakin
akraba tiir ve popiilasyonlarin filogenetik iliskilerini ¢alismak i¢in uygundur. MtDNA nin
anasal olarak kalitimlasiyor olmasi, filogenetik analizler i¢in avantaj olarak kabul edilir.

Populasyon ve filogenetik ¢alismalarda mtDNA ’nin tercih edilmesi i¢in bir¢ok neden
bulunmaktadir. mtDNA hiicrenin DNA’sindan fiziksel olarak ayrilmis ve sirkiiler yapida
olup, baliklarda yaklasik olarak 16-17 kb biyiikligiindedir. Genomun %1’den daha
kiigliktlir (Davidson vd., 1989) ve saf olarak izole edilmesi nispeten kolaydir. En biiyiik
mitokondrial genom (yaklasik 39,9 kb) bir ¢ift kabuklu tiirii olan tarak (Tridacna gigas)’da
bulunmustur ve tiir icinde biiylik miktarda varyasyon gostermektedir. Tiir i¢i varyasyon
genellikle sirali dublikasyonlardan dolay1 kontrol bdlgesinde olmaktadir. Baliklarda, tiir igi
mtDNA’daki boy farkliliklar tiirler arasinda olabilecek fark kadar biiyiiktiir (Bentzen vd.,
1988; Avise, 1986).

Yiiksek omurgalilarda, kalitim yalnizca maternal yolla olmaktadir (heteroplazmi bazi
tiirlerde gortilebilir) ve rekombinasyon goriilmedigi i¢in fonksiyonel haploittir (Avise vd.,
1990; Harrison, 1989; Moritz vd., 1987). Paternal mitokondrinin dollenme esnasinda
parcalandig1 gozlenir. Bununla beraber, paternal sizintt 1000 molekiilde bir gibi diisiik
oranda olabilmektedir. Heteroplazmi iizerine, yani bireyde bir tipten fazla mtDNA
bulunduguna dair raporlar giderek artmaktadir. Heteroplazmi mersin baliklar1 (Broker vd.,

1990), morina baliklar1 (Arnason ve Rand, 1992) ve midye tiirleri gibi bir ¢ok temel



organizma gruplarinda nadir olarak bulunmaktadir. Baliklarda rapor edilmis heteroplazmi
durumlarina bakildiginda, heteroplazmik bireylerin populasyon i¢indeki dagilim oranlari
Amia calva (bowfins) (Bermingham vd., 1986)’da %5; Clupeidae tiirii olan Alosa fallax’da
%12 (Bentzen vd., 1988) ve mersin baliklarinda %41 oranina kadar ulasmistir (Broker vd.,
1990).

Hayvanlarda mtDNA baz degisiminin yiiksek oranda olmasindan dolay1
mitokondrial genom, kodlanan niikleer DNA ile karsilastirildiginda yiiksek evoliisyon
oranina sahiptir (Meyer, 1993). Bunun muhtemel sebebi ise mtDNA polimerazin azalan
dogrulugu ve daha etkisiz bir DNA tamir mekanizmasidir (Clayton vd., 1991; Brown vd.,
1979). Sekans ve kesici enzim kullanilarak mtDNA {izerine yapilan birgok ¢alismadan elde
edilen sonuglara gore evoliisyon orani tek kopyali niikleer genlere oranla 5-10 kez daha
hizlidir (Brown vd., 1979). mtDNA’nin gézlenen bu hizli evoliisyonu nokta ve parca
mutasyonunun yiiksek orandaki frekansindan kaynaklanmaktadir (Brown vd., 1982).
Primatlarin tiim mitokondrial genomundaki degisim oran1 10° yilda yaklagik olarak %0,5-1
oranindadir (Brown vd., 1982). Bunun yaninda mersin baliklarinda bu oran memelilerden
2-4 Kkat daha dusiiktiir ve diger balik tiirleri i¢erisinde de diisiik mutasyon hizina sahiptir
(Kriger ve Fuerst, 2002).

Mitokondri; niikleer DNA’dan fiziksel olarak farkli olan kendi DNA’sina sahiptir.
mtDNA’nin boyutu 16.000 bp ile 20.000 bp arasindadir. mtDNA 30°dan fazla gen igerir ve
rekombinasyon goriilmedigi i¢in tek bir locus gibi ele alinir (Carvalho and Pitcher 1995).

Pek cok tiirde mtDNA oldukca degiskendir ve bununla birlikte muhtemel genetik
farkliliklarin tespiti igin iyi bir isaretleyicidir. Ilaveten; haploid (n kromozom) ve maternal
(anasal) oldugu i¢in allozymeler veya mini/microsatellitler gibi yalnizca niikleer markirlar
kullanilarak elde edilemeyen bilgileri igerir. Bu erkek ve disi gen akisi arasinda ki ayrimi
saglar ve mtDNA’nin etkili hacmi yalnizca niikleer genin dortte biri kadardir (Birky vd.,
1983). Bundan dolay1i, mtDNA genetik engellerin bulunmasi i¢in iyi bir markirdir.

Primerlerin kullaninm1  ve seg¢ilmis bolgelerin PCR uygulamasiyla mtDNA
varyasyonunun incelenmesi oldukca hizli ve kolay hale gelmistir. Bu avantajlarin tiimii
hem popiilasyon c¢alismalar1 hem de sistematik c¢aligmalarda mtDNA’y1 c¢ekici hale
getirmistir. Boyle cesitli avantajlara ragmen, mtDNA analizinde kullanilan metotlarin,
uygulamasinin zor ve pahali olmasinin yaninda bir populasyonu karakterize etmek icin
genetik acidan mtDNA ’nin tek basina tiim bilgileri verememesi de dezavantaj olarak kabul

edilebilir (Bernatchez vd., 1992; Carvalho ve Pitcher, 1995; Ferguson vd., 1995).



Mitokondrial DNA, alt veya iist tiirlerdeki biyocografyaya bagli olaylari incelemek
icin miikemmel bir ara¢ oldugunu kanitlamistir (Avise 1994). Mitokondriyal genomun
farkli bolgeleri farkli oranlarda ortaya c¢iktigindan bu bdlgeler belirli tip calismalar igin
hedeflenmistir. Sitokrom b ve ND genlerinin popiilasyon diizeyinde farklilik gosterdigi
rapor edildiginden birgok tiirde ¢alisilmaktadir. Ayrica D-loop memelilerde yiiksek oranda
farkliliklar gostermesinden dolay1 popiilasyon calismalart i¢in tercih edilmesine ragmen,
bu durum baliklar i¢in gegerli degildir (Anonymous, 2007). Oldukc¢a az bireye ihtiyag
duydugu ve cografik bolgeler arasinda gesitli haplotiplerin kaynagini1 herhangi bir niikleer
markirdan daha hizli bulacagindan mtDNA o6zellikle kullanighidir (Maes vd., 2003).
Mitokondrial DNA varyasyonu, balik tiirlerinin stoklarin1 ayirmak ve diizenlemek

amactyla saglikli bir sekilde kullanilabilir (Grewe ve Hebert, 1988; Billington vd., 1992).

1.5. Genetik Varyasyon ve Belirlenmesi

Biitlin organizmalarda mutasyon goriilmektedir. Canlilarda, normal hiicresel olaylar
ya da ¢evre etkilesimi sonucunda genetik varyasyon (polimorfizm) sik¢a goriilmektedir.
Seleksiyon ve genetik stiriiklenmeyle birlikte bireyler, tiirler ve daha yiliksek takson
gruplar1 arasinda genetik varyasyonda azalmalar gozlenmektedir. Dogal ¢esitliligi
korumanin temel yaklasimi populasyonlardaki genetik varyasyonun korunmasidir. Asiri
avcilik ve ¢evresel bozulmadan kaynaklanan stoklarin asirt zarar gordiigii durumunlardan
genetik varyasyonun arttirilmasi i¢in stoklar hem dogal bireyler hem de kiiltiir altindaki
anaclar kullanilarak desteklenmektedir. Bu islemde her bir asamanin (ana¢ toplama,
seleksiyon ve yavru baliklarin dogaya birakilmasina gibi) dikkatlice gozden gegirilmesi
populasyonun genetik yapisina zarar vermemek i¢in 6nemlidir (Allendorf vd, 1987).

Molekiiler tekniklerin kullanimi, populasyon icinde bireyler arasinda, ayni tiiriin
populasyonlar1 arasinda ve taksonomik seviyede farkl tiirler arasinda genetik varyasyonun
tahminini miimkiin kilmistir. Molekiiler belirtecler kullanilarak yapilan c¢aligmalar
sonucunda lokal populasyonlarin ve sucul tiirlerin iireme farkliliklar1 gosteren, izole halde
kiigiik gruplara boliinmiis oldugu gozlenmistir. Boylece bir veya birden fazla ayri {ireme
davranig1 gosteren izole gruplarin kaybolmasi tiir igindeki genetik varyasyon seviyesinin
diismesine neden olmakta ve tamamiyla nadir bulunan genetik karakterlerin kaybolmasiyla

sonuclanabilmektedir (Cift¢ci ve Okumus, 2002).



Sonug olarak, tiretimin uzun siireli devamliligini saglamak i¢in; gen havuzunu belirli
bir diizen dahilinde paylasan ve alt gruplara ayrilmis balik populasyonlar1 arasindaki ve
icindeki genetik farklihigin, gelisen molekiiler genetik yontemlerinin kullanimiyla
belirlenmesi, ve genetik varyasyonun korunmasi gerekmektedir. Balik¢ilik yonetiminin
temel amaci stoktaki tiim genetik varyasyonu koruyabilecek sekilde hasat etmek ve yalniz
kaybolan varyasyonun restorasyonu i¢in baliklandirma yapmak olmalidir (Okumus ve

Ciftci, 2003; Ciftci vd., 2007).

1.6. Genetik Varyasyonun Tahmininde Kullanilan Teknikler

1.6.1. Protein Elektroforezi

Ik uygulanabilir genetik belirteg sistemi 1960’11 yillarda gelistirilen protein
elektroforezi olmustur (Buth, 1990). Yaklasik yirmi yildir balik genetikgileri farkli balik
tiirlerinde populasyon diizeyinde genetik farkliliklar1 karakterize edebilmek i¢in protein
elektroforezlerini ana ara¢ olarak kullanmaktadirlar. Protein elektroforezi ile yapilan
calismalarin en biiyiik avantaji hizli, ucuz olmasi ve ¢ok fazla laboratuar malzemesi
istememesidir. Buna karsin kullanilan Orneklerin taze olmasi zorunlulugu, DNA
caligmalarina gore cok sayida Ornege ihtiya¢ duyulmasi ve bu oOrneklerin genellikle
oldiirtilmesi, en dnemlisi bazi populasyon ve tiirlerde DNA c¢alismalarina gore ¢ok diisiik
seviyede polimorfik olmasi protein elektroforez tekniginin smnirlayici ozellikleridir
(Imsiridou ve Zaldivar, 1999). Yalnizca 64 kodonun 20 tane aminoasit kodlamasi,
aminoasitlerin her birinin degisimi elektrik yilikiinde degisiklik meydana getirmemesi ve
yalnizca niikleotidlerin %30°’nun degisiminin ancak elektroforetik olarak tespit edilmesi
sinirlayict etkenlerdendir. Bu nedenle son donemlerde c¢alismalarin ¢ogunlugu DNA
belirte¢ sistemleri kullanilarak yapilmaktadir veya protein elektroforezi ikinci teknik olarak

kullanilmaktadir.

1.6.2. DNA Belirte¢ Sistemleri

1960’11 yillarin ortalarina kadar populasyonlar aras1 ve populasyon i¢i varyasyonun

tespiti i¢in genel olarak biyo-ekolojik ozellikler, markalama, parazit dagilimi, fizyolojik ve
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davranig Ozellikleri, morfolojik veya meristik karakterleri kullanilmaktaydi (Lewontin,
1964). ilk olarak 1970 lerde alloenzim yaygin bir sekilde kullanimindan sonra molekiiler
genetigin gelisimi ile bu konuda yapilan ¢aligmalar azalmistir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) kullanim1 6zellikle DNA c¢alismalarina ayr1 bir
ivme kazandirmis olup, 100 yil veya daha oncesinden saklanmis balik pulu 6rnekleri ile
bile caligsma imkani saglamistir. Ayrica ¢ok az miktarda ve canliy1 6ldiirmeden alinan doku
parcastyla bile ¢calisma imkani1 vermesi 6nemli bir avantaj saglamaktadir.

Genetik varyasyonun belirlenmesinde kullanilan DNA belirte¢lerinin bir¢ogu dolaylh
yollardan farklilig1 belirlemeye yonelik ¢alismalar1 kapsar. Bununla birlikte son yillarda
DNA sekans analizinin yayginlasmasi ve bu amag icin cihazlar gelistirilmesi daha fazla
ornekle calisma firsat1 vermistir.

Balik¢ilikta kullanilan baslica DNA Dbelirtegleri  sunlardir; Mitokondrial DNA
(mtDNA), Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi (RFLPs), Rasgele Cogaltilmis
Polimorfik DNA (RAPDs), Cogaltilmis Parca Uzunluk Polimorfizmi (AFLPs),
Mikrosatellit, Tek Niikleotid Polimorfizmi (SNPs) ve Ifade edilmis Sekans Isaretleri
(ESTs). Bu belirtegler kullanilarak genetik varyasyonun tahmini, akrabali yetistiricilik,
anne-babalik testi, tiir ve hat tespiti, hibrit bireylerin belirlenmesi ve genetik haritalarin

olusturulmasi (QTL belirlenmesi ile) gergeklestirilebilir.

1.6.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

1985 yilinda Amerika Birlesik Devletlerinde bulunan Cetus sirketine bagli olarak
calisan Henry A. Erlich, Kary Mullis ve Randall K. Saiki tarafindan gelistirilen PZR
metodu niikleik asitlerin canli organizma disinda, uygun kosullar altinda g¢ogaltilmasi
temeline dayanir. Her PCR, istenilen sayida tekrarlanabilen dongiilerden olusur.

Yontemin temeli, ¢ogaltilmak istenen bolgenin iki ucuna 6zgili, bu bolgedeki baz
dizilerine tamamlayici olan, 18-20 baz uzunlugunda bir ¢ift sentetik oligoniikleotid primer
kullanilarak, bu iki primer ile siirlandirilan bdlgenin enzimatik olarak sentezlenmesine
dayanir. PCR'm en Onemli Ozelligi ¢ok az miktarda DNA ile calismaya olanak
saglamasidir. Temeli polimeraz zincir reaksiyonuna dayanan yontemler; DNA’nin dizi
analizi ve DNA haritalamasinda, genetik hastaliklarin teshisinde (fragile X sendromu,
AIDS, losemi v.b.), insan genom projesindeki arastirmalarda, allellik dizi varyasyonlarinin

gosterilebilmesi ile doku transplantasyonu i¢in doku tipinin belirlenmesinde, DNA parmak
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izi analizinde, adli tip Orneklerinin genetik tiplendirilmesinde (analik babalik tayini),
tarimda (tohum saflifinin belirlenmesi), sistematik ve evrim calismalarinda (dogadaki
cesitli canli tlirlerinin tanisi, tiirler arasindaki polimorfizmin belirlenmesinde) etkin bir

bigimde kullanilmaktadir (Ar1, 2004).

1.6.2.2. Resitriksiyon Parcacik Uzunluk Polimorfizimi (RFLP)

PZR’m gelistirilmesiyle birlikte; mtDNA’nin PCR ile amplifike edilmis parcasinin
RFLP analizi, populasyon genetik c¢alismalar1 i¢in yaygin bir metot haline gelmistir
(Hansen ve Loeschcke, 1996b). RFLP analizi; az zaman almasiyla ve tim mtDNA’nin
tamaminin kesilmesi ve dizisinin elde edilmesi {izerine avantajlidir. Dahas1 populasyon
calismalari i¢in pek ¢ok birey ve mitokondrial genomun biiyiik bir kismini1 gostermek i¢in
aragtirmacilara imkan saglamaktadir (Nielsen vd., 1998).

En basit DNA polimorfizmi tek baz degisikligidir. RFLP, DNA’y1 retriksiyon enzimi
ile pargalara ayirarak incelenmesine olanak taniyan bir yontemdir. DNA polimorfizmlerin
cogunu tek baz ¢ifti degisimleri olusturur. Bunlar restriksiyon enziminin tanima bdlgesini
ortadan kaldiran veya yeni bir tanima bolgesi olusturan degisimlerdir. Enzimin iki tanima
bolgesi arasindaki delesyon veya insersiyon (niikleotid ¢ikmalar1 veya eklenmeleri) enzim
kesimiyle olusan fragmentlerin boyutlarindaki farkliliklar RFLP olarak isimlendirilir.

Restriksiyon endoniikleazlar 4, 6, ve 8 niikleotidden olusan genomda iki yonlii
simetri olusturan palindromik bolgelerdeki (tersten ve diizden okunusu karsilikli her iki
iplikte de ayni olan) baz dizilerini tantyip, kesen endoniikleazlardir. Kesim bdlgesi genelde
5-10 dizilik bir bolgedir. Restriksiyon enzimlerinin kesim sonucunda olusturdugu parcalar
restriksiyon parcalar olarak isimlendirilmektedir. Restriksiyon enzimleri tip I, tip II ve tip
III olmak iizere gruplandirilirlar. Tip I ve tip III'in kesimleri ¢ok spesifik degildir. Tip Il
enzimler ise molekiiler biyolojide kullanilan enzimlerdir. Genellikle 4-6 niikleotidli bir baz
dizisini tamiyarak, DNA'min her iki zincirini bu pozisyondan keserler. Bu enzimlerin
bazilar1 diziyi tam ortadan keserek kiit uclu parcalar olustururken digerleri yapiskan adi
verilen birbirini tamamlayic1 parcalarin meydana gelmesine yol agarlar ve yapigkan ug
DNA zincirini ¢apraz olarak keserler (Grinsted ve Bennett, 1988; Smith, 1999; Temizkan,
1999; Klug ve Cummings, 2003; Topal, 2004).
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1.7. 16S rRNA Geni

Prokaryot ve okaryot hiicrelerde bulunan ribozomlar, yap1 ve islev bakimindan
birbirine biiylik benzerlik gosterir. Esas farklilik, ribozomlar1 olusturan alt birimlere ait
rRNA (ribozomal RNA) ve protein gesitlerindedir (Temizkan, 1999). Ribozomlar, biri
bliytik biri kiiclik olmak tizere iki alt birimden olusmustur. Prokaryotlarda biiyiik alt birim
508, kiiciik alt birim 30S olup, toplam ribozom 70S biiyiikliigiindedir. Okaryotlarda ise
biiyiik alt birim 60S, kii¢iik alt birim 40S olup, toplam ribozom 80S biiyiikligiindedir
(Sekil 4). Birim olarak kullanilan S; Svedberg sabitesi olup, ultrasantrifigasyon sirasinda

¢okme hizi ile ilgili birimdir (Temizkan, 1999).

prokaryot 70s

_— i o e prokaryot
1 +RMA (165 srwa)  KUgUK Altbirim Bityiik Altbirim o o5 ve 55 R34)
21 protein Protein 33 protein

tRNA

okaryot

3rRHA
40 protein
okaryot
1 rRHA
33 protein rRNAs Sadece rRNA iceren
80s akitif kisim

Sekil 4. Prokaryot ve dkaryot ribozom yapisi (Mallery, 2007, Online).

Ribozomlar riboniikleoprotein yapisindadirlar. Bir ribozom rRNA ve ¢ok sayidaki
cesitli proteinden meydana gelir. Prokaryotlarda 5S, 16S ve 23S olmak iizere 3 farkhi
biiyiikliikte rRNA bulunur.16S rRNA 1541 niikleotidden olugsmustur ve ribozomun 30S’lik
alt biriminde bulunur. 5S rRNA 120 niikleotidden, 23S rRNA 2904 nikleotidden
olusmustur ve her iki rRNA da ribozomun 50S’lik alt biriminde bulunur.

Okaryotlar ise 58S, 5.8S, 18S ve 28S olmak iizere 4 ¢esit rRNA vardir. Bunlardan 18S
rRNA okaryot ribozomunun 40S’lik kiiciik alt biriminin yapisina katilirken, digerleri ise

60S’lik biiyiik alt birimde yer alirlar (Temizkan, 1999). Ozellikle mikroorganizmalarda
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molekiiler yapilarin ve DNA dizilerinin, klasik fenotipik 6zelliklere gore evrimsel iligkileri
daha iyi ortaya ¢ikardigi goriilmiistiir. Bundan dolay: taksonlarin tanimlanmasinda temel
aliman hiicresel seviyedeki calismalar molekiiler diizeye (16S ve 18S rRNA dizi
karsilastirmalari) indirilmistir (Temizkan, 1999).

16S rRNA gen dizisi, tiim canlilarda yiiksek derecede korunmusluk gostermektedir.
Genomda bu rRNA bolgesi hem bakteriye 6zgii ¢cok iyi saklanmis dizileri igermekte, hem
de tiire gore degisken olan dizileri barindirmaktadir. Bu degisken diziler genellikle
arastirmacilar tarafindan heterojen fenotipe sahip veya konvensiyonel bakteriyolojik
testlerle kiiltiiri zor olan bakterilerin PCR ile tanist i¢in primer bdlgelerinin
tasarlanmasinda kullanilmaktadir (Temizkan, 1999). Bu degisken dizilerin PCR ile
cogaltilmasi sayesinde tiir tayini miimkiin olabilmektedir. 16S rRNA’y1 kodlayan gen
dizisinin, ozellikle bakteriler arasindaki akrabalik iliskilerinin belirlenmesinde kullanimi
yayginlasmistir. Bu evrensel molekiiliin tasidigi niikleotid dizileri, filogenetik gruplar
arasinda gosterdigi benzerliklere gore, evrimsel yakinligin yorumlanmasinda etkin rol
oynamaktadir. Glinlimiizde bilinmeyen bir bakterinin cins hatta tiir seviyesine kadar

tanimlanabilmesi 16S rRNA geni yardimiyla miimkiin olabilmektedir (Temizkan, 1999).

1.8. Filogenetik

Filogenetik genel olarak filogenetik ¢ikarim veya filogeni yapilandirilmasinin
kisaltilmis es anlami olarak kullanilan terimdir. Filogenetik yapilandirmanin amaci eldeki
baz1 verilerin filogenini tahmin etmeye ¢alismaktir. Toplanmis herhangi bir veri i¢in bazi
atasal iligkiler bulunacaktir. Verinin kendisinin atasal iliskinin ortaya ¢ikarilmasi veya soy
agact olarak yapilandirilmas: i¢in bilgi igermektedir. Bu filogeni veya aga¢ olarak
isimlendirilen dallanmis yapiin olusturulmasint saglar (Swofford vd., 1996). Bu
yapilandirmada ana adimlar sirastyla:

1. Calisilan ana biyolojik birimin tanimlanmasi ki bu taksa veya Operasyonal
Taksonomik Unite (OTU) olarak isimlendirilir, genellikle tiirleri ifade eder fakat
daha asag lniteler (alttiirler, stok gibi) veya daha yukari (genus, familya, ordo,
sinif, filum) seviyedeki organizmalar olabilir.

2. Karakterlerin ifadesiyle taksonun karakterize edilmesi ki bunlar taksonlar arasinda

farkli ifadeleri olan nitelikler (genetik, morfolojik, fizyolojik vb.) olabilir.
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3. Taksonlarin benzerlik derecelerine ve/veya paylasilan karakterlerine gore

gruplandirilarak diizenlenmesi.

Diizenleme genellikle ¢ok fazla sayida paylasilan karaktere gore karakterize edilen
cok sayida grubun dahil edilmesiyle hiyerarsik olarak yapilmaktadir. Hiyerarsik diizenleme
(filogeni) genellikle filogenetik aga¢ olusturularak betimlenir ve taksonomik
siiflandirmada veya evrimsel iliskinin yorumlanmasinda kullanilabilir.

Bu adimlarin agik olan basitliginin yaninda filogenetik ¢ikarimlar ¢ok acik degildir,
yani aksine c¢ok karistk bir disiplindir. Ciinkii farkli karakterler aynmi1 gruplari
tanimlamayabilir. Gergekte farkli karakterler hiyerarsik iliskiler hakkinda bilgilerle
tamamiyla uyusmayabilir.

Karakterler farkli yollarla karsilastirilabilir. Ornek olarak; kati, kesin (yesil gibi)-
nispi (6n ayaklar arka ayaklardan daha uzundur gibi)’ ye karsi; ayri, farkli (bes parmak
gibi) - devamli (8 m uzunlugunda kanat)’ya karsi; gelisimsel olarak erken - ge¢’e karsi;
evrimsel olarak kararli - kararsiza karsi gibi siralanabilir. Bu karsithgin ilk {i¢ii yakin
zamandaki organizmalar i¢in objektif olarak degerlendirilebilir fakat son karsitlik evrimsel
yapilar ve islemler hakkindaki daha 6nceki hipotezlere baglhdir.

Filogenetik ¢ikarimda kullanilan verinin iki genis kategorisi bulunmaktadir. Bunlar
ilki karakter verisi, takson hakkinda bilgi sunar ve ikincisi uzaklik veya benzerlik verisi,

Karakter verileri; her bir takson i¢in her bir karakterin ifadelerini kodlayan rakamsal
degerler olarak belirtilir. Sistematikgiler arasinda karakter ve karakter ifadesi terimleri
hakkinda uyusmazlik bulunmaktadir. Fakat bunlarin kullandiklar1 rakamsal metotlar
genellikle karakteri, degiskenin es anlamlis1 olarak kullanir ve karakterin muhtemel
gozlenmis degerlerinden birini ifade ettigini diisiiniirler. Karakterler ya kalitatif yada
kantitatif olabilir ve kalitatif karakterler ikili (iki Ozellige sahiptir ve genellikle bu
Ozelliklerin bulunusu veya bulunmayisina gore ifade edilir) veya ¢oklu (ii¢ veya daha fazla
ozellige sahiptir) 6zellikleri simiflandirir.

Cok ifadeli karakterlerin diizensiz oldugu diisiiniilmektedir. Herhangi bir durum
evrimsel zaman i¢inde yeni bir olusuma degisim gosterebilir. Bu DNA sekans verileri i¢in
olagan bir durumdur.

Kantitatif karakter verileri degisim gosteren ayr1 veya devamli karakterlerden
farklidir. Karakterlerin farkli veya devamli olmasi yada diizenli veya diizensiz olmasi

dikkate alinmazsa, karakter temelli filogenetik calismalarda kabul edilen iki durum vardir.
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Bunun ilki ‘analoji’ karakter bagimsizligidir. Ikinci kabul edilen durum ise ‘homoloji’ dir.
Klasik sistematik¢iler iki tiir arasinda benzerlikler bulduklarinda bu benzerliklerin
olasilikla homolojimi (ortak bir atadan kalitilan) yoksa sadece analojimi (islev ve
cogunlukla yiizeysel yapida benzer, ancak evrimsel orjinleri farkli) oldugunu belirlemeye
calismaktadirlar. Bu duruma Ornek olarak ardic kusu ve mavi kusun kanatlari
karsilastirildiginda kanitlar bu iki kusun kanadinin ortak bir atadan geldigini gostermis ve
boylece bunlarin homolog oldugu diisiiniilmiistiir. Fakat ardi¢ kusunun kanatlar1 ile
kelebek kanatlar1 karsilastirildiginda islevsel olarak benzer yapilar olmasina ragmen
yalnizca analogtur. Yani bunlar ortak bir atadan kalitilmayip, bagimsiz olarak
evrimlesmisler ve farkli atasal yapilardan olusmuslardir (Ketoon vd., 1999).

Uzaklik ve benzerliklerin 6l¢iimleri; karakter verileri tek basina taksonu tanimlarken,
uzaklik ve benzerlik verileri takson ciftleri arasindaki iliskiyi tanimlamaktadir. Immiinoloji
ve niikleik asit hibridizasyonu gibi bazi igslemler uzaklik verisini direk olarak vermektedir.
Karakter verilerinin diger tiirleri (allozom, niikleotit sekansi gibi) analiz i¢in uzaklik
verisine dontstiiriiliir. Uzaklik matrisi simetrik matristir ve buradaki elementler taksonlar
arasindaki esgiftlerin uzakligidir. Uzaklik verilerine bagli olan filogenetik yontemler
genellikle eklemeli ve ultrametrik 6zellikler olmak iizere iki matematiksel 6zellige sahiptir
(Swofford ve Olsen, 1990).

Eklemeli uzakliklar; eklemeli uzaklik seti uzatilmaya karsilikli olarak uyumludur ve
tiim uzakliklar koksiiz agag tarafindan biitiin takson ¢iftleri icin uymaktadir.

Ultrametrik uzakliklar; ultrametrik uzakliklar biraz sikintilidir. Eklemeli olmak
zorundadir fakat 6zel bogumlara bagh tiim takson uglar1 kokten esit uzaklikta olmalidir.

Ultrametrik kriter tiim irklarin esit degisim oraniyla farklilastigi evrimsel kuralina dayanir.

1.8.1. Filogenetik Aga¢ Olusturma Metodlar:

Bu metotlar ii¢ genis kategoride smiflandirilmistir (Felsenstein, 1981): uzaklik
metodu, parsimoni metodu ve maksimum olasilik islemleri ki buda 6zel verilerle (DNA
sekans verisi gibi) ¢alisan birgok 6zellesmis metotlar1 icermektedir.

Bu metotlar1 agiklamadan oOnce filogenetik agaclar hakkinda kisa bilgi vermek
gerekirse; filogenetik agaclar, taksonomik birimleri (tiirler, populasyonlar, bireyler)
gosteren bogumlardan (node) ve kalitsal ve atasal anlamda taksonomik birimler arasinda

iligkiyi belirten dallardan olusmaktadir. Yalnizca bir dal bitisik bogumlardan birine
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baglanir. Agacin dallanmis yapisi topoloji olarak isimlendirilir ve dal uzunlugu genellikle
dalda meydana gelen bircok degisikligi temsil eder. Bu Olgeklendirilmis dal olarak
isimlendirilir. Olgeklendirilmis agaclar temsil ettigi zaman dilimi igin sik¢a kalibre edilir.
Boyle agaclar analiz edilen genlerde kuramsal ilkeye sahiptir. Dallar ayrica
Olceklendirilmemis olabilir bunun anlami dal uzunlugu zaman iginde olugsmus degisimlerin
bir orantis1 degildir. Filogenetik agaglar ayrica koklii veya koksiiz olabilir. Koklii agaglarda
kok olarak adlandirilan 6zel bir bogum (node) vardir ve yaygin olan atay1 temsil eder.
Koksiiz agac evrimsel siireci veya yaygin atayr tanimlamaksizin yalnizca tiirler arasindaki

iligkiyi belirtir.

1.8.1.1. Mesafe Temelli Metotlar

1.8.1.1.1. Kiimelenme Temelli Yontem

Filogenetik uygulamalarda kullanilan kiime analiz algoritmasi, yalmiz taksonla
baslayan hiyerarsik agaclar irettiginden hiyerarsik yigisim islemleri olarak bilinen
algoritmanin ailesidir (Rohlf, 1970). Bdyle algoritmalar kavramsal olarak agiktir.
Taksonlar arasinda pairwise (¢ift yonlil) uzaklik matrislerinin verilmesiyle, bu metotlarin
hepsi ilk olarak en benzer (en az mesafe) ciftle birlikte birlesir ve bunu gittikge daha uzak
ciftlerin olusturdugu baglantilar takip eder. Her bir basamakta iki takson veya baglanti
olusturan takson gruplar1 tek kiime i¢inde birlesir. Sonu¢ genellikle “dendogram™ olarak
isimlendirilir ¢iinkii bunlar agaca benzer yapida koklii, tekrarlanan catal yapidadir ve nispi
benzerliklere taksonlarin kiimelerini betimler.

Cok fazla sayidaki muhtemel kiime algoritmalarimin disinda yalnizca bir kaci
filogenetik ¢aligmalarda kullanilmaktadir. Bunlar Unweighted Pair-Group Method Using
Arithmetic Average (UPGMA); ve Weighted Pair-Group Method Using Arithmetic
Average (WPGMA) olarak isimlendirilir.

1.8.1.1.1.1. Uzakhik Metodu

UPGMA, en ¢ok kullanilan metotlardan birisidir ve topolojilerin yeniden

olusturulmasi metotlarinin en basitidir. Bilgisayar simiilasyonlar1 evrimsel oranlarin sabit
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olmadig1, yani sabit bir molekiiler saat varsayimina ihtiya¢ duydugu, bunun tersi durumda
ise bu metodun zayif oldugunu onermektedir (Saitou ve Imanishi, 1989; Nei, 1991).
UPGMA metodu 1973 yilinda taksonomik fenogramlarin ya da fenotipik benzerlik ile grup
OTU (Operasyonel Taksonomik Unite)’lerinden olusan agaclari yeniden olusturulmasi
icin tanimlanmistir. Molekiiler saat varsayimi tutarli oldugu zaman filogenilerin yeniden
olusturulmasinda iyi sonuglar verdigi gézlenmistir. Ger¢ekte molekiiler saat fonksiyonlari
tamam (miikemmel) ise bu metot iyi bir sekilde uygulanabilir (Nei, 1991). Bu metodun
diger bir avantaj1 da, asir1 derecede hizli olmasidir. Uygun bir program ile birka¢ dakikada

yiizlerce tiirden bir aga¢ olusturulabilir.

1.8.1.1.1.2. Komsu Bagint1 Metodu (Neigbour Joining)

Bu metot da, aga¢ en kiiciik kol uzunlugu ile olusturulur. Ik bakista ¢ok yogun
hesaplamalarla tanimlanmistir, fakat metot miimkiin olan biitlin agaglar igerisinden en kisa
kol uzunluguna sahip agaci aragtirmaktadir. Agikca OTU’lerin say1s1 arttik¢a agag sayisi da
artmaktadir ve hizli bir sekilde aragtirmak imkansiz olmaktadir. Bu nedenden dolay1 Saitou
ve Nei (1987) agaclar i¢in sezgisel algoritmayr Onermisler ve buna komsu-katilimi
denmistir. Burada catallanan tek bir agac iiretilir. Komsu baginti algoritmasi star-agac
topolojisi ile baglar ve sirali olarak OTU’lerin ¢iftlerini (komsu) secer, bu ise agacin
toplam uzunlugunu minimize eder. Bu iglem aga¢ tamamen kararli olana kadar devam
eder. Sabit olmayan uzakliklar kullanildigi zaman uygulama oldukga iyi goriilmektedir
(Rzhetsky and Nei, 1993). Bir diger uzaklik metodu da Fitch-Margoliash metodudur.
Merit fonksiyonun minimizasyonunu igerir. Burada taksonlar arasi uzakliklar arasindaki
toplam farklilasmay1 6lger. Bu islem agactaki dal uzunluklar1 yoluyla tahmin edilir veya

hesaplanir. Kisa dalli agaglar i¢in ¢ok dogrudur.

1.8.1.1.2. En Iyi Durum Temelli Yontem

Pek cok farkli agag topolojisini (pek ¢cok noktadan ve dallardan olugan bir ag yapisi)
karsilastirirlar ve agagtaki dnceden tahmin edilen mesafeler ile gercek evrimsel mesafeler

arasindaki en iyl uyumu gdstereni segerler.



18

1.8.1.2. Karakter Temelli Yontem

Filogeni, bir tiiriin yada daha yiiksek gruplanmis organizmalarin tarihi ve evrimsel
gelisimidir. Filogenlerin yapilandirilmasinda ¢ogu caba evrimsel iliskilerin anlagilmasina
yoneliktir. Filogenetik ¢ikarimda kullanilan verinin iki genis kategorisi bulunmaktadir.
Bunlardan birincisi karakter verisi, takson hakkinda bilgi sunar ve ikincisi uzaklik veya

Tiirler arasindaki filogenetik iliski yada gen sekanslarindan gézlenen varyasyonu en
iyi anlatan evrimsel aga¢c veya agaclar1 bulmak icin genellikle iic temel metot
kullanilmaktadir. Bunlar maksimum parsimoni metodu, uzaklik metodu ve maksimum
olasilik metodudur ki bu da 06zel verilerle (DNA sekans verisi gibi) calisan bir¢ok
Ozellesmis metotlar icermektedir (Felsenstein, 1981). Bu ii¢ metot “ihtimal (most likely)”
yada “en iyi (best)” olan1 segerek evrimsel agaci yeniden olusturmak i¢in farkli algoritma,
Olciit ve yontemlerden yararlanir. Elde edilen sonuglar filogenetik iliskilerin

yorumlanmasinda kullanilir (Saitou ve Nei, 1987).

1.8.1.2.1. Maksimum Parsimoni Metodu

Bu metod yaygin olarak kullanilan aga¢ olusturma metotlarindan biridir. Ilk olarak
1966 yilinda Eck ve Dayhoff tarafindan aminoasit sekans verileri i¢in kullanilmigtir (Nei,
1987), fakat niikleotit sekans verileri i¢inde kullanilabilir (Fitch, 1977). Maksimum
parsimoni metodunun prensibi pargacik (partikiiller) topoloji yoluyla vurgulanan evrimsel
olaylarin miktarinin ¢ikarilmasi ve en az miktardaki evrimsel olay gerektiren agaci
se¢cmektir. Genelde bunun anlami minimum degisime sahip olan agaci arastirmak i¢in ¢ok
miktardaki farkli topolojilerin incelenmesidir. Maksimum parsimoni analizleri cogunlukla
diger uzaklik tabanli analizlere gore daha ¢ok tercih edilir. Bunun nedeni ise karakter
tabanli yaklagimidir. S6yle ki, bu yaklasim daha ¢ok veri ¢esidini kullanilabilmekte ve
daha ¢ok veriyi desteklemektedir.
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1.8.1.2.2. Maksimum Olasilik Metodu (Maximum Likelihood)

Joseph Felsenstein tarafindan 1981 yilinda MP“ye alternatif olarak ortaya konulmus
bir yontemdir. Bu metod yeniden yapilandirma metodudur. Varsayimlar {izerine hareket
eder. Taksonlar asindaki iliski i¢in en iyi olasilig1 belirleyen basit testlerden biridir. Diger
bir ifade ile gozlenen farkliligi agiklamak icin degisimin en az miktar1 gereklidir.
Maksimum olasilik metodunun temel amaci kollara ayrilan orderlar ya da en olas1 agag
yada agaclarin topolojisidir. Bu metod biitiin olasi aga¢ topolojileri ve parametreler
arasinda olasilig1 en fazla olusan agaci bulur.

Bu yontem, farkli tipteki niikleotit degisikliginin aciga c¢ikma olasiliklarim
tanimlayan bir matematiksel formiil ve dal uzunluklar1 bilinen belli bir aga¢ verildiginde,
bu belli DNA dizisi setini elde etme olasiligi nedir sorusunu sormaktadir.

Bu yontem i¢in bir bilgisayar programi, her agag¢ topolojisinin degerlendirir veya
gbzlenen verinin olusturulmasi olasiligin1 hesaplar. Eger aga¢ dogruysa her dalin
olusturulma olasilig1 toplami, gézlenen verinin olusturmasi olasiligini temsil eder. Cok iyi
temellendirilmis istatistige dayandigindan matematiksel olarak daha zahmetli bir
yontemdir.

Avantajlar1, mevcut metodlarin i¢inde genelde en tutarli olanidir. Karakter ve oran
analizlerinde kullanilabilirler. Sonmiis (hipotetik) atalarin sekanslarini tahmin etmede
kullanilabilir.  Niikleotid, aminoasit sekanslar1 ve diger data tiplerine uygulanabilir.
Dezavantajlar1, diger pek c¢ok metotda oldugu gibi basit ve sezgisel degildirler.

Parsimonide oldugu gibi yiiksek seviye homoplasilerde yanilabilirler.

1.8.1.2.3. Bayesian Cikarimi

Hemen her alanda kullanim1 oldukga yayginlagsan bu istatistik modeli filogenetigin
en popliler metodudur. Bayesian ¢ikarim metodu, aga¢ olusturmada maksimum benzerlik
metoduna benzer bir yontem kullanir. Ancak onciil olasilik kullanimi ile bu metottan
ayrilir. Bayesian metodu, onceki olasi agaclarin dagilimlarindan birini alir. Bu 6nceki
dagilimin sec¢imi, Bayesian ¢ikarim metotlarini kullananlarin se¢imleri arasindaki farkli
noktadir.

Standart bilgisayar programlarinda evrimsel modelin keyfi se¢ciminin yada varsayim

modeller kullanim1 ile filogenetik iliskilerden sonug ¢ikarmak gergek iligkileri gostermez.
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Genellikle, yanlis bir evrimsel model onerildiginde, filogenetik modeller daha az dogru
(bir ¢cok agac icerisinden yanlis bir aga¢ yerine geger) olabilir yada tutarsiz (verilerin
artmasi ile bir yanlis agag birlesir) olabilmektedir (Swofford vd., 1996, Felsenstein, 1973;
Huelsenbeck ve Hillis, 1993; Bruno ve Halpern, 1999; Posada ve Crandall, 1998; Sullivan
ve Swofford 1997). Bu nedenle evrimsel modelin se¢imi igin hangi parametrelerin veriye
daha uygun oldugunun bilinmesi gerekmektedir (Huelsenbeck, 1995). Ornegin, mtDNA
ele alindig1 zaman, transisyon ile transversiyon oraninda sapma olabilir (Brown vd.,
1982). Bu nedenle bir modelin se¢iminde esit transisyon ve transversiyon orani varsayimi
ciddi hatalara neden olacaktir. Bu sahadaki gelismeler model olusturulmas: igin yol
gostermistir, modeller transiyon ve transversiyon ikame sapmalarinin her ikisini (Kimura,
1980) ve esit olmayan niikleotid frekanslar1 bulundurabilmektedir (Hasegawa vd.,1985).
Bu egilim en son olarak “Genel Zaman Tersine Cevrilebilir (GTR) model ile
sonuclanmistir. Bu model yalnizca esit olmayan niikleotid frekansina izin vermez ayni
zamanda niikleotid yerleri arasinda miimkiin olan 6 yer degisiminin her birin farkl
oranlarda meydana gelmesine izin verir (A-C, A-G, A-T, C-G,C-T ve G-T) (Rodriguez vd.,
1990).

Daha sonraki gelismelerle birka¢ modeli kullanarak ¢apraz ikame i¢in varyasyon
vermek miimkiin olmustur (Churchill vd., 1992; Yang, 1993, 1994). Degisik yerler
arasindaki farkli oranlari izin vermek i¢in en ¢ok uygulanan metotlardan biri “ayr1 gamma
metodu” dur. Bu metot bir gamma dagilimina gore dagilmis nispi ikame oranlar1 varsayilir.
Burada gamma dagilimi1 1 ve 1/&’nin varyansinin bir ortalamasidir. Burada @, dagilimin
seklini tanimlar. & degerinin biiyiik olmasi yerler i¢inde ikame varyansinin daha az olmasi
olarak ifade edilir (yani biitiin yerlerdeki ikame oranlar1 daima esittir). Oysa diistik (0,01)
L-seklinde dagilim sonucudur (¢ogu ikame oranlart diisliktiir, fakat bazilari ytiksektir)
(Lewis, 2001).

Bu farkli parametrelerin hepsi parametrece zengin modellerde iyi gelismistir. Fakat
bu modellerin kullanimi zaman gereksinimi ve hesaplamada daha ¢ok parametrelere
ihtiya¢ duymasi nedeni ile her hesaplamada daha ¢ok hata igerir (Huelsenbeck ve Crandall,
1997). Bunun yerine kullanilacak modeli belirlemede tavsiye edilebilecek yol ise veriye
uygun modeli se¢mektir. Bu yontem biliyiik benzerlikle parametrece zengin modellerin
yaptig1 gibidir, fakat daha az parametre kullanarak uygulanir. En uygun modelden 6nemli
derecede farkli olmayan en basit modeli secerek, hata ve zaman tiiketimi azaltilir

(Swofford vd., 1996). Bu konu tizerine farkl: istatistiksel metotlar vardir. Bu metotlardan
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bir tanesi Akaike bilgi kriteri kullanilarak (AIC) uygulanabilir (Akaike, 1974). Yine benzer
sekilde BIC (Bayesian ) kriterine gore de uygun model se¢imi yapilabilir.

Filognetik¢ilerin agaglarin giivenilirliginin hesaplanmasi i¢in en yaygin kullandig
istatistiksel test “se¢-bagla (bootstrap)’dir (Efron, 1982). Felsenstein (1985) tarafindan
gelistirilmis olan seg¢-bagla teknigi, filogenetik c¢aligmalar icin kullanilir ve yeniden
ornekleme ile yerine koyma yontemidir. Her bir tekrar i¢in bir topoloji olusturulur. Biitiin
tekrarlardan sonra agaglar karsilastirilir ve gruplandirma igin iiretilen agaclarin orani,
agacin i¢ kol iligkisi i¢in kullanilir ve buda sec-bagla veri setlerinin tutarliliginin bir
Olciisiinii verir. Cok farkli tiirlerle yapilan ¢alismalarda kullanilir (Silva ve Russo, 2000).
Hedges (1992), 2000 tekrar uygulanmasi durumunda %95 seg¢-bagla degerinin
hassasiyetinde sonsuz sayida tekrar ile karsilastirildiginda %1°lik bir hata olacagini

hesaplamistir.

1.9. Onceki Cahsmalar

Genetik varyasyon ve bunlarin seviyeleri birey ve popiilasyonlarin yonetimi,
anlasilmast ve yorumlanmasinda Onemli olmakta ve alloenzim elektroforezi ve
kromozomal teknolojisinin gelismesi ile genetik varyasyon incelenmesinde bir artis
olmustur (Okumus ve Ciftci, 2003). Onceki yillarda kiiltiir balikgilifinda ve dogal balik
stoklarinda kromozomal teknoloji kullanilirken son yillarda yerini DNA markirlarina
birakmistir. Molekiiler markirlar stok ve bireyler arasindaki farklilik ve benzerliklerin
belirlenebilmesi i¢in yeni istatiksel gelismelerle birlestirilmistir. Mitokondriyal DNA veya
cekirdek DNA’s1, mikrosatellitler, minisatellitler, kopyalanmis sekanslar, anonim cDNA,
AFLP, RAPD ve RFLP gibi ¢esitli molekiiler markirlar ve alloenzim elektroforezi
balik¢ilik ve su iirlinleri alaninda yapilan birgok molekiiler ¢alismada kullanilmaktadir
(Okumus ve Ciftci, 2003).

Molekiiler ¢alismalarin ¢ogunda kullanilan evrimsel alandaki filogenetik bilgiler
mtDNA’dan elde edilmektedir. Okaryotlarda mtDNA tarafindan kodlanan 13 proteinin
aminoasit gen sekansinin karsilastirilmast sonucu ATP sentaz 8 (ATP8) bolgesinin en ¢ok
degisken ve sitokrom oksidaz 1 (COI) bolgesinin ise en ¢ok koruyucu bdlge oldugu
diistiniilmektedir. Ayrica tiim protein kodon genlerinin performanst ic¢in yapilan
aragtirmalar sonucu mitokondriyal protein genler filogenetiksel olarak iliskilerinde 3

filogenetik performans agisindan iyi (ND4, ND5, ND2, cyt-b, ve COIl), orta (COIll, COlIl,
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ND1, ve ND6) ve zayif (ATPase 6, ND3, ATPase 8, ve ND4L) olarak siniflandirilmistir
(Zardoya ve Meyer, 1996). Kanal yayin baligi (Ictalurus punctatus) popiilasyonlarinin
analizlerini yapmak i¢in mitokondriyal genomun DNA sekansi yapilmis ve omurgalilarla
ortak olan genler ve gen yapilar belirlenmistir. Cyt-b ve sitokrom oksidaz I bdlgelerinin
niikleotid dizi karsilastirilmasi ile Ictaluridae familyasi iginde taksanomik siniflandirma ve
birbirlerine uygun olan genuslarin genetik ayirimi yapilmistir (Waldbiesser vd., 2003).

PZR-RFLP yontemi balik tiirlerinin genetik olarak belirlenmesinde, ayni tiire
mensup farkli populasyonlar arasi genetik iliskinin ortaya cikarilmasinda yaygin olarak
kullanilan yontemlerden birisidir. Cocolin vd. (2000) levrek, c¢ipura, eskine ve sinarit
baliklarinin fileto 6rneklerine PZR-RFLP uygulayarak bu tiirlerin teshisini yapmiglardir.
Bu metotta, DNA ekstraksiyonu ve PZR’dan sonra cyt-b gen bdlgesinden elde edilen 359
baz ciftlik amplikasyon iirliniinii kesici enzim analizine tabi tutmustur. Enzim kesimlerinde
ayni anda bu 5 tiiriin ayirt edilemedigi fakat Haelll ve Nlalll enzimlerinden elde edilen
sonuclarinin birlesiminden balik filetolarinin farkli oldugu belirlenmistir.

Santos vd. (2003) Giiney Amerika’nin Atlantik kiy1 sularinda bulunan Macrodon
ancylodon (Scianeidae, Perciformes) baliginin genetik farkliligint mtDNA analiz yontemi
ile ortaya c¢ikarmiglardir. Calismada cyt-b ve 16S rRNA genleri kullanilarak genetik
yapisint ve niikleotid cesitliligini gostererek Bati Atlantik’te 2 farkli genetik yapi tespit
ederek bu ayrimin taksanomik diizeyde olabilecegini belirtmislerdir. Hindistan’daki ticari
oneme sahip yedi Sciaenid tiiriinde16S rRNA ve sitokrom oksidaz ¢ mitokondrial genlerini
kullanarak filogenetik iliskilerini ve tiirlerin tamimlanmas1 yapilarak, her iki genin dizi
analizleri yardimiyla yedi tiirtin 3 gruba ayrildigi bulunmustur (Lakra vd., 2009). Ayrica,
Micropogonias furnieri’nin Brezilya populasyonun genetik yapist mtDNA’nin RFLP
analizi ile incelendiginde heterojenite testinde 23°S ve 34°S, arasindaki mtDNA haploid
frekansinin farkli olmadigi, fakat 23°’nin kuzey ve giineyi arasinda anlamli heterojenitenin
oldugu belirlenmistir (Puchnick-Legat vd., 2006). Diger taraftan, Sar1 ve Dogu Cin
Denizlerinden Larimichthys polyactis (Pisces: Sciaenidae) genetik stok yapisinin varligini
test etmek icin mitokondriyal kontrol gen bdlgesinin (766 bp) genetik cesitliligi
arastirildiginda molekiiler varyans analizleri i¢in bu bdlgelerden alinan &rnekler arasinda
onemli bir farklilik ortaya konamamistir (Kim vd., 2010).

PZR-RFLP tekniginin yaninda baliklarin genetik haritasinin ¢ikarilmasinda ve

akrabalik 1iliskilerinin analizinde mikrosatellit DNA markirlar1 (Oomalley vd., 2003),
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AFLP metodu (Han vd., 2009), jel enzim elektroforezi (Beckwitt, 1983) ve RAPD yo6ntemi
de (Lakra vd., 2007) kullanilmaktadir.

Macrodon ancylodon (Sciaenidae) baliginin Giiney Amerika’nin Atlantik kiyi
sularinda morfolojik degisimler disindaki genetik cesitliliginin populasyon genetigi yapisi
MtDNA cyt-b sekanslar1 kullanilarak arastirilmistir (Santos vd., 2006). Brezilya’nin
kuzeyindeki Caeté nehir halicindeki yer alan Sciaenid baliklarin 8 sinifa ait 15 tiiriiniin
mitokondriyal 16S rRNA geninin sekanslar1 yapilarak tiir teshisi yapilmistir (Vinson vd.,
2004).

Avrupa levreklerinin cyt-b sekans gesitliligini ve bazi perciformes tiirleriyle
filogenetik iliskileri bu populasyona ait bireylerin cyt-b geninin sekansi yapilarak ortaya
konmustur. Elde edilen veriler 1s1ginda her iki Dogu (Yunan ve Misir) ve Kuzeybati
(Fransa sahili) D. labrax popiilasyonlart Tiren Denizi’ndekilerden genetik olarak
ayrilmigtir. Atlantik sahilinden elde edilen D.labrax populasyonu Akdeniz’dekilerden
genetik olarak farklik gostermistir (Allegrucci vd., 1999). Bu ¢aligma ge¢miste ¢alisilan
ayni popiilasyonlarm alloenzim, RAPD ve mtDNA D-loop ¢esitliligi sonuglarint dogrular
niteliktedir.

Sciaenidae’lerin populasyon genetigi ile ilgili Tirkiye denizlerinde yapilmis
herhangi arastirma mevcut degildir. Ulkemiz sularinda yasayan iskine ve kdtek baliklarinin
genetik analizi yapilarak populasyonlar arasindaki genetik cesitliligin ortaya konulmasi
gerekmektedir. Bu baglamda, Trabzon, Giresun, Artvin, Rize, Adana, Antalya, Mugla ve
[zmir, civarindan yakalanan 254 baligin populasyon igi ve populasyonlar arasi genetik

varyasyonun belirlenmesini amag¢lamaktadir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

Ornekleme 2008-2010 tarihleri arasinda Trabzon, Giresun, Artvin, Rize, Adana,
Antalya, Mugla ve Izmir, bdlgelerinden yapilmis 110 adet kdtek ve 144 adet iskine balik
tirii orneklenmistir (Sekil 5, Tablo 1). Baliklarin kuyruk yiizgecinden alinan doku pargasi

%098 etanol iceren kaplara konularak DNA ekstraksiyonu yapilana kadar saklanmistir.

Sekil 5. Ornekleme alani

Tablo 1. Tiirlerin 6rnekleme yeri ve sayilari

Akdeniz Dogu Karadeniz Ege
Baliklar - Toplam
Adana | Antalya | Giresun | Trabzon | Rize | Artvin | Mugla | Izmir
Kotek 29 8 - 7 - 25 41 - 110
Iskine - - 38 58 - - - 48 144
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2.2. Metod

Iskine ve kotek baliginin genetik analizinde 2 ydntem kullanilmistir. Bunlardan
ilkinde Cyt-b ve 16S rRNA gen bolgelerinin sekans analizleri yapilirken. Ikinci yontemde
ise baliklarin 16S rRNA, Cyt-b ve ND1 gen bolgeleri i¢in RFLP analizi yapilmistir.

2.2.1. Toplam DNA’nin Elde Edilmesi

DNA eldesi icin yaklasik olarak 2 mm biiyiikliigiinde ki 15-20 mg doku Ornegi,
kiigiik parcalara boliindii ve 1,5 ml’lik eppendorf tiipe aktarmadan once kagit mendil
tizerinde 1-2 dakika bekletilerek etanolun u¢masi saglandi. Daha sonra Eppendorf tiipe
500 pl homojenizasyon soliisyonu [438 ul TEN (100 mM Tris, 10 mM EDTA, 250 mM
NaCl), 50 ul SDS (%10), 10 ul Proteinase K (20mg/ml) ve 2 ul RNAse (100 mg/ml)] ilave
edildi. Daha sonra tiipler sarsakli inkiibatdrde 55°C de 5-16 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
isleminden sonra fenol-klorform-izoamil yontemi uygulanarak DNA ekstraksiyonu yapildi.
Santrifiyj tiiplerindeki peletler kuruduktan sonra iizerine 300 pul TE (10 mM Tris ve 0,1 mM
EDTA, pH 7,6-8,0) tamponu ilave edilerek yaklasik 1 saat 37°C de bekletilerek DNA'nin
¢oziilmesi saglandi. DNA Orneklerinin konsantrasyonu ve saflifinin tahmini UV/visible
spektrofotometre (BIO-RAD, The SmartSpec Plus) kullanilarak, 260 ve 280 nm dalga
boyunda optik densitesi okunduktan sonra orneklerin konsantrasyonu 100 ng/ul DNAse

free TE tamponu ile ayarlandi.

2.2.2. DNA Amplifikasyonu

Balik orneklerinden elde edilen mitokondriyal DNA’nin ND1, Cyt-b ve 16S rRNA
bolgeleri, bu bolgeler i¢in bagka arastiricilar tarafindan gelistirilen primer setleri (Tablo 2)
kullanilarak Thermal Cycler (Bio-Rad DNA-ENGINE, PTC 200) yardimiyla ¢ogaltildi.
PZR karisimi, forward ve reverse primerler, 2X PZR Master Mix, (PROMEGA) ve ddH,0
karistmindan olusan kokteyl soliisyon hazirland1 ve 0,5 ml’lik PZR tiiplerine dagitildi
(Tablo 3). Daha sonra her bir tiipe 200 ng DNA eklenerek 6rneklerin iyi karigmast i¢in kisa
siireli santrifiij edildikten sonra 6rnekler thermocycler’a konularak amplifikasyon yapildi

(Tablo4).
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PZR c¢ogaltmasi i¢in kullanilacak primerlere ait erime sicaklik (TM) degerleri,
primerlerin diziliminden belirlen degerlerin £5°C olacak (44-60°C) sekilde dereceli
(gradientli) PZR ile denenerek tespit edildi. Cyt-b ve 16S rRNA ve ND1 primerleri i¢in
uygun tutunma sicakliklarinin sirasiyla 50 °C, 60 °C ve 60 °C oldugu tespit edilmistir.

Tablo 2. Calismada kullanilan mtDNA segmentleri ve primer sekanslari

Gen . Boyu
Bol. Adi Primerler (bp) Yazarlar
Cui vd. (2009)
2660F ACG TGA TCT GAG TTC AGA CC modifiye edildi
ND1 1500 | Nielsen vd. (1998)
4060R GGG GTATGG GCCCAADAGCTT modifiye bu
calisma
2660R CCGGTCTGAACTCAGATCACGT Cui vd. (2009)
Inoue (2001)
16S 1460f CTYGTACCTTTT GCATCATGA 1100 | modi fiye
300uf | CGG THA AAC TCG TGC CAG CC Inoue (2001)
modifiye edildi
Cvich L14725L CGAAACTAATGACTTGAAAAACCACCGTTG 800 Santos vd. (2003)
n HMVZ16 | AAATAGGAARTATCAYTCTGGTTTRAT Santos vd. (2003)

Tablo 3. ND1, 16S rRNA ve sitokrom-b gen bolgelerinin ¢ogaltilmasi i¢in PCR
Karigiminin bilesenleri ve miktarlari

PCR Bilesenleri ND1 Milggar Cyt b
2X PZR premiks 25 ul 25 ul 25 ul
Forward Primers (10 uM) 2 ul 2 ul 2 ul
Reverse Primers (10 uM) 2 ul 2 ul 2 ul
DNA (100 ng/ul) 2 ul 2 ul 2 ul
Nuclease-Free su 19ul 19ul 19ul
Toplam 50 ul 50 ul 50 ul

PZR yiikseltgemesinin sonucu 4 pl iiriin 1xXTBE buffer sistemi ve %]1’lik agaroz
jelde kosturulmus, ethidium bromitle boyanarak UV illiiminatorle goriintiilenmis ve
kontrol edilmistir. Molekiiler agirliga gore boy dagilimi ADNA/HindIIl markir (Promega)
kullanilarak belirlendi. Kontrol sonrasi basarili bulunan PZR iirtinleri kullanilmak {izere -

20°C’de saklanmustir.
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Tablo 4. Calismada kullanilan primerlar i¢in PCR programlari

Segment

PCR Kondisyonu ND1 /16S
Sicaklik (°C) Siire Tekrar Miktar: (Dongii)
Birinci denaturasyon 95 1 dak 1
Denaturasyon 95 1 dak
Annealing 60 1 dak 33
Extension 70 2 dak
Final extension 70 5 dak 1
Cyt-b

Birinci denaturasyon 95 1 dak 1
Denaturasyon 95 1 dak
Annealing 50 0,45 dak 33
Extension 70 1,5 dak
Final extension 70 5 dak 1

2.3. Sekans Analizi

Sekans analizi 6ncesinde her bir 6rnek igin toplam 100 ul’lik PZR iiriinii elde edildi
ve bu Uriiniin 5 pl’si kalite ve miktarimi belirlemek amaciyla agaroz jel elektroforezi
tizerinde kosturuldu, zayif ya da jelde hi¢ goriinmeyen 6rnekler yeniden ¢ogaltildi ve son
olarak saflastirma islemi yapildi. Jel iizerinde tek bant olusturan iiriinlerin saflagtirilmasi
direkt PZR iirtiniiniin saflastirmast Wizard® SV Gel ve PCR Clean-Up System, (Promega)
kiti kullanilarak gerceklestirildi. Saflagtirma sonrasinda 50 pl’ye sulandirilan saf DNA yine
benzer sekilde agaroz jel tizerinde 1 pl kosturularak saflagtirma isleminin etkinligi ve elde
edilen saf DNA’nin yogunluguna bakildi. Elde edilen son {iriin ile birlikte primerler
Makrogen’e (Macrogen Inc.) gonderilerek Cyt-b ve 16S rRNA gen bolgeleri igin ileri ve

geri primerler kullanilarak ¢ift yonlii dizilim okumas1 yapildi.

2.4. Kesici Enzim Analizi

PZR ile yiikseltgenmis her bir mtDNA boélgesi onceki ¢alismalarda kullanilmis ve
polimorfik olarak gozlenmis kesici enzimlerin (Fermentas) kullanimiyla kesildi. ND1 PZR
triinii 8 enzimle (Hpa 1, Hinf I, Hae 111, Ava Il Ben I, EcoR I, Rsa | ve Alu I), 16S rRNA
ve Cyt-b PZR iiriinii 10 enzimle (Hpa I, Hinf I, Hae 11, Ava Il, Alu I, Ben 1, EcoR |, Hin

111, Rsa I ve Ssp 1) kesildi. Her bir enzim karisimi 25 pl olarak hazirlanmis ve tedarikgi
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firmanin tavsiyesine gore yapilmistir. Karisim 37°C’de 3 saat inkiibe edildikten sonra
%2’lik agarozda yaklasik olarak 10V/em’de 2 - 3 saat kosturuldu. Jel goriintiileri jel
dokiimantasyon sistemi (Biostep, Darkhood DH-30/32) ve termal yazici (Mitsibushi,
P91D) kullanilarak kayit edildi. Amplifikasyona tabi tutulmus iirlinlerin her bir kesici
enzim i¢in olusturdugu kesim parcaciklarinin timii biiyiik harflerle tek morf olarak
isimlendirildi. ND1, 16S rRNA ve Cyt-b gen bolgeleri icin kullanilan kesici enzimlerin her
ornek ic¢in olusturdugu morflar sirasiyla yan yana getirilerek birlesik genotipler

(Haplotipler) olusturuldu.

2.5. Verilerin Degerlendirilmesi

2.5.1. Sekans Analizi

Bireysel sekanslarin hizalanmasi i¢in MEGA 5.0 (Kumar vd., 2004) ve Bioedit (Hall,
1999) programlarinin Clustel W secenegi kullanilarak yapildi. Diger tiir ve bolgelere ait
orneklerin sekanslar1 biyolojik bilgilerin toplandigi merkezden (NCBI: The National
Center for Biotechnology Information) alinarak caligmaya dahil edildi. Bu baglamda
Umbrina canariensis (EF392638, EF392637), Argyrosomus regius (EF455987,
DQ197924), Pseudotolithus senegallus (DQ197987) ve Umbrina cirrosa (AF143198)
sekanslar1 kullanildi. D1s grup segerken ise tiiriin ¢alisilan taksa ile iligkili olmasina ve bu
taksa siniflanmaya baglamadan daha 6nceki zamanda ortak bir ataya sahip olmasina dikkat
edildi.

Coklu karsilastirmada ilk olarak benzer olan sekanslar uzaklastirildi. Diizgiin olan
biitiin sonuglar yeniden kontrol edildikten sonra hizalanmis olan sekanslar filogenetik
agagclar olusturmak i¢in kullanildi.

Proteini kodlayan Cyt-b geninde stop kodonlarinin olmadigindan emin olmak i¢in bu
gen bolgesi aminoasit kodlara ¢evrildi. Hizalama isleminde kullanilan MEGA 5.0 (Kumar
vd., 2004) ve Bioedit (Hall, 1999) programlari ile niikleotid frekanslar1 hesaplandi.

Sekans profilinin olusturulmasinda ¢oklu homolog sekanslar1 hizaland1 ve ¢oklu
sekans hizalamasindan elde edilen bilgilerin 6zetinin ¢ikarilmasi yapildi. Cikarilan profilin
analizinde iki ana adim izlendi. Bunlardan ilkinde profil olusturuldu ve ikincisinde ise

sekanslarin ait oldugu veri tabani veya tek sekans ile profilin karsilastirilmasi yapildi.
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2.5.2. Haplotip ve Niikleotit Cesitliligi

Ik olarak DnaSP 4.0 (Rozas ve Rozas, 1999) programi kullanilarak tiirler arasi ve tiir
ici haplotipler olusturuldu. Bu sekilde elde edilen haplotiplerden haplotip ¢esitliligi (Hd)
degeri hesaplandi. Niikleotit c¢esitliligi (Pi) ve nikleotit farkliligi (k) bu programla
degerlerdirildi.

2.5.3. Filogenetik Analiz, Evrimsel Model Se¢imi ve Topoloji Olusturma

Bir grubun evrimsel tarihi olarak adlandirilan filogeni tahmininde ilk adim
filogenetik olarak bilgi verici karakterlerin se¢imi ve Ol¢iilmesi yapildi. Bu caligmada
mtDNA Cyt-b gen bolgesi filogenetik ¢ikarsamada kullanilacak molekiiler karakterlerin
kaynag1 oldu. Filogeni tahminindeki ikinci adim ise evrimsel tarihin grafik 6zetini veren
filogenetik agaglarin olusturuldu ve bu baglamda eldeki verilerin analizinde parsimoni,
maksimum olasilik ya da uzaklik metotlarindan hangisinin en uygun olduguna karar
verildi.

MEGA 5.0 programi yardimi ile caligtirilarak farkli olasilik modelleri arasindan
Akaike Information Criterion AIC (Akaike, 1974) ve BIC degerlerine gore model
belirlendi. Hesaplanan parametrik degerler sabitlenerek bulgusal (heuristik) ML aramasi
yiiriitiildii. Hesaplanan gamma diizeltme katsayisi ile bir NJ topolojisi olusturuldu. Bunun
i¢in tiirler arasindaki filogenetik iliskiler programi kullanilarak Kimura 2P mesafesine gore
filogenetik aga¢ olusturma algoritmalar1 olan UPGMA ve NJ kullanildi. Ayn1 zamanda MP
metodu kullanilarak agaglar olusturuldu ve karsilastirildi. Agag giivenilirligi i¢in seg-bagla
degeri 1000 olarak belirlendi ve ikinci defa olusturulan ortak agagta nodlarin sahip oldugu

deger %50 ve lizeri olarak belirlendi.

2.5.4. Genetik Farklihgin Belirlenmesi

Populasyonlarin genetik yapisi ilk olarak Cockerham (1973) tarafindan tanimlanan
ve daha sonra Weir ve Cockerham (1984) tarafindan gelistirilen varyans analizi ile
arastirildi. Bunun i¢in molekiiler haplotipler arasindaki mutasyon miktarini dikkate alarak,

diger gen frekansi varyans analizi tekniklerinden ayrilan, fakat temelde benzerlik gdsteren
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bilgisayar programi ARLEQUIN (AMOVA, Excoffier vd., 1992)’de kullanilan molekiiler
varyans analizi yaklagimi kullanildi. Baliklarda tiirler ve populasyon gruplar
tanimlandiktan sonra genetik yapi test edildi. Varyansin hiyerarsik analizi gruplar veya
populasyon arasindaki ve igindeki farkliliklardan dolay1r toplam wvaryansi kovaryans
bilesenlerine bolmiis ve bu varyans bilesenlerinin kullanimiyla fiksasyon indisleri
hesaplanmustir.

Permutasyon metodunun kullanimiyla varyans bilesenlerinin 6nemliligi test
edilmistir. Verilen “p” degeri tesadiifi olarak cok ekstrem varyans bilesenlerinin sahip
oldugu olasilig1 tahmin icin degerlendirildi. Programda ayrica ¢ift yonlii Fst degerleri
hesaplandi. Cockerham (1973) tarafindan agiklandigi gibi 6l¢iim Fsy’den tiiretildi ve
varyans bilesenlerinde oldugu gibi ayni yolla 6nemliligin testinde kullanildi. Bu ¢alismada

onemliligin tahmini i¢in 1000 permutasyon uygulandi.

2.5.5. Gen Akisinin Hesaplanmasi

Genlerin oransal dagilimindaki degisimde etkili olan ve populasyonlar arasi ve
icindeki genlerin hareketi olarak tanimlanan gen akisit ARLEQUIN (Schneider vd., 2000)
paket programi kullanilarak hesaplandi. Farkli sekillerde hesaplanabilen (etkili populasyon
miktar1 veya nadir ve 6zel allellerin kullanimi1 gibi) gen akist bu ¢aligmada Wright (1951)
tarafindan gelistirilen ve dogal populasyonlar arasindaki genetik farkliligin seviyesinin
gostergesi olan FST degerlerinden hesaplandi. Daha sonra bu esitlik mtDNA verileri i¢in

modifiye edildi (Takahata ve Palumbi, 1985; Slatkin, 1995).

2.5.6. Kesim SeKkillerinin Analizi

Iskine baliginda PZR yoluyla yiikseltgenen mtDNA gen bolgelerinin (Cyt-b, 16S
rRNA ve ND1) kesilmesiyle, kesilmis parca modelleri iiretildi. Parca modellerinin 6nceki
caligmalarla uyumlulugundan emin olmak icin siralanmis yapilar “morf” olarak
adlandirildi. Tiim enzimler i¢in kesici enzim verileri toplandiginda her bir birey icin
birlesik morflar veya birlesik haplotip numaralar1 belirlendi. Kesim modelleri yani morflar

agaroz jel iizerinde ayristirild.



3. BULGULAR

3.1. DNA Eldesi ve Gen Bolgelerinin Cogaltilmasi

Cesitli gen bolgelerine ait elde edilen PZR firiinleri, par¢a boylar1 bilinen bir
belirtegle (100bp’lik DNA boy belirteci) birlikte agaroz jel Tlizerinde yiiriitiilerek
parcaciklarin ayrismasi saglanmistir. Cogaltilan gen bdolgelerinin beklenen biiyiikliikleri
Cyt-b icin 800 bp, 16S rRNA sekansi i¢in 1100 bp, RFLP i¢in 12S-16S genleri 2300 bp ve
NDI1 igin 1500 bp olarak belirlenmistir (Sekil 6).

Sekil 6. 12S-16S, 16S, ND1 ve Cyt-b gen bolgelerinin amplifikasyondan sonra
agaroz jelde goriintiilenmesi

3.2. Sekans Analizi

3.2.1. Coklu Sekans Hizalama ve Sekans Profilinin Cikarilmasi

Cyt-b gen sekansi igkine i¢in 76, kotek i¢in 104 olmak {izere toplam 180 ornekte ve
16S rRNA gen sekans ise Iskine icin 23 &rnekte, kotek igin 31 rnekte olmak iizere toplam
54 ornekte ileri (forward) ve geri (revers) primerleri kullanilarak ¢ift yonlii belirlenmistir.
Ilk olarak dizilim okumalarina ait grafiklerin gozle kontrolii yapilarak kendi icerisinde
degerlendirilmesi yapilmistir. Her bir yondeki bireysel sekanslarin hizalanmasi ve ¢oklu

hizalama islemleri Bioedit (Hall, 1999) programlarinin Clustel W secenegi kullanilarak
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yapilmustir. Kullanilabilecek kaliteye sahip her bir yonde okunan (ileri ve geri) yaklasik
800 bp’lik sekanslar iist {iste getirilerek Cyt-b i¢cin 800 bp toplam uzunlukta (primer yerleri
cikarildi) ve 16S rRNA i¢in ise 1000 bp’lik ortak bir sekans elde edilmistir. Elde edilen her
bir sekans oncelikle ayni tiirtin diger 6rnekleri ile karsilastirilmis, daha sonra hangi tiire ait
oldugu ve calisilan gen bolgesini temsil edip etmedigi Genbank’tan niikleotid-blast
uygulamas1 yapilarak kontrol edilmistir. Ayn1 zamanda biyolojik bilgilerin toplandig:
merkezden (NCBI, The National Center for Biotechnology Information) bu tiire ait Cyt-b
ve 16S rRNA gen bolgesi sekanslari, filogenetik analizlerde topoloji olusturmak iizere

alinmistir.

3.3. Haplotip Verilerinin Analizi

3.3.1. Haplotip Dagilim

Tim sekans verilerine bagli olarak, DnaSP 5.0 (Rozas ve Rozas, 1999) bilgisayar
paket programi kullanilarak haplotipler belirlenmistir. Yapilan analiz sonucunda Cyt-b gen
sekansinda Kétek de 104 drnekte toplam 20 adet haplotip gozlenirken (Tablo 5,6) iskine
bahiginda ise 76 ornekte 25 haplotip gdzlenmistir (Tablo 7,9). Koétek ve Iskine Cyt-b
sekans verilerinden haplotipler aras1 genetik mesafe hesaplanmistir (Tablo 8,10). Iskine
16S rRNA geninde 23 o6rnek calisilmis ve 4 adet haplotip belirlenmistir (Tablo 11).
Kotekte ise toplam 22 6rnekten 8 adet haplotip belirlenmistir (Tablo 12). Kétek 16S rRNA

sekans verilerinden haplotipler aras1 genetik mesafe hesaplanmistir (Tablo 13).

Tablo 5. Kotek Cyt-b haplotip Sekanslarin da farkli haplotipler arasinda gozlenen degisken
niikleotid yerleri ve gbézlenen haplotip sayisi

mtDNA Baz Cifti Yeri .
e o |5 (5(8(2]5/8(8/8|R|2|8/85|8|8|5|&

< N < Lo Lo Lo © © © O [(o] [{e] P~ N~ N~ N~ N~ n
H1 cC|T|T|T|T|G|A|A|G|T|A|A|G|C|A|C|T|1
H2 C . Al T - 32
H3 . . C 28
H4 C . G AT 4
H5 C G A AT - |1
H6 . . . . . . . . . . . . . .| C c |1
H7 . . . . . . . . . . . . . . . . c |1
H8 T 4
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Tablo 5’in devami

mMtDNA Baz Cifti Yeri
Tl |, 551818512838l 2| 225|885 F
<t N < Lo Te) Te) © © © © © © N~ ™~ N~ N~ N~ N
H9 . . G . 1
H13 G A 1
H14 C .| G AT 1
H15 . C . . . . . . . . . G|l AI|T c |5
H16 . . . . . . . . . . . . . . . . Al 1l
H17 - | C A|lT|C 1
H18 . . A . . A A T C 1
H19 . C . A | A A T 1
H20 . C AT C . C 1

Tablo 6. Kétek mtDNA Cyt-b haplotiplerinin populasyonlara gore dagilimi

) Haplotip Akdeniz Karadeniz o
Haplotipler ~ - - Kiiltiir | Toplam

Ad1 Adana | Antalya | Mugla | Trabzon | Rize Artvin
H1 H1l 10 2 14 - 1 2 - 29
H2 H2 11 2 1 - 4 7 7 32
H3 Akd1 3 1 - - - - - 4
H4 Adnl 1 - - - - - - 1
H5 Adn2 1 - - - - - - 1
H6 H6 - - - - - - 1 1
H7 H7 - 1 1 - 1 - 1 4
H8 Antl - 1 - - - - - 1
H9 Ant2 - 1 - - - - - 1
H10 H10 - - 5 - 5 6 - 16
H11 Mgl1l - - 1 - - - - 1
H12 Mgl2 - - 1 - - - - 1
H13 Trbl - - - 1 - - - 1
H14 Trb2 - - - 5 - - - 5
H15 Rz1 - - - - 1 - - 1
H16 Rz2 - - - - 1 - - 1
H17 Artl - - - - - 1 - 1
H18 Art2 - - - - - 1 - 1
H19 Art3 - - - - - 1 - 1
H20 Art4 - - - - - 1 - 1

Toplam 26 8 23 6 13 19 9 104

H1: Haplotip; Art: Artvin; Trb: Trabzon; Rz: Rize; Grs: Giresun; Mgl: Mugla; Ant:
Antalya; Adn: Adana; Akd: Akdeniz
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Tablo 7. Iskine Cyt-b haplotip sekanslarin da farkli haplotipler arasinda gézlenen degisken

niikleotit yerleri ve gozlenen haplotip sayisi
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66 Hapl11(Mgl1)

13 Hap12(Mugl2)
Hapl
34

— Hap8(Antl)
Hap7

26 Hapl6(Rz2)
Hap9(Ant2)
26 Hap3(Akdl)
Hap6
Hap13(Trbl)
Hap14(Trb2)
Hap5(Adn2)
Hapl19(Art3)

48

— Hap2

35 Hap4(Adn1)
Hapl7(Artl)
49 Hapl10

— Hapl15(Rz1)
Hap18(Art2)
Hap20(Art4)

~

Sekil 7. Iskine Cyt-b haplotiplerinden olusturulan dendogram
Art: Artvin; Trb: Trabzon; Rz: Rize; Grs: Giresun; Mgl: Mugla; Ant: Antalya; Adn: Adana
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Tablo 9. Iskine Cyt-b haplotipleri ve Populasyonlara gore dagilimi

: Karadeniz Ege
r-nnta?;? Hailcﬁtlp Giresun | Trabzon Rize Artvin Izmir Tcz%a)lm
(4) (22) (8) (16) (26)
H1 H1 - 5 3 3 3 14
H2 H2 - - - 1 1 5
H3 Artl - - 3 B 3
H4 H4 2 7 3 7 3 27
H5 Trbl - 1 - _ 1 5
H6 Izml - - - - 1 1
H7 Izm2 - - - _ 1 1
H8 Izm3 - - - - 1 1
H9 Izm4 - - - - 2 5
H10 Izm5 - - - _ 1 1
H11 H11 - 1 1 1 1 4
H12 Izm6 - - - - 2 2
H13 Izm7 - - - - 1 1
H14 Trb2 - 1 - - - 1
H15 Art2 - - - 1 - 1
H16 Rz1 - - 1 - - 1
H17 Grsl 1 - - R _ 1
H18 Grs2 1 - - - - 1
H19 Izm8 - - - - 1 1
H20 Izm9 - - - - 1 1
H21 Izm10 - - - _ 1 1
H22 Trb3 - 1 - - - 1
H23 Trb4 - 4 - - N 1
H24 Trb5 - 1 - - - 1
H25 Trb6 - 1 - - - 1

H1: Haplotip; Art: Artvin; Trb: Trabzon; Rz: Rize; Grs: Giresun; Mgl: Mugla; Ant: Antalya;
Adn: Adana
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51
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26

37

18

34

Hapl
Hapl6(Rz1)
Hap10(Izm5)
Hap13(lzm7)
Hap18(Grs2)
Hap15(Art2)
Hap3(Artl)
Hap4
Hap19(Izm8)
Hap23(Trb4)
Hap25(rb6)
Hap20(lzm9)
Hap9(lzm4)
Hap21(lzm10)
Hapll
Hap6(lzm1)
Hap2
Hap12(Izm6)
Hap5(Trbl)
Hap24(Trb5)
Hap22(Trb3)
Hapl7(Grsl)
Hap7(lzm2)
Hap14(Trb2)
Hap8(lzm3)

Sekil 8. Iskine Cytb haplotip verilerinden olusturulan UPMG agac1

H1: Haplotip; Art: Artvin; Trb: Trabzon; Rz: Rize; Grs: Giresun; Mgl: Mugla; Ant: Antalya;
Adn: Adana
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Tablo 11. Iskine 16S rRNA haplotip sekanslarin da farkli haplotipler arasinda gozlenen
degisken niikleotit yerleri ve gdzlenen haplotiplerin populasyonlardaki sayis1

MIDNA |2 ST e Artvin K‘?'rrzcliiglrf Giresun iZEI?lir TOPLAM
Tipleri 75 | 80 | 741 (N=8) (N=5) (N=8) (N=2) (N=23)
H1l A C G 3 1 2 6
H2 G : 5) 4 5} 1 15
H3 G : A - - - 1 1
H4 G | T - - - 1 - 1
97 Hapl(Krdnl)

Hap2

Hap3(lzm1)

Hap4(Grs1)

Sekil 9. Iskine 16S rRNA haplotip dendogrami

Krd: Karadeniz; izm: Izmir; Grs: Giresun

Tablo 12. Kotek 16S rRNA haplotip sekanslarin da farkli haplotipler arasinda gozlenen
degisken niikleotit yerleri ve gézlenen haplotiplerin popiildsyonlardaki sayis1

Baz Cifti Yeri Karadeniz | Akdeniz | Ege
mtDNA 20|02 7 |ToPLAM
Tipleri % 5 =g I 5 (N=22)
clzlels|zlsslals s 25|28
[ I 1 B R < S I 3 s T o S R 0 4 = < < < =
Adnl CIAIA|/A|IC|T|T|G 1 1
Artl C G 1 1
H3 G : 2 3 2 4 9
Adn2 G|. G|T 1 1
H5 G|T|. 5 1 1 7
Akdl |G| T |G 1 1 1
Trbl . CL . 1 1
Antl G|C G|T 1 1
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Tablo 13. Kotek 16S rRNA sekans verilerinden hesaplanan haplotipler arasi genetik
mesafe (K2P).

Adnl |Artl |Hap3 |Adn2 |Hap5 [Akdl |Trbl |[Antl
Hapl (Adnl)
Hap2 (Art1) |0,307
Hap3 0,144 {0,139
Hap4 (Adn2) 0,520 {0,582 |0,317
Hap5 0,347 |0,307 |0,144 0,520
Hap6 (Akd1) |0,562 |0,520 |0,307 |0,837 |0,139
Hap7 (Trb1) 0,139 |0,520 |0,307 |0,837 |0,562 |0,867
Hap8 (Ant1) |0,562 |0,520 |0,307 (0,837 |0,139 |0,317 |0,867

H1: Haplotip; Art: Artvin; Trb: Trabzon; Akd: Akdeniz; Ant: Antalya; Adn: Adana

72

31

43

Hapl(Adnl)
Hap7(Trb1)
Hap2(Artl)
Hap3

83

27

Hap6(Akdl)
Hap5
Hap8(Antl)

Hap4(Adn2)

Sekil 10. Kotek 16S rRNA haplotiplerinden olusturulmus haplotip dendogrami

H1: Haplotip; Art: Artvin; Trb: Trabzon; Akd: Akdeniz; Ant: Antalya; Adn: Adana

3.3.2. Haplotip Cesitliligi (Hd)

Calisilan gen bolgelerine ait haplotip cesitliligi %52,6-83,8 bulunmustur. Haplotip

cesitligine ait ylizde (%) frekans degerleri Tablo 14’de verilmistir.
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Tablo 14. Kotek ve iskine Cyt-b ve 16s rRNA genlerinin % haplotip ¢esitliligi,
varyansi ve standart sapmasi

.. Haplotip Cesitliligi Varyans Sd
Tiirler Phdx00) - | N Vo) | (Hd=Sd)
kotek-Cyt-b 80,5 104 | 0,00055 0,023
Iskine-Cyt-b 83,8 76 0,00118 0,034
kotek -16S rRNA 73,6 22 0,00818 0,09
Iskine- 16S rRNA 52,6 23 0,00898 0,095

3.4. Niikleotit VVerilerinin Analizi

3.4.1. Niikleotit Dagilim

Kotek Cyt-b gen bolgesinin niikleotid verileri 104 6rnege ait 793 bazlik kismi sekanslar
kullanilarak hesaplanmistir. Transisyon/transversiyon oranlar1 k1 = 18.214 (piirinler) ve k2 =
12.047 (pirimidinler) bulunmustur ve genel transisyon/transversiyon sapma orani ise R =
7.492 diir. Iskine Cyt-b gen bdlgesinin niikleotid verileri 76 &rnege ait 792 bazlik kismi
sekanslar kullanilarak hesaplanmistir. Transisyon/transversiyon oranlar1 k1 = 9.578 (piirin) ve
k2 = 8.428 (pirimidinler) ve genel transisyon/transversiyon sapma orani ise R = 4.84 olarak
hesaplanmustir.

Iskine 16S tTRNA gen bdlgesinin niikleotit verileri 23 &rnege ait 947 bazlik kismu
sekanslar kullanilarak hesaplanmigtir. Transisyon/transversiyon oran oram1 k1 = 1000
(purinler) ve k2 = 218.848 (pirimidinler) olarak  hesaplanmistir.  Genel
transisyon/transversiyon sapmasi ise R = 306.886 ‘dir. Kotek 16S rRNA gen bdlgesinin
niikleotid verileri 22 6rnege ait 864 bp’lik kismi sekanslar kullanilarak hesaplanmstir.
Transisyon/transversiyon oranlar1 k1 = 0.935 (piirinler) ve k; = 2.928 (pirimidinler) ve genel

transisyon/transversiyon sapma orani ise R = 0.896 olarak bulunmustur. (Tablo 15).
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Tablo 15. Farkli genlere gore % niikleotit frekanslari ve transisyon/transversiyon (Ts/Ty)

orant
. Niikleotidler
Tiir Genler T c A G Y%AT
Kotek Cyt-b 26,5 35,9 23,2 14,3 49,7
Iskine Cyt-b 27,2 35.3 22,0 15,6 49,2
Iskine 16S rRNA 19,1 27,6 34,6 18,8 53,7
Kotek 16S rRNA 20,6 26,8 31,9 21,3 52,5

3.4.2. Niikleotit Cesitliligi (Pi)

Iskine ve Kotek baliginda niikleotid gesitliligi (Pi) ve niikleotid farklig: (k) Cyt-b genin
icin siras1 ile %2,97 ve %2,87 arasinda, 16S rRNA geni igin ise sirasi ile %1,54 ile %0,61

olarak bulunmustur. Ayrica sinonim ve sinonim olmayan pozisyonlar belirlenmistir (Tablo

16).

Tablo 16. Iskine ve kotek baliginda Cyt-b ve 16S rRNA genlerinin niikleotid cesitliligi,
niikleotid farklilig1, sinonim ve sinonim olmayan farklilik sayilar1 ve pozisyonlari

- Kotek
Kotek cyt-b iskine cyt-b Isl;glgi\BS 16S
rRNA
Niikleotid
Cesitlilii (Pi) 0,00297 0,00287 0,00061 0,00154
Niikleotid
Farkliliz (k) 2,35 2,27 0,577 1,329
Farklilasan yer 17 28 3 5
sayisi
Sinonim faklilik 10 17 1 3
sayisi
179, 199, 327, 355, 681,
Sinonim faklilik ;987’ 45073’) 557% 569953: 692, 726, 732, 739, 757, 75 371, 394, 416,
pozisyonlari : 729’ 783, | 760, 763, 780, 789, 751, 997, 999
’ 754, 786
Sinonim olmayan
faklilik sayisi / 11 2 3
Sinonim olmayan 17, 158, 276, 411, 628,
faklilik 281,668, 681, 737, | 654 700, 729,737,766, | 80,741 | 417,991, 994
: 758, 765, 791
pozisyonlari 792

Iskine Cyt-b icerisinde goriilen sekans farklilign 28-30 farkli yerdeki baz degisimiyle

olustugu belirlenmistir. Bunlardan 19 tanesi transisyon ve 11 tanesinin de transversiyon
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olarak degistigi goriilmiistiir. Transisyon degisimlerin 7 tanesi A—G (199, 327, 411, 628,
709, 739, 751) ve 12 tanesinin C—T (17, 158, 276, 654, 681, 692, 729, 737, 754, 760, 786,
792) arasinda oldugu tespit edilmistir. Transversiyon degisimlerin 11 adet goriilmiistiir; 2
tanesi A—T (751,754) ve 2 tanesi T—G ( 179-355 ), 2 tanesi C—G (726-763) ve 5 tanesi
C—A (732,757, 766, 780, 789) olarak belirlenmistir. Ts/Tv oran1 19:11 olarak bulunmustur.

Kotek Cyt-b igerisinde goriilen sekans farkliligi 17-18 farkli yerdeki baz degisimiyle
olustugu belirlenmistir. Bunlardan 11 tanesi transisyon ve 7 tanesinin de transversiyon olarak
degistigi goriilmiistiir. Transisyon degisimlerin 7 tanesi A—G (597, 603, 668, 681, 693, 729,
765) ve 4 tanesinin C—T (48, 287, 737, 791) arasinda oldugu tespit edilmistir. Toplam 7 adet
transversiyon degisimlerinin 4 tanesi A—T (497, 590, 595, 791) , 1 tanesi T—G ( 678) ve 2
tane C—A (765,738) olarak belirlenmistir. Ts/Tv oran1 18:7 olarak bulunmustur.

Iskine 16S rRNA igerisinde goriilen sekans farkliligi 3 farkli yerdeki baz degisimiyle
olustugu belirlenmistir. Bunlarin hepsi transisyon olarak degistigi goriilmistiir. Transisyon
degisimlerin 1 tanesi C—T (80) ve 2 tanesinin A—G (75, 741) arasinda oldugu tespit
edilmistir. Ts/Tv oran1 3:0 olarak bulunmustur.

Kotek 16S rRNA igerisinde goriilen sekans farkliligi 8 farkli yerdeki baz degisimiyle
olustugu belirlenmistir. Bunlardan 2 tanesi transisyon ve 6 tanesinin de transversiyon olarak
degistigi goriilmiistiir. Transisyon degisimlerin 1 tanesi A—G (416) ve 2 tanesinin C—T
(371, 991) arasinda oldugu tespit edilmistir. Toplam 6 adet Transversiyon degisimlerinin 3
tanesi T—G (994, 997, 999) ve 2 tane C—A (394, 416) ve 1 tanesi C—»G (371)

belirlenmistir. Ts/Tv oran1 2:6 olarak bulunmustur.

3.4.3. Populasyon I¢i ve Populasyonlar Arasi Genetik Farklihklar

Kotek cyt-b haplotip frekanslarindan yapilan molekiiler varyans analizi sonucunda
varyasyonun %81,12’lik ¢ok biiylik bir kismi1 grup i¢i arasinda dagildig1 goriilmiis ve bu oran
istatistiki olarak onemli bulunmustur (P < 0.001) (Tablo 17). Gruplar aras1 varyasyon ise
%18,88 olarak bulunmustur. Tim populasyonlar arasinda Fst degeri 0,18881 olarak
hesaplanmustir.

Kétek baliginin populasyon i¢i ve populasyonlar arasi pairwise farklilik degerleri ve gen

akis oran1 hesaplanmistir (Tablo 18,19,20).
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Tablo 17. AMOVA analizi sonuglar1 (Kimura 2-P).

Varyasyon df Kareler Varyans Varyasyonun
Kaynag - Toplamm Bilesenleri Yiizdesi
Gruplar Arasi 6 8,743 0,07851 Va 18,88
Gruplar i¢i 97 32,719 0,33731 Vb 81,12
Toplam 103 41,462 0,41582
Baglilik Indeksi Fsr: 0,18881

Tablo 18. Kotek baliginin populasyon i¢i ve populasyonlar arasi Fst degerleri ve tiste italik P
degerleri (Kimura 2-P).

Adana Antalya |Mugla Trabzon |Rize Artvin Kiiltiir
Adana 0,00000 |0.39640 |0.00901 | 0.00000 |0.00000 |0.00000 |0.06306
Antalya |-0,01546 |0,00000 |0.03604 |0.00000 [0.24324 |0.21622 |0.05405
Mugla 0.14048 |0.10605 |0,00000 |0.00000 | 0.00910 |0.00000 |0.00000
Trabzon ]0.42859 [0.34320 0.48341 |0,00000 |0.00000 |0.00000 | 0.00901
Rize 0.12575 |0.04079 0.19133 ]0.38577 |0,00000 |0.92793 |0.03604
Artvin 0.08920 |0.03618 0.18970 |0.37687 | -0.04235 |0,00000 |0.03604
Kiiltiir 0.15227 | 0.15781 |0.44714 |0.61810 |0.17822 |0.13218 |0,00000

Tablo 19. Kétek Cyt-b populasyonlar arasi pairwise farklilik (PIXY-iisde), capraz populasyon
i¢i pairwesi ortalama farklilik ve diizeltilmis ortalama pairwise farklilik (Kimura 2-

P).

Adana | Antalya| Mugla Trabzon Rize Artvin Kiiltiir
Adana | 0,68308 | 0,78365 | 0,74749 | 1,00000 | 0,84024 | 0,80364 0,67094
Antalya |-0,02217| 0,92857 | 0,83152 1,00000 | 0,89423 | 0,88158 0,79167
Mugla | 0,10556 | 0,06684 | 0,60079 | 1,00000 | 0,85284 | 0,85126 0,96135
Trabzon | 0,49179 | 0,36905 | 0,53294 | 0,33333 | 1,00000 | 1,00000 1,00000
Rize 0,10126 | 0,03251 | 0,15501 | 0,43590 | 0,79487 | 0,75709 0,75214
Artvin | 0,07029 | 0,02548 | 0,15905 | 0,44152 | -0,03216 | 0,78363 0,71345
Kialtir | 0,12107 | 0,11905 | 0,45262 | 0,62500 | 0,14637 | 0,11330 0,41667

Tablo 20. Ko6tek Cyt-b populasyonlar arasi diizeltilmis ortalama pairwise farkliligin p degeri

Adana Antalya | Mugla Trabzon | Rize Artvin Kiiltiir
Adana
Antalya | 0.06364
Mugla 0,00909 | 0,02727
Trabzon | 0,00000 | 0,00909 | 0,00000
Rize 0,00000 |0,17273 | 0,00000 | 0,00000
Artvin 0,01818 | 0,10000 | 0,00000 | 0,00000 | 0,90909
Kiiltiir 0,47273 | 0,05455 | 0,00000 |0,00909 | 0,10000 |0,42727
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Tablo 21. Kotek Cyt-b verileri populasyonlar arasi (go¢) gen akis orani

Adana | Antalya | Mugla | Trabzon Rize Artvin Kiiltiir
1
2 inf
3 3.05922 | 4.21456
4 0.66661 | 0.95688 0.53432
5 3.47604 | 11.75922 | 2.11329 | 0.79610
6 5.10528 | 13.32169 | 2.13581 | 0.82673 inf
7 2.78355 | 2.66834 | 0.61822 | 0.30892 | 2.30546 | 3.28262
Trabzon
fdana Kultur
Mugla
Sekil 11. Kotek Cyt-b geni popiilasyonlar: pairwise
mesafelerden olusturulan dendogrami
Kotek - Cytb
y =65,623x + 1678,6
3500 R? = 8E-05
o 3000 2 ¢
8 2500 | @ *
S 2000 3 ¢
£ 1500
& 1000 N
© 500 @ N
0o L@ LY
0,00 0,20 0,40 0,60
Genetik Mesafe Fst

Sekil 12. Kotek Cyt-b sekans verilerinde elde edilen Fst degerleri ile cografik mesafe

arasindaki iligki
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Iskine Cyt-b haplotip frekanslarindan yapilan molekiiler varyans analizi sonucunda
varyasyonun % 92,64’lik ¢ok biiylik bir kism1 grup i¢i arasinda dagildig goriilmiis ve bu oran
¢ok onemli bulundu (P < 0.001). Gruplar aras1 varyasyon ise % 7,36 olarak bulundu. Tiim
populasyonlar arasinda Fst degeri 0.07364 olarak hesaplandi (Tablo 22).

Iskine Cyt-b populasyon igi (¢apraz-kalin) ve populasyonlar aras1 (altda) Fst degerleri
ve P degerleri. populasyonlar aras1 ciftli farklilik (PIXY-iiste), populasyon i¢i pairwise
ortalama farklilik (capraz) ve diizeltilmis ortalama pairwese farklilik degerleri hesaplanmistir

(Tablo 23,24,25).

Tablo 22. AMOVA analizi sonuglar1 (Kimura 2-P).

Varyasyon df Kareler Varyans Varyasyonun
Kaynag - Toplamm Bilesenleri Yiizdesi
Gruplar Arasi 4 10,752 0,10083 Va 7,36
Gruplar i¢i 71 90,062 1,26848 Vb 92,64
Toplam 75 100,814 1,36931
Baglilik Indeksi FST : 0,07364

Tablo 23. iskine Cyt-b populasyon ici (¢apraz-kalin) ve populasyonlar arasi (altda)

Fst degerleri ve P degerleri (iiste-italik) (Kimura 2-P).

Rize Artvin | Trabzon Izmir Giresun
Rize 0,09693 | 0,21622 | 0,59459 | 0,22523 | 0,04505
Artvin 0,05345 | 0,10073 | 0,00901 | 0,27027 | 0,17117
Trabzon -0,01878 | 0,11026 | 0,07261 | 0,00000 | 0,00000
[zmir 0,01673 | 0,00702 | 0,10868 | 0,04760 | 0,24324
Giresun 0,21647 | 0,11033 | 0,21767 | 0,05011 | 0,09355

Tablo 24. Iskine Cyt-b populasyonlar aras1 ¢iftli farklilik (PIXY -iiste), populasyon
ici pairwise ortalama farklilik (capraz) ve diizeltilmis ortalama pairwese

farklilik (altta) (Kimura 2-P).

Rize Artvin | Trabzon | izmir | Giresun
Rize 1.74950 | 1.69844 | 2.12441 | 2.72260 | 2.46622
Artvin 0.08012 | 1.48713 | 2.27248 | 2.50693 | 1.97363
Trabzon -0.01112 | 0.26814 | 2.52156 | 3.35255 | 3.08692
[zmir 0.12770 | 0.04321 | 0.37161 | 3.44031 | 3.13185
Giresun 0.48976 | 0.12835 | 0.72443 | 0.30999 | 2.20342
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Tablo 25. Iskine Cyt-b populasyonlar arasi diizeltilmis ortalama pairwise farkliligin p

degeri
Rize Artvin Trabzon Izmir Giresun
Rize
Artvin 0,17273
Trabzon 0,76364 0,24545
[zmir 0,77273 | 0,93636 | 0,00909
Giresun 0,20000 | 0,37273 | 0,27273 | 0,51818

Iskine Cyt-b sekans verileri gen akist her bir jenerasyon i¢in hesaplanan degerler Tablo

26’°da verilmistir.

Tablo 26. iskine Cyt-b verileri popiilasyonlar arasi (gd¢) gen akis orani

Rize Artvin Trabzon Izmir Giresun
Rize
Artvin inf
Trabzon inf 55.22
[zmir inf 617,03 144,13
Giresun 64,00 inf 115,33 inf
lzmir
Giresun
Artvin
Rize
Trabzon
Sekil 13. Iskine Cyt-b geni popiilasyonlar:

mesafelerden olusturulan dendogrami

pairwise

Cografik mesafe ile genetik mesafe arasindaki iliski belirlenerek grafikte verilmistir

(Sekil 14).
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Iskine - Cygtb
2500 y = 5116,7x + 1448,5
o R2=0,2535

o 2000 | ® .
“g ®
S 1500
~
® 1000
b0
(o)
O 500

o Le @ 4

0,20 0,40
Genetik Mesafe Fst

Sekil 14. Iskine Cyt-b sekans verilerinde elde edilen Fst degerleri ile cografik
mesafe arasindaki iliski

3.4.4. Filogenetik Analizler

En uygun modelin belirlenmesi i¢in MEGA 5.0 programi kullanilarak Akaike bilgi
kriterlerine (AIC) gore farkli modeller arasindan Cyt-b i¢in GTR+G ve 16S rRNA geni i¢in

ise HKY+ G modeli se¢ilmistir. Belirlenen model ve teste ait parametreler Tablo 27’de

verilmistir.

Tablo 27. Veriler i¢in hesaplanan model ve testlere ait parametreler

Gen Model -inL Q Pinv. AIC

Kotek Cyt-b GTR+G -1269.604 0,05 n 4916.715
Iskine Cyt-b HKY+G+I -1356,188 0,05 0,48 3023,18
Iskine16s rRNA TN93 -1304.046 0,05 n 2704.308
Kotek16s rRNA HKY+G -1721.374 0.05 n 3554.974

Hesaplanan gamma (€2) degeri kiiciik bulunmustur ve bu da degisim gozlenen yerlerin
cogunun ¢ok yavas degistiginin gostergesi olarak kabul edilmistir. MEGA 5.0 programi
kullanilarak sekanslarda, bazlarin herhangi birine dogru bir egilim olup olmadig:1 kontrol
edilmistir. Diger bir degisle baz frekanslarinin sabitliginin bozulmasi kontrol edilmis ve

bunun olmadig goriilmiistir (x> = 7, sd = 81, P=1.00 ). Bu sonuca gére bireylerin baz
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frekanslar1 arasinda her hangi bir egilim bulunmamaktadir. Bu parametrelerin

hesaplanmasindan sonra filogenetik agacin olusturulmasi agamasina gegilmistir.

3.4.4.1. Filogenetik Yapilanma

Filogenetik topolojilerin yapilandirilmasinda hesaplanan gamma degeri MEGA 5
(Kumar vd., 2007) programinda kullanilarak her bir metot i¢in ayr1 ayr1 uygulandi. Gerek seg
- bagla gerekse i¢ dal testi (interior branch test) yapilarak nodlarin tutarliligi belirlendi ve seg -
bagla degeri %50 den daha biiyiikk nodlar goriintiilendi. Veri setinden yeniden 6rnekleme
yontemi ile 1000 kez aga¢ olusturuldu ve tiim agaglar igerisinden ortak agaclar elde edildi.
Dendogramda agag icerisinde her bir kolunun {izerinde se¢-bagla degerleri verildi.

Calisilan 6rneklere ait Cyt-b sekans verileri ilk olarak Maksimum parsimoni (MP)
(Sekil 15), UPGMA (Sekil 16), NJ (Sekil 17)ve Maksimum olasilik (ML) (Sekil 18)
dendogramlarinin yapilandirilmasinda kullanildi. Tiim dendogramlar i¢in benzer bir ayrisma
goriildli. Ayrica olusturulan koksiiz agaca (MP) bakildiginda tiirlerin farklilasmasi agik bir
sekilde goriildii. (Sekil 15).

16S rRNA sekans verileri ilk olarak Minumum evolution (ME) (Sekil 19), ve UPGMA
(Sekil 20) dendogramlarinin yapilandirilmasinda kullanildi. Tiim dendogramlar igin tespit
edilen ayrilmalar dendogramlarda goriilmektedir.

Ayrica Cyt-b (Tablo 28) ve 16S rRNA (Tablo 29) sekans verilerinden elde edilen

verilere gore iskine ve kotek baliklarinin tiirler aras1 genetik mesafeleri hesaplanmustir.
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48

64
100
100
71
100
99

iskine 1

iskine 2

iskine 3

iskine 1

iskine 6

iskine 4

iskine 7
Kotek2
Kotek1
Kotek3
Umbrina canariensis
Umbrina canariensis(2)

Umbrina cirrosa genbank
Argyrosomus regius
Argyrosomus regius(2)
Pseudotolithus senegallus
Cynoscion virescens
Atractoscion nobilis
Aplodinotus grunniens
Plagioscion squamosissimus
Sciaenops ocellatus
Miichthys miiuy

Larimichthys polyactis

Sekil 15. Sciaenidae familyasina ait Cyt-b sekanslari ile olusturulan MP dendogrami
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iskine 1
iskine 3
iskine 5

100| | iskine 6

iskine 4

iskine 7

44 iskine 2

Kotek3

Kotek1

Kotek2

31 U. cirrosa genbank

o —1

100

Argyrosomus regius(2
001 'Y gius(2)

Argyrosomus regius

| Umbrina canariensis

100 | Umbrina canariensis(2)

Pseudotolithus senegallus

Sekil 16. Sciaenidae familyasina ait Cyt-b sekanslar1 ile olusturulan UPGMA

dendogrami
iskine 1|
ga— iskine 5
iskine 6
100 iskine 3 |§k|ne
iskine 7
iskine 2
66 L
L iskine4d
68 _
00— Umbrina canariensis
e — Umbrina canariensis(2)
Kotek2
Kotek1 Kotek
100
Kotek3
Umbrina cirrosa genbank
100
—|: Argyrosomus regius(2)
73 Argyrosomus regius
Pseudotolithus senegallus

Sekil 17. Sciaenidae familyasina ait Cyt-b sekanslart ile olusturulan NJ dendogrami
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iskine1 -
56 Iskine3
iskine5

g1 Iskine6 Iskine

iskine4
iskine7

70 iskine2

Kotek2

99 |
Kotek1 Kotek

| Kotek3

| Umbrina canariensis

99 | Umbrina canariensis(2)

o |— U. cirrosa genbank

L{Argyrosomus regius

] 69 ! Argyrosomus regius(2)

Pseudotolithus senegallus

——
0.01

Sekil 18. Sciaenidae familyasina ait Cyt-b sekanslari ile olusturulan ML dendogrami

Tablo 28. Cyt-b sekans verileri ve Genbank orneklerinden hesaplanan tiirler arasi genetik

mesafe

- 2 o |« o
2 z = |85 2| % | &
© © [ s Qo v B =
= = g °S5| = X <1
72} o < o))
o ) -

P. squamosus

U.canarienses 0,152

A.regius 0,105 0,109

U.cirrosa genbank | 0,105 0,109 0,003

Iskine 0,126 0,085 0,076 | 0,076

Kotek 0,128 0,096 0,077 | 0,077 | 0,079

L.polyactis 0,160 0,173 0,137 | 0,137 | 0,163 | 0,151
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35

E——

72 Sciaenia umbra-S1
Sciaenia umbra-S2
Sciaenia umbra-S3
Leiostomus xanthurus(EU239813)

Leiostomus xanthurus(FJ175394)
— Umbrina cirrosa-S1

sal Atractoscion nobilis(AY958646)
 —— Totoaba macdonaldi(HM569778)

7)) S— Pogonias cromis(FJ175391)
{ Ciaenops ocellatus(FJ175395S)
Ciaenops ocellatus(FJ175396S)

20

Micropogonias undulatus(FJ175392)

— =l

Micropogonias furnieri(AY 603006)

Aplodinotus grunniens(AY520093)

Cynoscion acoupa(FJ025974)
— Cynoscion regalis(EF095595)

sol— protonibea diacanthus(EF028701)
99 ——— Miichthys miiuy(HM447240)

27
48

L Miichthys miiuy(AY336723)
Collichthys niveatus(HM219223)
Larimichthys polyactis(FJ618559)

98

Pseudosciaena polyactis(AY336720)

98

Collichthys lucidus(NC014350)

44

54

Collichthys niveatus(AY336722)
Larimichthys crocea(NC011710)
Pseudosciaena crocea(AY336718)
35 Larimichthys crocea(FJ595214)

 —— Umbrina roncador(AY958652)

7)) S Roncador stearnsii(AY958651)
o Nibea albiflora(HQ890947)

25

L Nibea albiflora(NC015205)
100 Johnius elongatus(EF528210)
Johnius dussumieri(EF528207)
Pennahia argentata(NC015202)
Pennahia argentata(HQ890946)

31 Pennahia argentata(AY336725)

Menticirrhus americanus(DQ874744)
 —— Menticirrhus undulatus(AY958650)

solL— Menticirrhus americanus(AY603007)

59

a2

Bairdiella rhonchus(AY603018)
Stellifer naso(AY603017)

Bairdiella chrysoura(FJ175393)
28 Stellifer stelliferAY603016

— Macrodon ancylodon(AY253598)

osL— Macrodon ancylodon(AY 603005)
— Otolithes cuvieri(EF528228)

ol Otolithes ruber(EF528216)
 —— Trichiurus leptturus

sl Trichiurus leptturus2

Perca fluvatilis

Sekil 19. 16S rRNA sekans verilerinden olusturulmus ME dendogrami
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86

_51|: Bairdiella chrysoura(FJ175393) | Bairedella
Stellifer naso(AY603017) ] Stellfer

Stellifer stelliferAY603016 ] Stelifer
Bairdiella rhonchus(AY603018) | Bairedella

Menticirrhus undulatus(AY958650) ] Menticihuss
Cynoscion acoupa(FJ025974) ] Cynoscion

Macrodon ancylodon(AY 253598)
—|: Macrodon
100 Macrodon ancylodon(AY603005)

99 Ciaenops ocellatus(FJ175395S)
—|: ) Ciaenops
Ciaenops ocellatus(FJ175396S)

Umbrina cirrosa-S1 ] Kotek

Sciaenia umbra-S3

_|: Sciaenia umbra-S1 iskine
76 Sciaenia umbra-S2

Cynoscion regalis(EF095595) ] Cynoscion

Aplodinotus grunniens(AY520093) ] Aplodinotus

Umbrina roncador(AY958652) | Umbrina

Roncador stearnsii(AY958651) | Roncador
{100 p— Miichthys miiuy(HM447240)

Miichthys
L Miichthys miiuy(AY336723) }

Collichthys lucidus(NC014350) ] Colichthys
] — Collichthys niveatus(HM219223) ] Colichthys

L Larimichthys polyactis(FJ618559) ] Larimichthys

47
71
32
37
48
78
94
22
94
36
47
35
99

Collichthys niveatus(AY336722) ] Colichthys
Pseudosciaena polyactis(AY336720) ] Pseudooscae
Larimichthys crocea(FJ595214) ] Larimichthys

_|: Larimichthys crocea(NC011710) | Larimichthys
33 Pseudosciaena crocea(AY336718) ]Pseudooscae

I Nibea albiflora(HQ890947
HQ ) Nibella
100l Nibea albiflora(NC015205)

— Pennahia argentata(HQ890946)
Pennahia
100L— pennahia argentata(NC015202)

— Otolithes cuvieri(EF528228
) otolithes
sl otolithes ruber(EF528216)

I Johnius elongatus(EF528210)
Johnius
100L— Jonnius dussumieri(EF528207)

— Trichiurus leptturus
Trichiurus
100l Trichiurus leptturus2

—— Menticirrhus americanus(DQ874744) ] Menticithuss

90l Pperca fuvatiis  Jerca

Sekil 20. 16S rRNA sekans verilerinden olusturulmus UPGMA dendogrami
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3.4.5. Kesici Enzim Analizi

Iskinegil balik populasyonun genetik yapisinin belirlenmesi igin mitokondriyal
DNA’nin i¢ farkli bolgesi (ND1, Cyt-b ve 16S) RFLP metodu ile calisilmistir. Bu
bolgelerin PZR iiriinleri boylama markir1 kullanilarak %1°lik agaroz jelde kosturulmus ve
jel gorintiileri sekil 6’da verilmistir. Gen bolgelerinin biiyiikliiklerinin yaklasik olarak
sirasiyla ND1 i¢in1500 bp, i¢in 800 bp ve 16S rRNA i¢in 2300 bp olarak belirlenmistir
(Tablo 30,31,32)

ND ve Cyt-b gen bolgelerinin toplam 10 kesici enzimle kesilmesi sonucunda her
birey i¢in 100 bp ile 2300 bp arasinda 1-9 arasinda kesim pargacigi gozlenmistir. Her gen
bolgesi icin kesici enzimlerin olusturdugu kesim pargaciklarinin biiytikliikk toplamlarinin
ortalamas1 ND1 i¢in 1368+ 100 bp, Cyt-b i¢in 870 + 20 bp ve 16S rRNA igin 2289 + 130
bp olarak hesaplanmistir. Kiiciik parcaciklarin jelde hizli hareket ederek ve c¢ikmis
olmasindan dolay1 gézlenememis olmasi veya bazi kesici enzimler i¢in benzer boydaki
parcaciklarin jelde beraber hareket etmesi genlerin ortalama boylariin ger¢ek boylarindan
kiiciik olmasina neden olmustur.

Calisilan baliklarin populasyon diizeyinde polimorfik yap1 gozlenememistir.

Tablo 30. iskine popiilasyonlarinda 16S rRNA gen bélgesi icin gézlenen kesim sekilleri
ve yaklasik kesim biiyiikliikleri

Kesici = - = = _ - =
Enzimler s £ 9 s E g x E = =
T T T < < m i o T A
Kesim morflari A A A A A A A A A A

850 328 1000

1400 | 1100 570 320 1000 800 390

Parga 230 1600 550 280
et e . 700 470 230 2070 700 2100

Biiyiikliikleri 200 590 320 230
140 470 230 230 410 220

(bp) 180 | 240 | 190 | 120 | 1o o0 | 220 | 190

130 200 180

100 150 80

130

Toplam 2420 | 2280 | 2270 2310 | 2200 | 2300 | 2350 | 2090 | 2350 | 2320
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Tablo 31. iskine popiilasyonlarinda Cyt-b gen bélgesi i¢in gézlenen kesim sekilleri ve
yaklagik kesim biiytikliikleri

Hpall | Hinfl | Hae lll | Avall [Alul| Benl | EcRI|Hinlll | Rsal | Sspl
Kesim morflari A A A A A A A A A A
200
Parca 2‘1‘8 200 ‘2%8 700 500 | ¢,
Biiyiikliikleri 850 180 180 | 880 | 880 | 230 880
170 150 370
(bp) 150 160 120 150
140
Toplam 850 870 880 880 880 | 880 | 880 880 880 | 880

Tablo 32. iskine populasyonlarinda ND gen bolgesi i¢in gdzlenen kesim sekilleri ve
yaklasik kesim biiyiikliikleri

Hpa Il Hinf | Hae Il | Avall Alul Benl EcRI Rsal

Kesim morflari A A B A A A A A A
Parga 900 270 280 800 400 820
Biiyikliikleri 290 200 200 280 400 150 290 1350 1350
(bp) 190 160 160 170 200

180 80

120 120

90

Toplam 1380 (1380 1350 1470 1370 1350 1310 1350 1350




4. TARTISMA

4.1. Haplotip Verileri

Bu c¢alismada Sciaenidae familyasina ait iki tiirde (iskine ve kotek) Cyt-b ve 16S
rRNA genlerinin sekans analizi sonuglaria gore Cyt-b geninde iskinede 25 kotekte ise 20
haplotip belirlenirken, 16S rRNA geni i¢in igkine da 4 ve kdtek de 8 haplotip bulunmustur.
Ayrica Cyt-b ve 16S rRNA gen bolgeleri igin haplotip ¢esitligi sirast ile igkinede %83,8 -
%52,6 ve kotekte ise % 80,5- % 73,6 olarak bulunmus olup, tiirler arasinda ortak
haplotipin olmadig1 goriilmektedir. Benzer sekilde Lakra vd. (2009) yaptiklar1 ¢calismada
Sciaenidae familyasinda 5 cinse ait (Otolithes, Johnius, Johnieops, Protonibea ve
Otolithoides) toplam 35 bireyde 16S rRNA ve COI genlerinin kismi sekans (577-590)
analizi yaparak her tiir i¢in iki haplotip (tlire 6zgii) belirlemistir fakat yaptiklar1 calismada
ornek sayisinin az olmasi sonucunda haplotip sayis1 az bulunmustur. Ornek sayisi, ¢aligilan
gen bolgesi ve metoda bagli olarak haplotip ¢esitliliginin degisebilecegi diisiiniilmektedir.
Ozellikle 16S rRNA geni icin elde edilen haplotip degerlerinin diisiik olmasi bu genin
ozelliginden kaynaklanmaktadir. Bu ¢aligmadan elde edilen haplotip sayilar ile ilgili
degerler diger caligmalar tarafindan desteklendigi goriilmektedir. Soyle ki haplotip
cesitliligi diger kemikli baliklarda %80’nin {lizerinde bulunmaktadir (Grant ve Bowen,
1998). Santos (2003), Macrodon tiiriinde Cyt-b ve 16S rRNA geninin sekans analizini
Cyt-b (810 bp, N=53) geninde 25 haplotip ve 16S rRNA geninde (520 bp ve N=68) ise 11
haplotip elde etmistir. Daha sonra ayni tiirde Santos (2006) yaptig1 ¢alismada 12 cografik
bolgeden 130 6rnek iginde Cyt-b sekansinin toplam 789 baz ¢iftinin analizinden 43 ayri
haplotip bulmus ve bu haplotiplerin bazilarinin Santos (2003)’{in yaptig1 ¢calisma ile benzer
haplotipleri igerdigini rapor etmistir. Benzer sekilde Hsu vd. (2007) Trichiurus lepturus
tiriine ait 99 ornekte genetik c¢esitliligini Cyt-b mitokondrial geninin 636 bp’lik kismi
sekansi ile 82 haplotip belirlemistir. Popiilasyon i¢i haplotip ¢esitliligini %87 - 100
arasinda ve ortalama %96 haplotip cesitliligi bulunmustur. Kim (2010) mitokondrial
kontrol sekans verilerinden Larimichtys polyactis’in biitiin tiirleri benzersiz haplotiplere
sahip oldugunu belirlemistir. Farkli bir metotla yapilan c¢alismada Legat (2006)’da

Micropogonias furnieri’nin Brezilya popiilasyonlarinin genetik yapisini arastirmis D-loop
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bolgesinin RFLP analizi ile M. furnueri’nin mtDNA 5 haplotip de %40-56 arasinda diisiik

bir deger bulmustur. Bunun nedeni ise ¢alisilan 6rnek sayisinin az olmasina baglanmistir.

4.2. Niikleotit Verileri

Farkli arastirmacilar tarafindan Cyt-b (%53-57) ve D-loop (%70-80) bolgelerinin
yiiksek A+T degerine sahip olduklari (Apostolidis vd., 1997) ve kontrol bolgesi i¢in %
68’lik A+T oraninin genel bir deger oldugu belirtilmistir (Meyer, 1993; Jerry ve
Baverstock, 1998). Larimichthys crocea (Perciformes, Scanidae)’nin komple mitokondrial
kontrol bolgesinin genomunun incelemis ve Sciaenidae’nin filogenetik durumunu
arastirmuglardir. L. crocea 'min mt genom boyu Labracinus cyclophthalmus 'dan daha biiyiik
ve diger 27 Percoidei tiirlerinden kiigiik oldugunu gostermislerdir. L. crocea’nin A+T
igerigi %53 iin lizerinde olup Diagramma pictum, Lethrinus obsoletus ve Lutjanus
rivulatus igindeki degerler ile benzer fakat diger Percoidei baliklarindan diisiik oldugu
(Yamanoue vd., 2007) ve kontrol bdlgesinin, biitiin Percidoei tiirlerinin ortak 6zelligi
olarak L. crocea’nin (%53) tim genomunun ortalama degerinden daha yiiksek bir AT
icerigine (%61,3) sahip oldugunu bildirmistir (Cui vd., 2009). Trichiurus lepturus
(Perciformes: Trichiuridae)’un genetik ¢esitliligini incelenmis ve. T.lepturusun Cyt-b
niikleotid sekans1 zengin A+T (%55.3) igerigiyle cogu balik tiirlerine benzer bulunmustur
(Hsu vd., 2007). Onceki calismalarda Cyt-b geni C, A ve T oranlarinca zengin ve G orani
olarak ise ¢ok diisiik oldugu tespit edilmistir (Cantatore vd., 1994). Bu calismada benzer
sekilde Cyt-b genlerinin niikleotid frekanslarinda G diisiik fakat kotekte 16S rRNA
geninde yiliksek bulunmustur. Bu ¢alismada Cyt-b i¢in A+T oranlari iskine de %49,2 ve
kotekte %49,7 olarak bulunurken 16S rRNA igin bu oran iskinede %53,7 ve kotek de
%52,5 olarak bulunmustur.

Sciaenidae familyasinda 5 cinse ait (Otolithes, Johnius, Johnieops, Protonibea ve
Otolithoides) (N=35) farkl tiirlerde 16S rRNA ve COI genlerinin kismi sekans sonucuna
gore 16S rRNA (597 bp)’in niikleotid frekanslar1 A %28,10, T %25,50, G %22,50 ve C
%24,00 olarak bulunurken, bu degerler COI (655 bp) i¢in ise A %23,6, T %28,6, G %18,8,
ve C %28,7 olarak bulunmustur (Lakra vd., 2009). Sciaenidae’lerden M. ancylodon da 16S
rRNA geninin ortalama baz kompozisyonu A %28,7, T %23, C %24,4 ve G %23,4 olarak
bulunmustur (Santos vd., 2003). Bu ¢alismada ise 16S rRNA i¢in niikleotid frekansklari
Kotekte A %31,9, T %20,6, C %26.8 ve G %21.3 ve iskinede A %34,6, T %19,1, C %27,6
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ve G %18,8 bulunmustur. Belirlenen A degerlerinin yiiksek T degerlerinin ise daha diisiik
oldugu goriilmekle birlikte A+T orani1 benzerdir.

Farkli canli gruplari i¢in Cyt-b geninin niikleotid frekanslar1 ¢alisilmis olup (Johns ve
Avise,1998), farkli aragtirmacilarin bazi1 balik ve perciformes tiirlerinden elde ettikleri
degerle bu calismada elde edilen degerler tabloda verilmistir (Tablo 33) (Allegrucci, 1999,
Eroglu, 2008, Santo ve ark 2003). Tabloda verilen degerlere bakildiginda bu ¢alismada

elde edilen degerlerle uyumlu olduklar1 gériilmektedir.

Tablo 33. Farkli canlilar i¢in Cyt-b niikleotit frekanslari

Canli Turu T C A G A+T
Kuslar 25,0 33,9 27,6 13,5 52,6
Memeliler 28,8 28,4 29,6 13,3 58,4
Siirtingenler 28,6 27,6 27,7 16,1 56,3
Amphibianlar 32,7 24,3 27,0 16,0 59,7
Baliklar 29,5 29,9 25,3 15,3 54,8
Mersin Baliklar 26,83 31,45 26,52 15,18 53,36
Kotek (Bu ¢alisma) 26,5 35,9 23,2 14,3 49,7
Iskine (Bu galisma) 27,2 35,3 22,0 15,6 49,7
Scanidae (Santos 2003, 2006) | 28,8-29,3 | 32,8-32,8 | 23.6- 23 | 14,8-14,9 | 52,4-52.3

4.3. Transisyon/Transversiyon Orani

Balik tiirlerine ve gen bolgelerine gore transisyon-transversiyon (Ts/Tv) oran
degisimini gostermektedir. Cogu baliklarda Cyt-b bolgesi Ts/Tv 2:1-3:1 gibi diisiik
degerler rapor edilmisken (Bernatchez vd., 1992; Fajen ve Breden 1992; Apostolidis vd.,
1997) mersin balig1 gibi bazi tiirlerde yapilan ¢alismalarda Ts/Tv oranin (7,17) nispeten
yiiksek oranlarda rapor edilmistir (Almodovar vd., 2000). Perciformes ve Moridae igindeki
transisyon oranlar1 hesaplanarak tiim degiskenlik orani sirasiyla %54 ve %74 civarinda
bulunmustur (Allegrucci, 1999). Skanidler i¢inde bu oran ¢ogu kemikli baliklar ile
karsilastirmis ve ortalama Ts/Tv oranmi 2,10 olarak belirlenmistir (Lakra vd., 2009).
Macradon tiiriinde Ts/Tv orani her kodon i¢in ayri1 ayri hesaplandiginda ilk kodon
pozisyonu i¢in 2.4, ikinci pozisyon i¢in 1,6 ve ii¢lincii pozisyon i¢in 3,0 ve ortalama Ts/Tv
orant ise 2,8 olarak bulunmustur (Santos vd., 2003). Larimichthys crocea'nin farkli
popiilasyonlari i¢in kontrol bolgesi ¢alisilmis Ts/Tv orani sirasiyla 1,9 (42/22), 2,1 (17/8),
3,6 (43/12) ve Wido 3,8 (50/13) olarak hesaplanmistir. Bu tiir i¢in ortalama Ts/Tv oran1 3,6
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oldugu rapor edilmistir (Kim, 2010). Bu ¢aligmada Cyt-b Ts/Tv oranlar iskine i¢in 19/11
ve kotek icin 18/7 olarak hesaplanmustir. Iskine icin 16S rRNA Ts/Tv oran1 3/0
bulunmustur. Kotek i¢in 16S rRNA transisyon/transvesiyon orani 2/6 bulunmustur. Cyt-b
icin elde edilen degerlere nispeten yiiksek bulunur iken 16S rRNA igin diisiik degerler

hesaplanmistir. Bu durumun 6rnek sayist ile ilgili olabilecegi diisiniilmektedir.

4.4. Nikleotit Verileri

Genel olarak 16S rRNA geni COI‘e gore daha korunmus oldugu diisiiniilmektedir ve
farkli tiir ve cinsler arasindaki iligkilerin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Fakat 16S rRNA geninin sekans analizi Sparid ve Percoid gibi baz1 deniz taksonlar i¢inde
ki iliskileri ¢ozmede yeterli olmadig1 bildirilmistir (Orrell, 2004). Bu goriise ters olarak
16S rRNA geninde niikleotid farkliligi (K2P) tiirler arast %5,9-8,7 ve genus diizeyinde
(intergenerik) %8,9-23,0 ile yiiksek bulunmus ve skanid tiirlerinin karsilikli iligkileri
tanimlamak icin yeterli gilicii gosterdigi belirtilmistir (Lakra vd., 2009). Bununla birlikte
16S rRNA sekansi kullanarak Kuzey Brezilya igindeki skanid tiirlerinde ytiksek niikleotid
cesitliligi (8,3%) rapor edilmistir (Vinson vd., 2004). Subtropikal ve tropikal Macrodon
grubu tiirlerinde sekans verileri karsilastirildiginda Cyt-b i¢in yiiksek niikleotid farklig:
%4,3 ve 16S rRNA geni i¢in %2,6 ulasan degerler bulunmus ve bununda tropikal ve
subtropikal Macrodon gruplarini agikga ayirt ettigi gosterilmistir (Santos vd., 2003). Fakat
Santos (2006)’un yaptig1 c¢alismada her bir gende ve her populasyondaki niikleotid
farkliligin1 %1 den daha az bulunmus ve her bir populasyon icin niikleotid ¢esitliligi
0,0010 — 0,0030 arasinda hesaplanarak yiiksek benzerlik gosterdiklerini belirlenmistir.

Trichurus lepturus populasyon igi niikleotid ¢esitliligi Da Hsi (%3,45) popiilasyonu
icinde yiiksek Miao Li (%0,53) icinde diisiik ve niikleotid ¢esitliligi (%7.71) bulunmustur
(Hsu vd, 2007). Santos (2003) tropikal ve subtropikal grup ¢esidi arasindaki genetik
mesafeyi sitokrom b geni ig¢in %3,2 den %4,3’e 16S rRNA geni i¢in %2,0 dan %2.4’e
degiskenlik gosterdigini bulmustur. Larimichtys polyactis (Pisces:Sciaenidae)’ i mtDNA
kontrol sekans verilerinden niikleotid bolgesi sekans cesitliligi agisindan bakildiginda,
Qingdao bolgesi ¢ok farkli (9%1,82) iken Zhoushan bolgesi ¢ok az (%1,22) farkli; Kore
populasyonlar1 1,39 ile 1,67 arasinda degismektedir (Kim vd., 2010).

M. ancylodon’un tropik ve subtropik soylari i¢inde mesafeye gore izolasyon ile

kisitli gen akisi varsayimi ve i¢ ige soy (nested clade=D, P<0.001) analizi ile soy (D)
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diizeyinde yliksek ayrilma gostermistir. Nesting (i¢ ic¢e) analizin en yiiksek Onemlilik
diizeyi tropikal ve subtropikal soylarlarin karsilagtirilmasindan hesaplanmistir. Ayrica
Santos (2006) yaptig1 Mantel testte; soylar i¢indeki populasyonlarin cografik ve genetik
mesafeleri arasinda ki iliskinin 6nemini degerlendirmek i¢in uygulanmis ve korelasyon
pozitif (sirasiyla r=0.575 0.297) fakat 6nemili olmadigini belirtmistir. M. furnierinin farkl
populasyonlar i¢inde hesaplanan ortalama niikleotid farkliligi %1,362 ile %0,248 arasinda
bulunurken bu deger diger deniz balik tiirlerinden daha diisiik oldugu belirtilmistir. Mantel
test sonucuna gore genetik mesafe ve cografik mesafenin arasindaki iligki onemli (r=0.883,
P<0.003) bulunmustur (Legat, 2006). Bu calismada Iskine ve Kotek icin hesaplanan
niikleotid ¢esitliligi (Pi) ve niikleotid farklig1 (k) Cyt-b genin igin sirasi ile %2,97 ve 2,87
arasinda bulunmustur. 16S rRNA geni i¢in ise siras1 1,54 ile 0,61 olarak diistik niikleotid

cesitliligi belirlenmistir.

4.5. Genetik Mesafe

Bazi kemikli balik gruplarinda alloenzim ve mtDNA bolgelerinin (Cyt-b gibi)
calisilmasi ile elde edilen genetik farklilagma her zaman taksonomik diizeyde olmayabilir.
Ayrt tlrlerin  belirlenmesinde tek basina genetik mesafenin  kullanimi  yeterli
olmayacagindan bu analizler ¢ok sayidaki tiirde (bitki ve hayvan) uygulanamayabilir.
Bunun yaninda ayr tiirleri tanimlamak i¢in genetik mesafe yeterli olmamakla birlikte cins
icindeki tiir diizeyi veya poplilasyon uygulamalarinda kullanilabilir oldugu belirtilmistir
(Ferguson, 2002), Trichiurus un 4 tiiriiniin mtDNA Cyt-b sekansina dayali genetik mesafe
belirlenmis (d=0,210-0,282) ve belirlenen degerin yiiksek oldugunu bildirmistir (Hsu vd.,
2007). Diger bir arastirmact da mtDNA 16S rRNA sekans analizine dayali Trichiurus
cinsinin {i¢ tiirli i¢inde genetik farklilig1 0,44 ve 0,066 arasinda oldugunu belirtmistir (Tinti
ve Piccinetti, 2000). Akdeniz Solea tiiriiniin iki gen bolgesinin (16S rRNA ve Cyt-b) de
genetik analize gore Cyt-b i¢in d=0,164-0,272 ve 16S rRNA i¢in 0,042-0,103 olarak
bulunmustur (Chakraborty vd., 2006).

Sciaenidae igerisinde 7 Hindistan tiirlinde 16S rRNA ve COI genini ¢alisarak tiir ici
ve tilirler arasi1 sekans farki calisilmistir. Skanidler i¢cinde 16S rRNA i¢in ortalama sekans
farki 0,139 iken tiirler aras1 sekans farki ortalama 0,137°dir ve en yiiksek intergeneric
sekans farki 0,195 ile P .diacanthus ile J. dussumieri arasinda iken en diisiik deger 0,0710

ile J. vogleri ile J. elongatus arasindadir. En yiiksek tiirler aras1 sekans farki 0,0873 O.
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ruber ile O. cuvieri arasinda ve en diisiik deger 0,0588 J. dussumieri ile J. elongatus
arasinda bulunmustur. COI ortalama intergenerik ve tiirler arast sekans gesitliligi 0,163
iken kongenerik tiirler aras1 sekans ¢esitliligi 0,147°dir. En yiiksek intergenerik sekans
gesitliligi (0,2137) O. biauritus ve J. vogleri arasinda ve en diistik deger (0,1023) J. vogleri
ve J. elongatus arasinda gozlenmistir ve en yiiksek tiirler arasi sekans gesitliligi (0,0580) O.
ruber ve O. cuvieri arasinda ve en disiikk deger (0.0259) J. dussumieri ve J. elongatus
arasinda bulunmustur (Lakra vd., 2009).

Bu calismada Cyt-b sekans verilerinden elde edilen verilere gore iskine ile kotek
arasindaki genetik farklilik 0,079 olarak bulunmustur. Bununla birlikte Tiirkiye’de bulunan
diger tiir olan A. regius ile iskine arasindaki mesafe 0,076 ve bu tiiriin kotek ile mesafesi
0,077 olarak daha yakin oldugu bulunmustur. Yine Genbank verilerinden elde edilen U.
cirrosa ile iskine arasindaki mesafe 0,076 ve kotek ornekleri ile 0,077 olarak bulunmustur.
Tiirler aras1 16S rRNA genetik mesafede iskine -kotek arasindaki mesafe 0,022 ile en
diisiik bulunurken bu tiire en yakin Ciaenops (0,27) ve en uzak Perca (1,3) olarak

belirlenmistir.

4.6. Filogenetik Analiz

Perciformes baliklar igerisindeki en biiyiik takimdir. Toplam 22 alt order igerisinde
9000 tiir bulunmaktadir. Bu order igerisindeki alt orderlardan bir tanesi Percoidei’dir ve
perciformes in %25’ini (73 aile) icermektedir. Scanidler ise 70 cins 300 tiire sahiptir. Bu
nedenle bu tiirlerde bazi filogenetik iliskilerin ¢alisilmasinda tek basimna Cyt-b yeterli
olmayabilmektedir.

Sciaenidae familyasinda (7 hindistan tiirii) 16S rRNA’nin filogenetik analiz yaparak
NJ ve MP dendogramlar1 olusturulmus ve filogenetik iligski arastirilmistir. Elde edilen
bootstrap degerlerine gore (NJ=88-100% ve MP=84-99%) oOrneklerin 3 gruba ayrildig
belirlenmisdir. Ik grup Johnius cinsinin 3 tiir ayn1 grupta yer alir iken Johnieops vogleri
diger iki tiirden uzaklasarak alt grup olusturmustur. ikinci grup da Otolithes cinsi igerisinde
bulunan O. cuvieri ve O. ruber) 2 tiir yer almistir. 3. grup ise P. diacanthus ve O.
biauritus’a tiirleri olusturmustur (Lakra vd., 2009). Perciformes igerisinde 4 aileden
(Moronidae, sparidae, Cichlidae ve Carangidae) ve 3 Scombombridae 10 tirde Cyt-b
sekans verilerinden filogenetik iliskileri ¢alisilmistir. Filogenetik analizlerde (Tamura ve

Nei) mesafelerine dayali NJ ve MP topolojilerini kullanilmistir. Her iki analiz i¢in boot
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strap degerleri Carangidae ailesi icin MP=%78 ve NJ=%97, Sparidae her ikisi i¢in %100
ve Moronidae igin MP=%81, NJ=%95 olarak hesaplanmistir. Scombridae-Pomatomidae-
Carangidae kiimelerinin ayrimi kuvvetle desteklendigini (bootstrap degerleri esit olarak
MP=%72; NJ=%70) gdstermistir (Allegrucci, 1999).

Skanidlerden Caete nehir halicindeki 8 genus’a ait 15 tiirde 16S rRNA sekans analizi
ile yaptig1 calismada minumum evolasyon (ME), maximum olasilik (ML) ve maximum
parsinomi (MP) filogenetik agaclari skanid soylarinin ¢ogunlugu icin ¢déziimlenmemis
polytomi gdsterdigini belirtmistir (Vinson, 2004)

Bu galismada Cyt-b agag topolojilerine gore Sciaenidae familyasi igerisinde yer alan
iki tiir boot strap degeri (%100) bakimindan ayrilmaktadir. Iskine icin karsilastirilacak veri
olmadigindan filogenetik analizlerde tiim tiirlerden ayrilirken kendi icerisinde 2 gruba
ayrildig1 belirlenmistir. Kotekte Genbank verilerinden alinan ayni tiire ait sekans verileri

olmasina ragmen bu tlirden tamamen ayrilma goriilmiistiir.

4.7. Populasyon Genetigi Analizleri

M. furnieri tirinin farkli populasyonlar iginde AMOVA yapilmistir. Ayni
lokasyonlar (P<0.002) icindeki varyasyonunun biiyiikliigi %87,24 olarak hesaplanmistir.
Pairwise Fst degerleri 0,023-0,446 arasinda degismekte olup, ortalamasi 0,134 olarak
bulunmustur. Bu degerler Skanidler i¢in rapor edilenlerden yiiksek oldugu bildirilmistir.
(Micropogonias undulates i¢in Fst degeri 0.057 Lankford Jr. vd., 1999; Legat, 2006) .

Macrodon tiiriinde tropikal soy iginde genetik varyansin %53,841 (Fst =0.42,
P<0.001) popiilasyon icindeki farkliliklara, genetik varyansin %44,54’i kuzey Brezilya ve
Brezilya popiilasyonlar1 arasindaki (Fcr=0.445, P=0.072) varyasyondur. Subtropikal soy
icindeki varyansin %86,38’1 (Fst=0.136, P<0.001) populasyonlar i¢indeki farkliliklardan
kaynaklanmaktadir ve Tropikal soy i¢inde populasyonlar arasindaki Fsr degeri -0,058 ile
0,464 araliginda, aymi sekilde subtropikal grup i¢indeki populasyonlar arasi pairwise Fst
degeri -0.094 ile 0.285 araliginda bulunmustur (Santos, 2006). Santos (2003) yaptigi
calismada Cyt-b ve 16S rRNA genlerinin filogenetik analizler sonucunda (NJ ve MP
agaclari) tropikal ve subtropikal olmak {izere iki ayr1 soy grubu belirlemis ve biitiin agaglar
da yiiksek bootstrap degeri (>%93) ile ayrilmanin benzer topolojiyle ifade edildigini rapor
etmigtir. Epinephelus marginatus (Serranidae) da Cyt-b sekans analizine dayali

calismasinda Fransa ve Tunus popiilasyonlar1 arasinda biiylik niikleotid benzerligine
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ragmen Tunus ve Fransa popiilasyonlarmin ayrildigini bildirilmistir (Giles vd., 2000).
Dicentrarchus labrax da Cyt-b sekansinin analizine gore yiiksek niikleotid benzerligi sahip
olmasia ragmen Tiren popiilasyonundan agik¢a ayri oldugu dogu (Yunan ve Misir) ve
kuzeybati popiilasyonlari ile Akdeniz D. labrax popiilasyonlar1 iginde belirgin bir cografik
yapilanma belirlemistir (Allergruci vd., 1999).

Bu calismada kotek Cyt-b haplotip frekanslarindan (Adana, Antalya, Mugla,
Trabzon, Rize, Artvin) yapilan molekiiler varyans analizi sonucunda varyasyonun
%81,12’lik ¢ok biiyiik bir kismi1 grup i¢i dagildigr goriilmiis ve bu oran ¢ok Onemli
bulunmustur (P < 0.001). Gruplar aras1 varyasyon ise %18,12 olarak bulunmustur. Tiim
populasyonlar arasinda Fst degeri 0,18881 olarak hesaplanmistir. Rize-Artvin
poplilasyonlar1 yalniz kendi aralarinda ayrilmaz iken Antalya tiim popiildsyonlarla ayni
ozelligi gostermistir. Cografik mesafe ile genetik mesafe arasinda iligki Onemli
bulunmamustir.

Bu caligmada iskine Cyt-b haplotip frekanslarindan yapilan molekiiler varyans
analizi sonucunda varyasyonun % 92,64’lik ¢ok biiytik bir kism1 grup i¢i arasinda dagildig:
goriilmiis ve bu oran ¢ok onemli bulunmustur (P < 0.001). Gruplar aras1 varyasyon ise
%7,36 olarak bulunmustur. Tiim populasyonlar arasinda Fst degeri 0,07364 olarak
hesaplandi. Bu sonuclara gore Trabzon Rize popiilasyonu diger popiildsyonlardan

ayrilmistir. Cografik mesafe ile genetik mesafe arasinda iligki 6nemli bulunmamustir.



5. SONUCLAR

1. PZR iirlinleri, parga boylar1 bilinen bir belirtegle (100 bp’lik DNA boy belirteci)
birlikte agaroz jel iizerinde yiiriitiilerek gerek ethidium bromid ile boyanmasi
gerekse parcaciklarin ayrismasi saglanmistir. Bu sekilde olusan DNA bantlari
UV 151k altinda goriintilenmistir. Cogaltilan gen bolgelerinin  beklenen
biiyiikliikleri Cyt-b i¢in 800 bp, 16S sekanst i¢cin 1100 bp, RFLP i¢in 12S-16S
genleri 2300 bp ve ND1 i¢in 1500 bp olarak belirlenmistir.

2. Cyt-b gen sekansi iskine igin 76, kotek i¢in 104 olmak tizere toplam 180 Ornekte
ve 16S gen sekansi ise iskine i¢in 23 drnekte, kotek i¢in 31 drnekte olmak iizere
toplam 54 oOrnekte ileri (forwad) ve geri (revers) primerleri kullanilarak cift
yonlii belirlenmistir.

3. Cyt-b icin 800 bp toplam uzunlukta (primer yerleri ¢ikarildi) ve 16S i¢in ise
1000 bp’lik ortak bir sekans elde edilmistir. Ayn1 zamanda biyolojik bilgilerin
toplandigi merkezden (NCBI, The National Center for Biotechnology
Information) bu tiire ait Cyt-b ve 16S gen bolgesi sekanslari, filogenetik
analizlerde topoloji olusturmada kullanilmak tizere alinmistir.

4. Yapilan analiz sonucunda Cyt-b gen sekansinda Koétek de 104 6rnekte toplam 20
adet haplotip gozlenirken (Tablo 5,6) Iskine baliginda ise 76 &rnekte 25 haplotip
gbzlenmistir (Tablo 7,9). Kétek ve Iskine Cyt-b sekans verilerinden haplotipler
aras1 genetik mesafe hesaplanmistir (Tablo 8,10). Iskine 16S rRNA geninde 23
ornek calisilmis ve 4 adet haplotip belirlenmistir (Tablo 11). Kotekte ise toplam
22 ornekten 8 adet haplotip belirlenmistir (Tablo 12). Kotek 16S rRNA sekans
verilerinden haplotipler aras1 genetik mesafe hesaplanmistir (Tablo 13).

5. Calisilan gen bolgelerine ait haplotip ¢esitliligi Cyt-b ve 16S rRNA gen bolgeleri
icin sirasi ile iskinede %83,8 -%52,6 ve kotekte ise % 80,5- % 73,6 olarak
belirlenmistir(Tablo 14).

6. Bu calismada Cyt-b i¢in A+T oranlar1 iskine da %49,2 ve kotekte %49,7 olarak
bulunur iken 16S rRNA i¢in bu oran iskine de %53,7 ve kotek de icin %52,5
olarak bulunmustur ve he bir gen i¢ niikleotid frekanslar1 belirlenmistir (Tablo

15).
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Cyt-b gen bolgesinin i¢in Kotek de Transisyon/transversiyon oran oranlart 19/11
ve iskinede 18/7 olarak hesaplanmistir. 16S rRNA gen bdlgesinin i¢in kotekte
transisyon/transversiyon oran oranlar1 3/0 ve Iskine da 2/6 olarak hesaplanmistir.
Iskine ve Kotek baliginda niikleotid cesitliligi (Pi) ve niikleotid farklig1 (k) Cyt-
b genin igin siras1 ile % 2,97 ve 2,87 arasinda, 16S geni i¢in ise sirasi ile 1,54
ile 0,61 olarak bulunmustur. Ayrica sinonim ve sinonim olmayan pozisyonlar
belirlenmistir (Tablo 16).

Kotek Cyt-b haplotip frekanslarindan yapilan molekiiler varyans analizi
sonucunda grup i¢i varyasyonun % 81,12’si, gruplar arasi varyasyon ise %18,88
bulunmus. Fst degeri 0,18881 ( P < 0.001) olarak hesaplanmustir (Tablo 17) .
Iskine Cyt-b verilerinden yapilan molekiiler varyans analizi sonucunda grup ici
varyasyon %92,64 ve gruplar arasit varyasyon ise %7,36 olarak bulunmustur.
Tim populasyonlar arasinda Fst degeri 0,07364 ( P < 0.001) olarak
hesaplanmustir (Tablo 22).

Filogenetik topolojilerin yapilandiriimasinda Cyt-b ve 16S sekans verileri ilk
olarak Maksimum parsimoni (MP) (Sekil 15), UPGMA (Sekil 16), NJ (Sekil
17)ve Maksimum olasilik (ML) (Sekil 18) dendogramlar1 bakildiginda tiirlerin
farklilagsmasi agik bir sekilde goriilmiistiir.

Bu ¢alismada Cyt-b sekans verilerinden elde edilen verilere gore iskine ile kotek
arasindaki genetik farklilik 0,079 olarak bulunmustur. Bununla birlikte
Tiirkiye’de bulunan diger tiir olan A. regius ile iskine arasindaki mesafe 0,076 ve
bu tiirin kotek ile mesafesi 0,077 olarak daha yakin oldugu bulunmustur. Yine
Genbank verilerinden elde edilen U. cirrosa ile iskine arasindaki mesafe 0,076
ve kotek ornekleri ile 0,077 olarak bulunmustur (Tablo 28).

Iskine populasyonun genetik yapisinin belirlenmesi i¢in mitokondriyal DNA’nin
tic farkli bolgesi (ND1, Cyt-b ve 16S) RFLP metodu ile calisildi. Populasyon
diizeyinde polimorfik yap1 gozlenememistir. Dolayisiyla iskine ve koteklerin

populasyon genetigi ¢aligilirken PCR RFLP kullanilmasi tavsiye edilmemelidir.



6. ONERILER

Diinya genelinde oldugu gibi Ulkemizde de molekiiler teknikler su iiriinlerinin ¢ok
degisik konularinda kullanilmaya baslanmistir. Sistemli bir sekilde elde edilen bilgilerin
daha sonraki caligmalar i¢in bir temel olusturabilmesi, gerek kaynak, gerekse zaman
israfindan kac¢inmak icin bu tiir caligmalarin belirli bir disiplin icerisinde yapilmasi
gerekmektedir.

Ulkemizde farkli birkag balik tiiriinde yapilmis filogenetik ¢alismalar mevcut iken
Sciaenidae’lerin populasyon genetigi ile ilgili Tiirkiye denizlerinde yapilmis herhangi
arastirma mevcut degildir. Ozellikle iilkesel ¢apta yiiriitiilecek ve ydntem birligi
olusturacak calismalara ihtiya¢ vardir.

Elde edilen bulgular tiiriin yetistiricilik ve baliklandirma gibi uygulamalarin da
genetik ¢esitliligin korunmast amaci ile kullanilabilir.

Tiirkiye sularinda bulunan Sciaenidae tiirlerinin tamami ve Ozellikle Akdeniz de
(Avrupa ve Afrika) dagilim gosterdigi diger kiyilarindan 6rneklerle filogenetik ¢aligmalar
detaylandirilabilir.

mtDNA bazi durumlarda popiilasyon diizeyinde ayrim saglayamayabilmektedir. Bu
nedenle Populasyon ¢aligmalar1 niikleer DNA belirtegleri ile yapilarak genetik yapilanma
detayli olarak ortaya konulabilir. Ilk etapta daha fazla 6rnekle daha ¢ok gen bdlgesinin

sekans analizi yapilarak tiir i¢1 ve tiirler aras1 yapilanma detayli olarak ortaya konulabilir.
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