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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

FIRAT NEHRI’NDE YASAYAN BARBUS VE LUCIOBARBUS CiNSIiNE AiT TURLERININ
MtDNA MARKORLER iLE FILOGENETIK ANALIZi

ELiF KORKMAZ

Harran Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Damisman: Dog¢. Dr. Arif PARMAKSIZ
YI1L:2022, Sayfa:50

Biyolojik cesitlilik dogada bulunan canlilarin farkliliklari, birbirleri ile iliskileri, ekolojik nisleri gibi
cesitliligi ifade eder. Biyolojik cesitlilik icerisinde genetik cesitlilik, tiir cesitliligi ve ekosistem
cesitliligi gibi kavramlar bulunmaktadir. Ekonomik 6neme sahip olan Cyprinidea familyasina ait bazi
tirleri cabuk biiylimeleri, yapay yolla dollenerek yetistirmelerinin kolayligi nedeniyle dogal
habitatlarindan farkli olarak bir¢ok bolgeye tasinmiglardir. Cyprinidae familyas1 6rnekleri arasinda
bulunan morfolojik farklilagmalar bu familya iiyelerinin taksonomik olarak siniflandirilmasinda bazen
yetersiz kalmaktadir. Bu familya {iyelerinin taksonomik olarak siniflandirilmasinin dogru bir sekilde
yapilabilmesi i¢in genetik 6zelliklerinin incelenmesi, filogenetik iligkilerinin belirlenmesi, tiirlerin
kokeninin belirlenmesi gibi ¢alismalara ihtiyag vardir. Ozellikle Barbus, Lucibarbus, Capoeta cinsleri
ve diger cinslerin tiir olarak gruplandirilmasinda ciddi sikintilar olusmaktadir. Calismamizda Barbus
lacerta, Luciobarbus esocinus, Luciobarbus kersin, Luciobarbus xanthopterus, Arabibarbus grypus,
Carasobarbus luteus tiirleri olmak {izere ekonomik degere sahip 6 tiir baligin mitokondri Sitokrom
oksidaz I (COI) ve Sitokrom b (cyt b) genleri baz alinarak filogenetik analizleri yapilmstir. Ozellikle
TUCN Kirmiz1 Liste kriterlerine gore tiir sayist bakimindan koruma durumunda olan Luciobarbus
esocinus, Luciobarbus xanthopterus ve Arabibarbus grypus tiirlerinin molekiiler ¢alismalar1 ¢ok
o6nemlidir. Caligma sonucunda bu alt1 tiire ait gen benzerlikleri ortaya ¢ikarilmistir. Mega formatina
gore komsu birlestirme agaglari olusturulmustur. Bu agaglara gore; dncelikle tiirler 2 kola ayrilmistir.
Bir kol tizerinde Luciobarbus ve Barbus cinsine ait tiirler, diger dalda ise Carasobarbus ve
Arabibarbus tiirleri ayrilmaktadir daha sonra ise Barbus ve Luciobarbus yine 2 kol iizerinden
ayrilmigtir. Buna gore Luciobarbus ve Barbus cinsleri birbirine daha yakin, diger tiirlere daha uzak

akrabadir.

ANAHTAR KELIMELER: Barbus, Luciobarbus, Sitokrom oksidaz | (COI), Sitokrom b (cyt b),
Filogenetik Analiz.
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Biological diversity refers to the diversity of living things found in nature, their relationship to each
other, ecological niches, as well as differences. APR. There are concepts such as genetic diversity,
species diversity and ecosystem diversity in biological diversity. Some species belonging to the
Cyprinidea family, which are of economic importance, have moved to many regions unlike their
natural habitats due to their rapid growth, the ease of their cultivation by artificial insemination, and
the ease of their cultivation. The morphological differences found among the specimens of the family
Cyprinidae are sometimes insufficient to decipher the taxonomic classification of the members of this
family. In order to correctly classify the members of this family taxonomically, studies such as
studying their genetic characteristics, determining their phylogenetic relationships, determining the
origin of species are needed. In particular, there are serious difficulties in grouping the genera Barbus,
Lucibarbus, Capoeta and other genera as species. In our study, Barbus lacerta, Luciobarbus esocinus,
you're luciobarbus credit, Luciobarbus xanthopterus, Arabibarbus grypus, Carasobarbus luteus 6 types
fish species that have economic value to the mitochondrial cytochrome oxidase | (COIl) and
cytochrome b (cyt B) gene based on phylogenetic analyses are reviewed. In particular, molecular
studies of the species Luciobarbus esocinus, Luciobarbus xanthopterus and Arabibarbus grypus,
which are in a state of conservation in terms of the number of species according to the IUCN Red List
criteria, are very important. As a result of the study, gene similarities belonging to these six species
were revealed. Neighboring join trees have been created according to the mega format. According to
these trees; firstly, the species is divided into 2 branches. On one branch, the species belonging to the
genera Luciobarbus and Barbus are separated, and on the other branch, the species of Carasobarbus
and Arabibarbus are separated, and then Barbus and Luciobarbus are again divided into 2 branches.
Accordingly, the genera Luciobarbus and Barbus are closer together and more distantly related to
other species.

KEY WORDS: Barbus, Luciobarbus, Sitokrom oksidaz |1 (COIl), Sitokrom b (cyt b), Phylogenetik

Parse.
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1. GiRiS Elif KORKMAZ

1. GIRIS

Biyolojik ¢esitlilik dogada bulunan canlilarin farkliliklari, birbirleri ile
iliskileri, ekolojik nisleri gibi cesitliligi ifade eder. Biyolojik cesitlilik icerisinde
genetik ¢esitlilik, tiir ¢esitliligi ve ekosistem cesitliligi gibi kavramlar bulunmaktadir.
Tirkiye, sahip oldugu cografik, iklimsel, jeolojik ve hidrobiyolojik kosullar
sebebiyle bircok tiir barindirmaktadir.

Biyogesitliligi korumak i¢in populasyonlardaki genetik ¢esitliligin korunmasi
gerekir. Avciligin asir1 yapilmasi, c¢evrenin c¢esitli sebeplerle bozulmasi gibi
nedenlerle canlilarin ¢ok fazla etkilendigi durumlarda genetik gesitliligin korunmasi
cok onemlidir. Baliklardaki genetik varyasyonlarin belirlenmesi ve bu varyasyonlarin

yapilacak caligmalarla desteklenmesi ¢ok dnemlidir (Eroglu, 2008).

Canliligin nereden geldigiyle ilgili insanoglunun meraki tarihin en erken
zamanlarinda baglamistir. Canlilar arasinda ¢ok fazla biyolojik ¢esitliligin bulunmasi,
cesitlilik ve farkliliklarin nereden geldigi bu merakin en 6nemli etkenidir. Bu meraki
¢ozmek i¢in en iyi bilimsel agiklama dogal seleksiyon olarak ifade edilmistir. Bilim
insanlar1 uzun zaman boyunca diinyadaki biyogesitliligi tanimak ve agiklamak i¢in
caligmalar yapmiglardir. Bilim insanlart canlilar1 benzerliklerine ve yasadigi
ortamlara gore gruplandirarak ilk siiflandirmayi yapmislardir. Zamanla canlilara ait
daha cok bilginin elde edilmesiyle bu bilgiler 1s1ginda siniflandirma kriterleri daha
bilimsel bir hale getirmistir. Sistematik biyolojinin ortaya c¢ikisi ile canlilarin
gruplandirilmasinda baska modeller olugsmaya baslamistir. Sadece morfolojik olarak
degil genetik c¢esitliliginde tanimlanmasiyla son yillarda yapilan ¢aligsmalarda
filogenetik akrabaliklara bakilarak canlilarin siiflandirilmasi amaglanmistir (Budak,

2007).

Hayvanlar aleminin omurgalilar subesinde yer alan baliklar taksonomik
aragtirmalara gore diinyada 34700 tirden olusmaktadir (Froese ve Pauly, 2021).

Bulunan yeni tiirlerle bu sayida siirekli artis olmaktadir. Tiirkiye’deki deniz balig tiir
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sayist 2014 yilinda 512 olarak belirtilirken (Bilecenoglu vd., 2014) yakin zamanda
eklenen yeni tiirler ile birlikte Tiirkiye’deki deniz balig1 tiir sayis1t 560 olmustur
(Froese ve Pauly, 2021). I¢ sularda ise tiir sayis1 370’1 asmustir (Cigek ve ark., 2015,
2016; Birecikligil ve ark., 2016).Tiirkiye i¢ sularindaki say1 son verilere gore 38

familyaya ait 387 tiir olup bunlarin 54 tanesi endemiktir (Froese ve Pauly, 2021).

Sulardaki balik tiirlerinin tanimlanmasi, miktarlarindaki degisimin belirlenmesi
ve ekolojik niglerinin tam olarak ortaya ¢ikarilmasinin balik¢iliga ve su yonetiminde
onemli bir rol oynayacagi kesindir (Cigek ve Birecikligil, 2015). Bir su ekosisteminin
genel durumunu degerlendirmek i¢in balik topluluklarimi kullanmak onemlidir.
Ciinkii baliklar su ekosisteminde meydana gelebilecek degisimlerde c¢ok iyi bir
indikator durumundadir. Baliklar su ekosisteminde uzun Omiirlii hayvanlardandir.
Baliklar ekosistem i¢inde bir dizi trofik seviyeden olusur ve su ortaminda besin
zincirinin en {ist basamagindadir. Baliklar karada yasayan canlilar i¢inde 1yi bir besin
kaynagidir. En Onemlisi de insanlar tarafindan tiiketilirler. Avcilik yontemleri ile

baliklarin toplanmasi ve 6zelliklerine gore kabaca tanimlanmasi kolaydir.

Cyprinidea familyas1 igerdigi tiir sayisindan dolayr zengin ve 6nemli balik
familyalarindan birisidir. 151 cinse ait 1682 tiir igermektedir (Froese ve Pauly, 2021).
Cyprinidea familyas1 bir¢ok arastirmaci tarafindan alt familyalara ayrilarak
simiflandirilmistir. Yapilan bu siniflandirmalar karmasik bir duruma neden olmustur.
Familyalarda bulunan tiirler arasindaki iligkiler tam olarak anlasilmamis olup farkli
arastirmacilar tarafindan degisik sekilde siniflandirmalar ileri siiriilmekte ve farkli alt
familyalar ve cinsler Onerilmektedir (Froese ve Pauly, 2021; Birecikligil, 2016).
Cyprinidea familyast Van der Laon vd. (2015) tarafindan 15 alt familya ile
degerlendirmektedir. Giderek gelisen molekiiler genetik teknikler Cyprinidae
familyasindaki iligkilerin ¢dzlimlenmesinde kullanighi yontemlerdir. Son yapilan
caligmalardan elde edilen sonuglar bir¢ok sistematik karigikligin kismen sonuca
ulastirmissa da pek cok tiir ve cins i¢in heniiz yeterli bilgi saglayamamistir.
Glinlimiizde kullanilan molekiiler teknikler, arastirmacilarin cyprinidae ¢esitliligi,
anatomi, biyoloji gibi verileri yorumlamada, taksonlarla ilgili literatiiriin gézden

gecirilmesinde ve sistematik verilerin aciklanmasinda uygulanmast gereken
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yontemlerdir (Froese ve Pauly, 2021; Birecikligil, 2016). Ekonomik éneme sahip olan
Cyprinidea familyasinin bazi {iyeleri ¢abuk biiyiimeleri, yapay ddllenme yoluyla
yetistirilmesinin nispeten kolay olmasi nedeniyle yasam alanlarinin disindaki bir¢ok

ilkeye yayilmislardir (Geldiay ve Balik, 2007; Birecikligil, 2016).

Cyprinidea familyasina ait tiirler hem akarsu hem de durgun sular gibi ¢ok
farkli habitatlarda yasarlar. Alg, biiyiik su bitkileri, planktonlar ve kii¢iik hayvanlar
ile beslenirler (Geldiay ve Balik, 2007). Cyprinidea familyas: iiyelerinde bas ¢iplak,
viicut ise sikloit tipteki pullarla ortiiliidiir. Sirtta tek dorsal yilizgegleri vardir. Ventral
yiizge¢ ise biitiin tiirlerinde abdominal tiptedir (Birecikligil, 2016). Genellikle
biyiksizdir ancak bazi iiyelerinde bir ¢ift veya iki ¢ift biyiga rastlanmaktadir.

Tiirkiye, sahip oldugu 7200 km’lik kiy1 seridi, 175000 km’yi asan akarsulari,
203000 hektara yakin dogal golleri ve 100000 hektarin iizerinde baraj golleri ile
biiyiik bir sucul biyogesitlilige sahiptir. Sucul potansiyel tam olarak ortaya

cikarilmamistir (Demirsoy, 2008).

Tiirkiyede Cyprinidae familyasina ait 63 tlir bulunmaktadir, bu tiirlerden 14
tanesi Luciobarbus cinsine ait, 10 tane Barbus cinsine ait,3 tane Carasobarbus cinsine
ait ve 1 tanede Arabibarbus cinsine aittir. Firat nehri 2815 metre uzunluga sahip olup

nehirde 13 familyaya ait 53 tiir balik bulunmaktadir (Froese ve Pauly, 2021).

Cyprinidae familyas1 iiyeleri hemen hemen biitiin i¢ sularda bulunan, c¢ok
yiiksek bir ekolojik toleransa sahip olan tiirlere sahiptir. Bir cok ¢alismanin konusunu
bu familyanm tiirleri olusturmaktadir (Bektas ve ark., 2011; Ozdemir, 2013;
Ozdemir, 2015; Hedayati ve ark., 2016; Levin ve ark., 2017; Gandlin ve ark., 2017).
Ozellikle balikgilik faaliyetlerinin artmasina paralel olarak bu familya {iyeleri hem
yetistirilme, hem i¢ sulara yavru olarak birakilip balik stoklarin belirlenmesi gibi
calismalarda kullanilmaktadir. Ozellikle i¢ sularda artan istilaci tiirlerin kdkeninin
belirlenmesi gibi ¢alisma alanlar1 da Cyprinidae familyas: ile yakindan iligkilidir.

Istilact tiirlere kars1 alinacak &nlemler ile endemik ve ekonomik degeri yiiksek olan
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tirlerin korunmasi i¢in baliklarin 6zelliklerinin tamamen bilinmesi 6nemli bir

etkendir.

Cyprinidae familyasi1 6rnekleri arasinda bulunan morfolojik farklilagmalar bu
familya {yelerinin taksonomik olarak smiflandirilmasinda bazen yetersiz
kalmaktadir. Bu familya iiyelerinin taksonomik olarak siiflandirilmasinin dogru bir
sekilde yapilabilmesi i¢in genetik 6zelliklerinin incelenmesi, filogenetik iligkilerinin
belirlenmesi, tiirlerin kokeninin belirlenmesi gibi ¢alismalara ihtiyag vardir. Ozellikle
Barbus, Lucibarbus, Capoeta cinsleri ve diger cinslerin tiir olarak
gruplandirilmasinda ciddi sikintilar olusmaktadir (Turan, 2004; Turan, 2008; Turan
ve ark., 2009; Motamedi ve ark., 2014; Ozdemir, 2015; Doadrio ve ark., 2016; Ren
ve Maylen, 2016; Khaefi ve ark., 2017; Ayata ve ark., 2017).

Canlilarin taksonomik ¢esitliligine iliskin bilgiler, cografik alanlarda tiir
cesitliligini ve yapilan c¢alismalart anlamak i¢in ¢ok Onemlidir. Mitokondri
DNA’smin bir bolgesinden elde edilen gen bolgesinin dizilerinden olusturulan gen
agaclarinda, belirli cografi bolgelerden bireyleri iceren ¢ok sayida kusak belirgin bir

sekilde goriilebilmektedir (Lawler ve Duda, 2017).

Cyprinidae ailesi i¢inde bulunan bazi tiirlerde agik morfolojik ayirt ediciligin
olmamas1 ve tanimlanan tiirler arasinda farkliliklarin bulunmasi1 ve morfolojik
gecislerin varligi nedeniyle bircok kompleks durum igermektedir. Bazi tiirler su anda
farkl1 taksonlar olarak kabul edilmektedir, ancak morfolojik karakterlerle
ayirt edilmeleri  genellikle  zordur ve birgok tir sinonim olarak ifade
edilmektedir. Cyprinidae ailesine ait barbus ve luciobarbus cinslerinin sistematiginin
degerlendirilmesi ve spesifik olarak farkliliklarini anlamak igin Firat Nehri’nde

bulunan 6rneklerden molekiiler verilerin incelenmesi bir gereklilik haline gelmistir.

Bu calismanin amaci;
- Firat Nehir sisteminde yasayan cyprinidae familyasina ait Barbus ve
Luciobarbus cinslerine ait tilirlerinden kas doku ornekleri alinarak molekiiler

gostergelerin kullanilmasiyla tiirlerin tanimlanmasi
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- Tirler arasindaki Taksonomik diizeylerin ortaya konulmasi

- Ekonomik degeri olan bu tiirlerin kiiltlir ortaminda yetistirilebilmesi i¢in temel
bazi bilgileri ortaya koymak

- Molekiiler ¢alismalardaki sekans analizinin 6grenilmesi

- Bu balik tiirlerinin neslinin tehlike altinda olmasi

- Literatiirdeki tartigmali tiirler hakkinda problemlerin muhtemel ¢oziimlerinin
ortaya konulmasi

- lleride yapilacak bir¢ok ¢alismaya temel olusturmasi amaglanmistir.

1.1. Mitokondriyal DNA

Mitokondriyal DNA (mtDNA) ile ilgili olarak bildiklerimiz azimsanmayacak
kadar ¢oktur. Baliklarinda ig¢inde yer aldig1 o6karyot hiicre tipine sahip organizmalarin
cogunda mtDNA kapali halkasal yapidaki ¢ift iplikten olusur. DNA replikasyonunda
oldugu gibi mtDNA replikasyonuda yar1 korunumlu olarak gergeklesir. Ancak
cekirdek DNA’s1 gibi protein sentezi ile ¢ok iliskili degildir. mtDNA’da 2 rRNA, 22
tRNA ve oksijenli solunumda gorevli olan 13 polipeptid kodlayan toplam 37 gen
oldugu belirtilmektedir. Okaryot hiicre tipine sahip olup mtDNA’s1 dogrusal olan
canlilarda vardir. Ornegin bazi silli tek hiicreliler. mtDNA, cekirdek DNA’sindan
cok daha kiiclik bir yapiya sahiptir. mtDNA replikasyonu prokaryot DNA
replikasyonunda oldugu gibi tek bir replikasyon orjininden baglayarak devam eder.
mtDNA’nin biiytikliigii canlilar arasinda degisiklik gosterir. Genellikle hayvanlar
aleminde mtDNA biiylikligii 16000 ile 18000 bg¢ arasindadir. Maya mantarlarinda
75000 bg¢ iken bitkilerde bu miktar ¢ok daha fazladir. Omurgali hayvanlarda
mitokondri organeli basina 5-10 DNA molekiilii varken bitkilerde 20-40 DNA
molekiilii vardir. Maternal kalitim gosteren mtDNA arasindaki farklhiliklar yalnizca
mutasyonlar ile ortaya c¢ikmaktadir. Canli gruplarindaki bazi istisnalar disinda
mtDNA’sinda intron bdolgeleri yoktur. mtDNA replikasyonu c¢ekirdek tarafindan
kodlanan enzimlerce yapilir. mtDNA yumurtada bulunup anneden kalitildig1 igin
annenin kdken sonucunu verir. Bu sebeple mtDNA’dan ¢ikarilan sonuglar canlinin
biitiin genom kokenini yorumlamakta kullanilmaz. mtDNA canli koékenlerinin

belirlenmesi, goc¢ yollarinin ¢ikarilmasi, adli tip, kanser arastimalari gibi bir¢ok
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calisma alaninda kullanilmaktadir (Klug ve ark., 2009; Rokas ve ark., 2003; Basaran,
2004; Brown, 1985; Bruford ve ark., 2003; Engstrom ve ark., 2007; Avise, 2004).

1.2. Neden mtCOlI ve cyt-b Genleri?

Calismada neden mitokondriyal DNA’nin COI (sitokrom oksidaz 1) ve
sitokrom b (cytb) kullandigimiz1 belirtecek olursak; Mitokondriyal DNA’da bulunan
Sitokrom oksidaz 1 (COI) ve sitokrom b (cyt-b) genleri en fazla korunan genlerdir.
Ayrica niikleotit substitiisyon (nokta mutasyonu) oraninin yakin tiirler ve ayni tiirde
bulunan farkli populasyonlarda bile ayirmaya yetecek ¢oziiniirliige sahip olmasi,
haploid kalitilmasi, mayoz bdliinme gegiremedigi igin sinirli rekombinasyona sahip
olmasi, calisilacak doku 6rnegi sinirli olsa bile her hiicrede birkag mitokondri ve her
bir mitokondride nispeten bol miktarda genomik kopyasinin bulunmasi, gene ait
evrensel primerlerin olduk¢a korunmus olmasi ve kriptik tiirlerinin belirlenmesinde
verimli bir sekilde kullanildigi ¢ok sayida calisma ile rapor edilmesi (Carvalho ve
Pitcher, 1995; Gray ve ark., 1999; Avise, 2004; Engstrom ve ark., 2007; Lazarova ve
ark., 2006; Croos ve Palsson, 2010; Keskin ve Atar, 2012; Keskin ve Atar, 2013;
Bucklin ve ark., 2011) seklinde siralabilir. Mitokondriyal DNA ve calistigimiz gen
bolgeleri Sekil.1.1.’de gosterilmistir.

12S
BNA f  D-loop

Sekil 1.1. Mitokondriyal DNA
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1.3. PCR Teknigi

PCR teknigi biyoteknoloji ¢alismalarinin en temel tekniklerinden biri olarak
gosterilmektedir. PCR teknigi ile arastirmacilar birgok avantaj elde etmektedirler. Bu
avantajlarin basinda; in vitro sartlarda yok denecek kadar az olan DNA dizilerinin bir
cok kopyasi yapilabilmesi, ¢cok kisa siirede PCR sonuglarinin elde etmesi, sonuglarin
dogrulugunun hizli bir sekilde degerlendirilmesi ile hata oraninin azaltilmasi ve
tekrarlanabilir olmasi sayilabilir. PCR, 1985 yilinda ilk kez Karry Mullis adindaki
aragtirmaci tarafindan calisilmis ve canli kalitsal materyallerinin incelemeleriyle
molekiiler biyoloji alanindaki calismalar i¢in 6nemli bir teknoloji olusturmustur.
Kisacas1 PCR, in vitro sartlarda canliya ait ana DNA {izerinde bulunan hedef genin
tekrar eden c¢esitli reaksiyon dongiileriyle, enzimler kullanilarak c¢ogaltiimaya
yarayan Ozel bir tekniktir. Yapilacak PCR dongiileri, reaksiyona eklenen karigimlarin
belirli sicakliklar arasindaki gegisler ile tamamlanir. Reaksiyonlar hangi sicaklikta ne
kadar siire ve ka¢ dongii olacagi thermal cycler cihazina yiiklenerek yapilmaktadir

(Klug ve ark., 2009; Uzmay, 2019).

PCR islemi 3 asamada yapilir. Kopyalanmak istenen DNA miktar1 bu

asamalarin tekrariyla belirlenir.

1. Asama: Cogaltilmak istenen DNA yiiksek sicakliga (90-95 °C) yaklasik 5 dakika

maruz birakilip denatiirasyonu saglanarak tek zincirli hale getirilir.

2. Asama: Cihazda sicaklik 50-70 °C arasimna diistirtilerek hedef DNA’nin uglarina
komplementer olan 15-30 niikleotitlik primerlerin ¢ogaltilacak tek zincirli olan
DNA’ya baglanmasi saglanir. DNA’ya baglanan primer pargalar1 ¢alisilan DNA’nin

sentezlenmesi i¢in baslangi¢ kismi olarak gorev alirlar.

3. Asama: DNA replikasyonunda gorevli olan ve yliksek 1siya dayanabilen Taq
polimeraz enzimi reaksiyona katilir ve DNA replikasyonu 70-75 °C arasindaki
sicakliklarda gergeklesir. Yiiksek 1s1ya dayanikli olan Taq polimeraz enzimi ortamda

bulunan serbest niikleotitleri 5> ucundan 3’ ucuna dogru ekleme yaparak uzamayi
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saglar. Boylece istenen DNA’nin ¢ift zincirli yeni kopyalarini meydan getirir.
Polimeraz zincir reaksiyonu, DNA c¢ift ipligi sayisin1 her dongii i¢in iki katina
cikmasimi saglar. Eski DNA zincirleriyle birlikte olusan yeni zincirlerde sonraki
asamalarda kalip olarak kullanildig1 i¢in PCR bir zincir reaksiyonudur. Ortalama 5
dakikalik dongii ¢ok defa tekrarlanarak 3 saatten kisa bir siirede 25-30 dongii
gerceklesir ve ¢ogaltilmak istenen DNA’nin miktar1 milyonlarca kat artar (Klug ve
ark., 2009).

1.4. Agaroz jel elektroforezi

Elektroforez; olusturdugu elektrik alani etkisiyle karisimlarda bulunan
molekiilleri molekiil biiyiikliigii eesasina dayanarak aymrma yontemidir. Jel
elektroforezi molekiil biyiikiliigline bagli olarak jel matriksinde bulunan
gozeneklere dayali olarak calisir. Gozeneklerde biiyilk molekiiller kiigiik olanlara
gore daha fazla tutulur. Jel elektroforezinde bantlar olusur. Olusan bu bantlar
niikleotitlere baglanan floresan bir boya ile boyanir. Jel eletroforezi ile niikleik asit
ve proteinlerin miktar ve monomer ¢esitleri belirlenebilmektedir (Klug ve ark.,

2009).

1.5. DNA Barkodlamanin Avantajlari

Hizli teshis ve tanimlama, Teshis edilecek canli grubunun uzmani olmayan
kisiler tarafindan da kullanilabilmesi, Ergin olmayan bireylerden ve/veya hayvanin
bir dokusundan teshisinin miimkiin olmasi, Kriptik tiirleri ayirabilmesi, Basit ve
giivenilir tanimlamasi ve 6zellikle morfolojik olarak ¢ok benzer tiirlerin ayrilmasinda

onemli avantajlar sunmaktadir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Diinya genelinde Cyprinidae familyasina ait tiirler ile ilgili bir¢ok c¢alisma
yapilmistir. Genelde Cyprinidae familyas ile ilgili ve 6zelde Barbus ve Luciobarbus
cinslerine ait tiirlerle ilgili yapilan cesitli calismalar kronolojik siraya gore asagida

verilmistir.

Barbus cinsinin 25 farkli popiilasyonunu g¢esitli kemik o6zelliklerine gore
incelenmesinin sonucunda Barbus cinslerinin Barbus ve Luciobarbus olarak iki farkli

grup olusturdugu belirmistir (Doadrio, 1990).

Kuzey Akdeniz Havzasinda bulunan Barbus tiirlerinin enzimatik ve niikleik
asit markorlerinin karsilastirmali analizi yapilarak, Barbus tiirlerinin ¢esitli evrimsel

dallar1 ve tatli su balik faunasinin ana go¢ yollar arastirilmistir (Berrebi, 1995).

Portekiz i¢ sularinda yasayan Leuciscus tiirleri arasindaki filogenetik iligkiler

Mitokondriyal DNA sit-b geni kullanilarak belirlenmistir (Brito ve ark., 1997).

Cyprinidae familyasina ait 29 tiiriin filogenetik iliskileri sitokrom b gen dizileri
karsilastirilarak incelenmis, Leuciscus cinsinin parafiletik (ortak atasi bilinen ancak
torunlar1 heniiz kesfedilmemis) oldugu belirlenmistir. Ozellikle cyrinid tiirlerinin

hibriditasyonu sorununa deginilmistir (Briolay, 1998).

Cyprinidae familyasina ait 106 taksonun filogenetik iligkileri, mitokondriyal
sitokrom b geninin tam niikleotid sekansina (1140 bp) dayanarak belirlenmis olup bu
calisma; Molekiiler filogeni, Cyprinidae familyasinin mevcut sistematigini gézden
gecirmek ve geleneksel sistematikte kullanilan morfolojik karakterlerin filogenetik

olarak desteklenmesini amaglamigtir (Zardoya ve Doadrio, 1999).
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Cyprinidae familyasina ait 35 tiirlin mitokondriyal kontrol bolgesi kullanilarak
elde edilen verilerin daha once kullanilan sitokrom b ve 16S rDNA verilerine gore

daha dogru ve saglam oldugu belirtilmistir (Gilles ve ark., 2001).

Orta Dogu ve komsu biyocografik alanlardan toplanan Cyprinidae familyasina
ait 62 tiir tam sitokrom b geni (1140 bp) kullanilarak filogenetik analizleri yapilmis
ve diger bazi bolgelerdeki baliklarla akrabalik iligkileri arastirilmistir (Durand ve
ark., 2002).

Akdeniz ¢evresindeki tatli sularda bulunan 64 Barbus tiiriniin filogenetik
iligkileri sitokrom b sekanslari kullanilarak degerlendirilmistir. Sonug¢ olarak bu
tiirlerin Barbus ve Luciobarbus olmak iizere iki ana soya ait oldugu belirlenmistir

(Tsigenopoulos ve ark., 2003).

Karadeniz  Bolgesinde  bulunan  akarsulardaki  Barbus  baliklarinin
filocografyasin1 degerlendirmek amaciyla mitokondriyal sitokrom b geni kullanilarak
DNA dizi analizi yapilmistir (Kotlik ve ark., 2004).

Asi  Nehri’ndeki Barbus cinsine bazi tiirlerin = sitogenetik analizinin
yapilmasiyla kromozom sayilar1 ¢ikarilmistir. Bu ¢alismada incelenen baliklarin
icerdigi diploid (2n) kromozom sayilari; Barbus rajanorumun kromozom sayisi
2n=125, Barbus longiceps’tin 2n=148 ve Barbus capito pectoralis’te 2n= 150
bildirilmistir (Turan ve ark., 2005).

Rize ve Artvin akarsularinda 238 Barbus tauricus 6rneginin morfolojik olarak

ozellikleri incelenmis ve aralarindaki farkliliklara bakilmistir (Verep ve ark., 2006).

Atatlirk Baraj Golii'nde yasayan Arabibarbus grypus (Tor grypus) tiiriiniin bazi
biyolojik 6zellikleri ile biiylime ve lireme 6zellikleri calisilmistir (Dogan, 2007).

10
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Barbus tiirlerinde yapilan ¢alisma ile sitokrom b primerleri gelistirilmis, bu
primerlerin populasyon ve tir diizeyinde yararli oldugu ve diger Cyprinidae

familyas: tiirlerinde kullanilabilecegi ifade edilmistir (Gante ve ark., 2008).

Atatlirk Baraj Golii'ndeki Luciobarbus mystaceus tiiriiniin esey dagilimi, yas,
agirlik ve boy iligkileri ile yumurta verimi gibi bazi biyolojik 6zellikleri ¢alisilmigtir
(Dortbudak, 2010).

Elaz1g Keban Baraj Golii'nde Luciobarbus esocinus tiiriiniin esey dagilimi,
yas, agirlik, boy, yumurta verimi gibi bazi biyolojik 6zellikleri ¢alisilmistir (Coban
ve ark., 2012).

Capoeta, Luciobarbus ve Barbus cinslerinin filogenetik iligkisi incelenmis
evrimsel filogenisini incelemislerdir. Capoetanin Luciobarbus cinsi i¢inde bir

monofiletik grup oldugu ilk kez ortaya koyulmustur (Levin ve ark., 2012).

Faddagh, M. S. 2016°da Irak sularindaki Luciobarbus xanthopterus’un genetik
cesitliligini ortaya ¢ikarmak i¢in ¢alisma yapmustir (Faddagh, 2016).

Barbus cinsi Cyprinidae familyasinda bulunan bir gruptur. Barbus cinsine ait
olan tiirler birbirinden farkli boylara sahiptir. Bu nedenle sistematik olarak ¢ok fazla
karigiklik yasanmaktadir. Barbus cinsi ile Luciobarbus, Carasobarbus, Arabibarbus
cinsleri yakin zamanda farkli cinsler olarak ayrilmistir. Bu nedenle bu tiirlerin

isimlendirilmesinde genellikle ¢eliskiler yasanmaktadir (Korkmaz, 2017).

Tirkiye’deki Barbus cinsine ait tiirlerle ilgili olarak sistematigin agiga
kavusturulmas: amaciyla filogenetik analizleri, metrik ve meristik Ol¢iimleri,
radyografi goriintiileri alinarak tiirler aras1 ve tiir i¢i varyasyonlarinin belirlenmesi

amaciyla ¢calisma yapilmistir (Korkmaz, 2017).

Firat ve Dicle nehirlerinde yasayan Barbus grypus (Heckel, 1843)
populasyonlarindaki genetik ¢esitlilik mitokondriyal DNA sitokrom ¢ oksidaz alt

11



2. ONCEKIi CALISMALAR Elif KORKMAZ

tinite I (mtDNA COI) gen bolgesinin dizi analizleri bakilarak yapilmistir (Parmaksiz
ve ark., 2017).

Luciobarbus esocinus tiiriiniin proteinlerinin patates ve musir cipsine eklenmesi

ile besin igeriginin zenginlestirilebilecegi ortaya konmustur (Kuzgun, 2017).

Keban Baraj Golii ve Karakaya Baraj Gollerinde bulunan Luciobarbus
xanthopterus ve Luciobarbus esocinus tiirlerinde agir metal miktarlar1 birbirleriyle
karsilastirilmistir (Diigiikcan ark., 2014, 2017).

Keban Baraj Goli’'nde yasayan Luciobarbus esocinus tiiriiniin disi ve erkek
bireylerinde karsilagtirmali olarak bazi i¢ organlar ve kas dokularinda oksidatif strese
bagli lipid peroksidasyonu ile, A, E, C vitaminleri ve p-karoten seviyeleri
arastirilmistir (Barata ve ark., 2017).

Keban Baraj Goli Kemaliye Bolgesinde ekonomik degere sahip olan
Luciobarbus xanthopterus ve Luciobarbus esocinus tiirlerinin yillik verimlilikleri

tespit edilmistir (Karlidag ve Duman, 2018).

Firat ve Dicle’de endemik olarak bulunan Arabibarbus grypus

poplilasyonlarinin genetik c¢esitliligi sitokrom b geni kullanilarak belirlenmistir

(Parmaksiz ve Seker, 2018).

Abbasi Dehkord, A. ve arkadaslar1 2018°de iran sazanlar1 olarak isimlendirilen
ve dogada iyi gelisim gosteren Luciobarbus esocinus, L. schejch, L. Xanthopterus ve
Tor grypus gibi bazi tiirlerin mitokondriyal durumunu arastirmislardir. Bu ¢alismada
sitokrom oksidaz alt birim (COI) gen dizileri kullanilarak bu baliklarin genetik
barkodu hazirlanmistir (Abbasi ve ark., 2018).

Firat ve Dicle nehir sistemlerinde bulunan Achantobrama marmid (Heckel,
1843)’in genetik cesitliligi MtDNA cyt b bolgesine bakilarak ¢ikarilmis ve 6nemli bir

veri seti olusturulmustur (Parmaksiz ve Altundag, 2018).

12
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Irak’taki Al-Diwaniya Nehri'nde bulunan Arabibarbus grypus (Heckel,
1843)'nin baz1 biyolojik ozellikleri incelenmis ve Arabibarbus grypus’un su
bitkileri, bocek ve alglerle beslenen omnivor bir tiir oldugu belirtilmistir (Al Jubouri
ve Mohamed, 2019).

Firat nehrinde bulunan Arabibarbus grypus’un igerdigi amino asit durumu
analiz edilmistir (Palali, 2019).

Balik viicudunda ¢evresel stresle ilgili ¢alismalarin temeli, bliylime hiz1 hayatta
kalma ve kan parametreleri diizeyidir. Aga mohammad ve arkadaslarinin yaptigi bir
caligmaya gore Sabut (Arabibarbus grypus)’un farkli tuzluluk seviyelerine sahip
sularda uygun biiylime ve hayatta kalma durumu ile fizyolojik toleransi belirlenmis
ve tuzluluk stresinin kan parametreleri tizerindeki etkisini aragtirillmistir (Aga

mohammad ve ark.,2019).

Karakaya Baraj Goéli’nde avlanan balik tiirleri ve miktarlar1 ile yillik balik

verimlilikleri tespit edilmistir (Dartay, 2019).

Keban Baraj Golii’nde Luciobarbus mystaceus (Pallas, 1814) ve Luciobarbus
esocinus (Heckel, 1843) tiirlerinde bulunan parazitler belirlenmistir (Aktiirk ve ark.,
2020).

Asi Nehrinde bulunan Luciobarbus pectoralis tiiriiniin biiyiime ve stok

durumunu belirlemek amaciyla boy-agirlik ve boy-boy iligkileri tespit edilmistir

(Ergiiden, 2020).
Arabibarbus grypus’un larval donemden itibaren morfolojik degisiklikleri

incelenmis ve baligin gosterdigi gelisim, pigmentlesme ve avlanma becerileri ele

almmustir (Soleimanian ve ark, 2021).

13
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3. MATERYAL ve YONTEM

Calisma materyalini olusturan Barbus cinsine ait bireyler, 2020-2021 yillarinda
Adiyaman/Merkez, Adiyaman/ Kahta, Adiyaman/Samsat, Sanlurfa/Bozova,
Sanlwrfa/Hilvan ve Sanlurfa/Siverek’te balik¢1 tezgahlart ve yore balikel
teknelerinden alinmustir (Sekil 3.1. ve Sekil 3.2.).

Sekil 3.1. Balik¢ilardan analiz edilmek {izere alman Luciobarbus xantopterus tiirii.

14
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Sekil 3.2. Balikgilardan alinan baliklar

3.1. Caliyma Materyali Olan Baliklarin Sistematikteki Yeri

Inceledigimiz baliklarin sistematikteki yeri, Cicek ve ark. (2020) ye gore
asagida verilmigstir. Ayrica baliklarin endemiklik durumu ve IUCN Kirmizi Liste
kriterlerine gore tiir sayist bakimindan koruma durumlarida yanlarinda parantez

i¢inde belirtilmistir.

Alem: Animalia

Sube: Chordata

Alt Sube: Gnathostomata

Ustsimf: Pisces

Sinif: Osteichthyes

Altsimif: Actinopterygii

Usttakim: Teleostei

Takim: Cypriniformes

Alttakim: Cyprinoidei

Familya: Cyprinidae (Rafinesque, 1815)
Altfamilya: Barbinae (Bleeker, 1859)
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Cins: Barbus

Tiir-1: Barbus lacerta (Heckel, 1843). Endemik Degil-(LC), Lizard barbel/Biyikli
balik

Tiir-2: Luciobarbus esocinus (Heckel, 1843).Endemik Degil-(VU) Pike barbel
Tiir-3: Luciobarbus kersin (Heckel, 1843).Endemik Degil- (DD) Kersin barbel/
Kersin balig1

Tiir-4: Luciobarbus xanthopterus (Heckel, 1843). Endemik Degil-(VU), Maya baligi

Alt Familya: Torinae (Karaman, 1971)

Cins: Tor

Tiir-1: Arabibarbus grypus (Heckel, 1843). Endemik Degil-(VU), Shabout/Saput,
sabot

Tiir-2: Carasobarbus luteus (Heckel, 1843). Endemik Degil-(LC), Bizir

IUCN Kirmuz1 Liste Kkriterlerine gore tiir sayis1 bakimindan cahstigimiz
baliklarin koruma durumlari

Cizelge 3.1. IUCN (International Union for Conservation of Nature) verilerine gore koruma durumlari

VU = Zarar Gorebilir

LC = En Az Endise Verici

DD = Veri Yetersiz

Cizelge 3.1.’de caligilan tiirlerin IUCN (International Union for Conservation
of Nature) verilerine gore koruma durumlar verilmistir. Buna gore; Luciobarbus
esocinus, Luciobarbus xanthopterus ve Arabibarbus grypus tiirleri IUCN verilerine

gore Zarar gorebilecek olan hassas tiirlerdir.

3.2. Calismada Kullanilan Baliklar

3.2.1. Arabibarbus grypus (Gray, 1883)

[k bulunus yeri: Dicle (Musul)
Tirkge isim: Biyikli balik, Saput

Sinonimleri: Barbus grypus Heckel, 1843, Labeobarbus kotschyi Heckel, 1843,
Barbus kotschyi, Gunther 1874
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Sekil 3.3. Arabibarbus grypus’un genel viicut goriiniimii (Orjinal)

3.2.2. Carasobarbus luteus (Karaman, 1971)

[k bulunus yeri: Asi nehri
Tiirkge isim: Bizir

Sinonimleri: Systomus luteus Heckel 1843, Systomus albus Heckel 1843, Barynotus
luteus Gunther 1874, Barbus luteus Berg 1949

Sekil 3.4. Carasobarbus luteus’un genel viicut goriiniimii (Orjinal)
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3.2.3. Barbus lacerta (Heckel, 1843)

[k bulunus yeri: Halep
Tiirkge isim: Biyikli balik

Sinonimleri: Barbus plebejus lacerta Heckel, 1843, Barbus scincus Heckel, 1843,
Barbus cyri De Filippi, 1865, Barbus caucasius Kessler, 1877, Barbus angustatus
Kamensky, 1899, Barbus armenicus Kamensky, 1899, Barbus bortschalinicus
Kamensky, 1899, Barbus sursunicus Kamensky, 1899, Barbus toporovanicus
Kamensky, 1899.

Sekil 3.5. Barbus lacerta’nin genel viicut goriiniimii (Orjinal)

3.2.4. Luciobarbus xanthopterus (kiipeli)

[k bulunus yeri: Halep

Tiirkge: kiipeli, kersit
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Sekil 3.6. Luciobarbus xantopterus 'un genel viicut goriiniimii (Orjinal)

3.2.5. Luciobarbus esocinus (Turna)

Sekil 3.7. Luciobarbus esocinus’un genel viicut gériniimil (Orjinal)

3.2.6. Luciobarbus kersin

Sekil 3.8. Luciobarbus kersin’in genel viicut goriiniimii (Orjinal)
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3.3. Balik Orneklerinin Toplanmasi

Calisma materyalini olusturan baliklarbalik¢ilardan alindiktan sonra soguk
zincir yoluyla Harran Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimiinde
bulunan laboratuvara getirlmistir. Oreneklerin bir kismi soguk zincir yoluyla
laboratuvara getirilmis ve bir kismida arazide drneklenmistir (Sekil 3.9). Ornekleme
pektoral yiizgeglerinin baglandigi kas doku ve ¢evre kaslardan bir miktar kas dokusu
steril bir makas yardimiyla alinarak % 96 etil alkol eklenmis 1.5 ml ependorf tiiplere

konmus ve izolasyon siirecine kadara +4 °C’de buzdolabinda bekletilmistir.

Sekil 3.9. Baliklardan kas dokunun alinmasi (a) ve ependorf tiiplere koyulmasi (b)

3.4. DNA Ekstraksiyonu

Calismada yapilan DNA Ekstraksiyonu; Thermo Scientific Gene JET
Genomic DNA Purification Kit’i kullanilarak yapilmustir. Uretici firmadan temin
edilen kitte bulunan protokol ¢alismaya en uygunsekilde kullanilarak DNA’lar1 elde
edilmistir. Kit protokolii aslina uygun olarak asagidaki gibi uygulanmustir:
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Hassas terazide baliklardan alinan kas ornekleri pecete ile kurutulduktan
sonra 20 mg olarak tartilmistir. Daha sonra kas 6rnegi olan doku saf suda bekletilmis
ve tekrar kurutulup buz kalibi iizerinde doku dévme islemi yapilarak doku iyice
par¢alanmustir. Pargalanan doku 1,5 mI’lik mikro santrifiij tiipiine (Isolab ETTP0003)
konulup tizerine 180 pl Digestion soliisyon ve 20 pl Proteinaz K soliisyonu
eklenmistir. Daha sonra pipetleme islemi yapilarak 15-30 dakika vorteks cihazinda
homojen bir karisim haline gelmesi saglanmistir. Homojen hale getirilen doku
56 °C’de 3 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sirasinda vorteks veya 37 °C’ye
ayarlanmig su banyosu kullanilmistir. Elde edilen karigima 20 pul RNase eklenerek
tekrar vortekslenmis ve 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. 200 pl Lysis
Solution eklenerek 15 saniye vorteksleme islemi yapilmis ve yarim saat buz lizerinde
ornekler bekletilmistir. Uzerine 400 ul % 50 Ethanol eklenip, pipetlenerek
vorteksleme islemi yinelenmistir. Karistm Genomic DNA Purification Colomn
tiipline transfer edilerek 1 dakika 6000 devirde santrifiij yapilmistir. Altta toplanan
siviyla birlikte tiipte atilmistir. 2 ml’lik tiipe Genejet Genomic DNA Purification
Colomu yerlestirilmistir. Her kullanimda kapak sikica kapatilmistir. 500 pl Wash
Buffer | eklenerek 1 dakika 8000 devirde santrifiijlenmis ve altta kalan sivi
dokiilmiistiir. Daha sonra 500 ul Wash Buffer 11 eklenmis ve 3 dakika 12000 devirde
santrifiijlenmistir. Column yeni bir 1.5 ml’lik tiipe aktarilmistir. 200 pul Elution
Buffer column‘un merkezine dokiilerek 2 dakika oda sicakliginda bekletilmis ve
sonrasinda 1 dakika 8000 devirde santrifiij islemi gergeklestirilmistir. Purification

column’u atilirak Purifiye DNA -20 °C ‘ye konulmustur.

3.5. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Uygulamasi

PCR islemi Klug ve arkadaglarinin 6nerdigi yonteme gore 3 asamada yapildi.

Kopyalamak istedigimiz DNA miktar1 bu asamalarin tekrariyla belirlenmistir.

1. Asama: Cogaltilmak istenen DNA yiiksek sicakliga (90-95 °C) yaklasik 5 dakika

maruz birakilip denatiirasyonu saglanarak tek zincirli hale getirilir.
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2. Asama: Cihazda sicaklik 50-70 °C arasina diisiiriilerek hedef DNA’nin uglarina
komplementer olan 15-30 niikleotitlik primerlerin g¢ogaltilacak tek zincirli olan
DNA’ya baglanmasi saglanir. DNA’ya baglanan primer parcalar1 ¢alisilan DNA nin

sentezlenmesi i¢in baslangi¢ kismi olarak goérev alirlar.

3. Asama: DNA replikasyonunda gorevli olan ve yiiksek 1stya dayanabilen Taq
polimeraz enzimi reaksiyona katilir ve DNA replikasyonu 70-75 °C arasindaki
sicakliklarda gergeklesir. Yiiksek 1s1ya dayanikli olan Taq polimeraz enzimi ortamda
bulunan serbest niikleotitleri 5> ucundan 3’ ucuna dogru ekleme yaparak uzamayi
saglar. Boylece istenen DNA’nin ¢ift zincirli yeni kopyalarini meydan getirir.
Polimeraz zincir reaksiyonu, DNA ¢ift ipligi sayisin1 her dongii i¢in iki katina
cikmasini saglar. Eski DNA zincirleriyle birlikte olusan yeni zincirlerde sonraki
asamalarda kalip olarak kullanildigi i¢in PCR bir zincir reaksiyonudur. Ortalama 5
dakikalik dongii ¢cok defa tekrarlanarak 3 saatten kisa bir siirede 25-30 dongi
gerceklesir ve ¢ogaltilmak istenen DNA’nin miktar1 milyonlarca kat artar (Klug ve
ark., 2009).

Yaptigimiz ¢alismada kas 6rneklerindeki mtDNA COI gen bélgesini gogaltmak
i¢in kullandigimiz primerlerin dizileri Darabi ve arkadaslarinin 2014 yilinda yapmis
oldugu calismadan alinmistir. Primer dizileri asagida verilmistir:

COI-625F:5’- TCA ACC AAC CAC AAAGAC ATT GGC AC-3
COI-625R:5- GACTTC TGG GTG GCC AAAGAATCA-3»

Yaptigimiz ¢aligmada kas Orneklerindeki mtDNA cyt-b bolgesini ¢ogaltmak
icin kullandigimiz primerlerin dizileri ise Briolay 1998 yilinda yapmis oldugu
calismadan alinmis olup asagida verilmistir:

L15267 F: 5-GTT TGATCCCGT TTC GTG TA-3

H15891 R: 5'-AAT GAC TTG AAG AAC CAC CGT-3'
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Bu calismamizda PCR islemi BIO-RAD T100™ Thermal Cycler cihazi

kullanilarak gergeklestirilmistir.

Bu c¢alismada yapilan PCR kosullar1 sirasiyla:
1.95 °C sicaklikta 3 dakika siiren ilk denatiirasyon,
2.95 °C sicaklikta 30 saniye ikinci denatiirasyon,
3.62 °C sicaklikta 45 saniye siiren baglanma asamasi,
4.72 °C sicaklikta 1 dakika sitiren uzama asamasi Olmak iizere toplamda 35
dongii gerceklestirilmis.
5.Son olarak ornekler 72 °C sicaklikta 10 dakika siire tutulmus ve islem

sonlandirilmistir.

PCR cihaz ile yapilan ¢ogaltma islemlerinde kullanilan DNA’nin miktar1 ile
kimyasallarin derigimleri ve primerlerin baglanma sicakliklar1 PCR cihazinda
optimize edilmistir. Calistifimiz bolgenin cogaltilmasinda kullandigimiz PCR
karisimi; toplam olarak 25 ul olacak sekilde; 15.09 ul dH20, 2.5 ul 1x PCR buffer, 2
pl MgClz, 0.5 pul dNTPs, 1 pl primer (F+R), 0.1 pl Taq polimeraz ve 30 ng/ul
template DNA seklindedir. PCR basamagindan sonra elde edilen tirtinlerin kontrolii
icin % 1.5 agaroz jel kullanilmistir. Calismamizda kullandigimiz PCR cihaz1 Sekil

3.10.’da verilmistir.
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BI/1O RAD T100" Thermal Cycler

Sekil 3.10. Calismada kullanilan PCR cihazi

3.6. Agaroz Jel Elektroforezi

Jel hazirlama islemi su sekilde gergeklestirilmistir: Agaroz jel iistiine TBE
eklenerek mikro dalgada isitilmis daha sonra jel’e Syber Green eklenerek tank’a
aktarilmistir. Sonrasinda ise PCR {iriinleri kuyucuklara yliklenmigtir. Sekil 3.11.°de

PCR iirlinlerinin agaroz jel kuyucuklarina yiiklenmesi gosterilmistir.
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Sekil 3.11. PCR iiriinlerinin agaroz jel kuyucuklarina yiiklenmesi

SYBR Green ekledigimiz agaroz jeli, 0.5x TBE (Tris/Borik asit/EDTA
Tamponu) soliisyonu i¢eren tanka yerlestirerek PCR’da elde etigimiz tirtinlerimizden
2 ul kuyulara yiikledikten sonra 100 V elektrik akiminda 30 dakikalik siire yiirtiterek
ultraviyole (UV) 151k veren goriintiileme cihazinda gorintiiledik. Sekil 3.12.’de UV
goriintlileme  cihazi  gosterilmistir.  Boylece PCR  isleminin  gergeklesip
gerceklesmedigi belirlenmistir. Jelde goriintiilenen 6rnekler, 6nce PCR saflagtirma

islemine tabi tutulmus daha sonra da dizileme islemine ge¢ilmistir.
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Sekil 3.12. UV altinda iirlinler igin goriintiileme cihazi

Jel fotograflar1 Biolab jel goriintiilleme cihazinda ¢ekilmis, 6rnek olarak ¢ekilen

bir jel goriintiisii Sekil 3.13.’te verilmistir.
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Sekil 3.13. DNA 6rneklerinin COI PCR sonuglari (L: Leader, bg: Baz ¢ifti)

3.7. DNA Dizileme

Elde ettigimiz PCR iriinlerini ticari firmaya gondererek 3500 XL Genetic
Analyzer (Thermo Fisher Scientific) adli cihazda dizi analizinin yapilmasi
saglanmigtir. Calismamizda kullandigimiz gen bolgesinin yiikseltgenmesinde yapilan
PCR kosullar1 Cizelge 3.2.’de ve PCR i¢in kullanilan karigimlar ise Cizelge 3.3.’te

verilmigtir.

Cizelge 3.2. mtDNA COI-625 primerinin yiikseltgenmesinde uygulanan PCR kosullar1

Basamak Sicaklik Siire Dongii sayisi
Denatiirasyon 95 °C 3 dakika 1
Denatiirasyon 95 °C 30 saniye

Baglanma 62 °C 45 saniye 35

Uzama 72 °C 1 dakika 1

Final Uzama 72 °C 10 dakika

Cizelge 3.2.’de verilen kosullardan 6nce PCR cihazinda baglanma sicakliklari
62 °C — 69 °C arasinda ayarlanmis, dongt sayis1 da 30-40 arasinda ayarlanarak

optimizasyonu yapilmistir. Primerin en iyi baglandig1 ve iirlinlin en fazla olustugu
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baglanma sicakliginin 62 °C oldugu ve dongii sayisinin ise bu sicaklikta 35 oldugu

gbzlemlenmistir.

Cizelge 3.3. mtDNA COI-625 primerinin yiikseltgenmesinde kullanilan PCR kangimi

Kimyasallar 1x
dH20 15.9 pl
Buffer (Tag buffer) 2.5yl
MgCl 2.0 ul
Dntp 0.5 yl
Primer (i+G) 1.0 pl
DNA 3l
Taq polimeraz enzimi 0.1yl
Toplam 25yl

Farkli derisimlerde optimizasyon gerceklestirilmis ve en iyi liriiniin olustugu

derisimlerin Cizelge 3.3.’teki gibi oldugu gézlemlenmistir.

Elde edilen diziler, GenBank’a (niikleotit dizileri ve protein kodlarinin yer
aldigi, acik erisim bir veri tabani) yiikklenmistir. GenBank, National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi) tarafindan
saglanmaktadir. Sadece orijinal diziler GenBank’a kabul edilir ve dizilere ait erigim
numaralar1 (Accession Number) belirlenir. Bu ¢alismada elde edilen mtDNA sekans

bilgileri GenBank’a islenerek erisim numaralar1 alinmistir.

3.8. mtDNA COI Dizilerinin Analizi

Dizilerin analizinde 6ncelikle, ticari firmadan gelen mtDNA dizilerinin ham
verileri Chromas-Pro v2.0.1 (Technelysium Pt Ltd) programi ile degerlendirilmis,
ileri ve ters PCR primerleri ile elde edilen mtDNA COI gen bolgesine ait diziler,
BioEdit software version 7.2.5 programi ile goriintiilenmistir. Daha sonra bu dizilerin
hizalamas1 i¢in Clustal W c¢oklu dizi hizalama programi (Clustal W multiple
sequence alignment program) kullanilarak hizalama islemi yapilmistir. Go6z ile
bakilarakta kontrol edilen hizalama dizileri arasindaki uzunluklara ait farkliliklar
dikkate alinmis ve orneklerin baslangi¢ ile sonlanma kisimlarindan hizalama islemi
tekralanarak diziler yapilacak analizlere hazir hale getirilmis ve FASTA formatinda

kaydedilmistir.
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Cizelge 3.4. COI mega degerleri Cizelgesi
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Cizelge 3.4’te mtCOI geninin mega degerleri verilmistir. Bu degerlere gore

filogenetik iliskiler ortaya c¢ikarilmistir.

Calismamizda elde ettigimiz filogenetik analizler K2 parametresi ile Komsu
birlestirme agact (Neighbor Joining Tree) modeline gore MEGA X programinda
gerceklestirilmistir. Buna gore filogenetik aga¢ olusturulmustur. Filogenetik agadta
nodlarin (agag¢ kollarinin) giivenirligini test etmek icin ise Bootstrap testi (1000

tekrarl) kullanilmistir.

3.9. mtDNA istatistik Veri Analizleri

3.9.1. Komsu birlestirme agaci (Neighbour Joining Tree) analizi

Tiirler arasindaki genetik uzakliklarin belirlenmesi i¢in farkli metodlar
kullanilabilmektedir. Bu metodlara goére de canlilar arasindaki yakinliklar
belirlenebilmektedir. Komsu Birlestirme Agaci (Neighbour Joining Tree) canlilar

arasindaki genetik mesafelerin gorsellestirilmesi amaciyla gizilmektedir.

3.10. mtDNA Cyt-b Dizilerinin Analizi

Dizilerin analizinde 6ncelikle, ticari firmadan gelen mtDNA dizilerinin ham
verileri Chromas-Pro v2.0.1 (Technelysium Pt Ltd) programi ile degerlendirilmis,
ileri ve ters PCR primerleri ile elde edilen mtDNA Cyt-b gen bolgesine ait diziler,
BioEdit software version 7.2.5 programi ile goriintiilenmistir. Daha sonra bu dizilerin
hizalamas1 i¢in Clustal W c¢oklu dizi hizalama programi (Clustal W multiple
sequence alignment program) kullanilarak hizalama islemi yapilmistir. Go6z ile
bakilarakta kontrol edilen hizalama dizileri arasindaki uzunluklara ait farkliliklar
dikkate alinmis ve orneklerin baslangi¢ ile sonlanma kisimlarindan hizalama islemi
tekralanarak diziler yapilacak analizlere hazir hale getirilmis ve FASTA formatinda

kaydedilmistir.
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Cizelge 3.5. Cyt-b mega degerleri Cizelgesi

Tar Luciobarbus Luciobarbus | Luciobarbus Barbus Arabibarbus Carasobarb
ler xanthopterus kersin Esocinus lacerta Grypus us luteus
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78 |78 |78 |78 |78 |78 (81 |81 |81 (81 |98 |89 |00 |00 |00 |00

01 (01 (01 |(01(|01|021|01|02101|01}01]|0,1(00|00/|00]0,0(0,0
81 |81 (81 |86 (86 |86 |83 |83 (83 |83 |92 |89 |50 (50 |50 |50 |50

01|01 |01 (01|01|01(01|01|01(021|0,1(01(00|0,0/|0,0({00/0,0(0,0
81 |81 (81 |86 (86 |86 |83 |83 (83 |83 |92 |89 [50 |50 |50 |50 (50 |00

01 (01 (01 |01(|01|01|01|01(01|01|01(01]00(00]|00]|00]00(00 |00
81 |81 (81 |86 (86 |86 |83 |83 (83 |83 |92 |89 |50 (50 |50 |50 {50 (00 |00

Arabibarbus grypus

Carasobarbus

luteus

Cizelge 3.5.te mt Cyt-b geninin mega degerleri verilmistir. Bu degerlere gore

filogenetik iligkiler ortaya ¢ikarilmistir.

Calismamizda elde ettigimiz filogenetik analizler K2 parametresi ile Komsu

birlestirme agaci1 (Neighbor Joining Tree) modeline gore MEGA X programinda
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gerceklestirilmistir. Buna gore filogenetik aga¢ olusturulmustur. Filogenetik agadta
nodlarin (aga¢ kollarmin) giivenirligini test etmek icin ise Bootstrap testi (1000

tekrarl) kullanilmastir.
3.11. mtDNA Iistatistik Veri Analizleri
3.11.1. Komsu birlestirme agaci1 (Neighbour Joining Tree) analizi
Tiirler arasindaki genetik uzakliklarin belirlenmesi i¢in farkli metodlar
kullanilabilmektedir. Bu metodlara gore de canlilar arasindaki yakiliklar

belirlenebilmektedir. Komsu Birlestirme Agacit (Neighbour Joining Tree) canlilar

arasindaki genetik mesafelerin gorsellestirilmesi amaciyla ¢izilmektedir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Mitokondriyal COI Geni Ile ilgili Bulgular

COI-625 promotor bolgesine ait 620 bg’lik bolge PCR  kosullarinin
optimizyanundan sonra ¢ogaltilmistir. PCR sonunda yiikseltgenen COI-625
bolgesine ait bant varliginin gbzlenmesi amaciyla % 2’lik agaroz jel kolonlart
hazirlanarak kullanilmigtir. SYBR Green ekledigimiz agaroz jeli, 0.5x TBE
(Tris/Borik asit/EDTA Tamponu) soliisyonu iceren tanka yerlestirerek PCR’da elde
etigimiz triinlerimizden 2 pl kuyulara yiikledikten sonra 100 V elektrik akiminda 30
dakikalik siire yiiriiterek ultraviyole (UV) 151k veren goriintilleme cihazinda

goriintiiledik.

Sekillerde her tiire ait 6rnekleri PCR sonrasinda agaroz jel iizerinde marker ile
beraber yiiriitiip, olusan triinlerin ne kadar uzun oldugunu tahmin ettik. Hedef bolge
ortalama 600 - 700 bg¢ uzunlugunda oldugundan dogru bdlgenin yiikseltgenmis
olduguna karar verdik. Bu islemden sonra Ornekler dizi analizine gonderilmistir.
Gelen sonuglar Chromas-Pro bilgisayar programi kullanilarak baz cinsinden dizilere
doniistiiriilerek Bioedit bilgisayar programi yardimiyla bu diziler gen bankasindan

alinan referans dizilerle karsilastirilmistir.
4.1.1. COI sekans goriintiisii
Sekil 4.1.deki 6rnekte incelenen bireylerin gen dizilerinin analizinin sonucu

Chromas-Pro bilgisayar programinda elde edilen goriintiisii gosterilmistir. Chromas-
Pro programi ile elde edilen baz dizilerindeki pikler dikkatli bir sekilde incelenmistir.
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File Edit View Finch Help
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Sekil 4. 1.°de COI bolgesine ait pikler goriilmektedir. Bu piklere bakarak
Sekil 4.2.°de incelenen bireylerin gen dizilerinin analiz sonuglar1 Bioedit

bilgisayar programinda goriintiilenerek gdserilmistir. Buna gore olusan tiim bireylere
ait sekanslar siralanmaktadir. Bireylerin niikleotit benzerlikleri ve farkliliklar

Sekil 4.1. COI sekans goriintiisii
sekanslarin
doniistiiriilmektedir.

4.1.2. Bioedit goriintiisii
belirlenmistir.

Vertical
Scale
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yFMe Edit Sequence Alignment View Accessory Application RNA  World WideWeb  Options Window  Help - 8%
B0

H ’W‘ mB 22 total sequences

ModeW ge\eclion‘ﬂ Sequence Mask: Hore St ;

‘asiion Numbering Mask: None ler &t
210 IT 4o+ BEEIIBER T GuE N
AR R L R LR R L R L L R R R RNy L R LR R KRR R R R RV RR RN KRR ERRRT I
- 40 30 60 70 80 50 100 110 120 130 140 150 160~
1-Lucioharbus zanthopte GCCAACCCGGAT AT T AGGTGA TG AT CA AR T TTAT A TG T AT TG TACT Ge T CACGCCTTCaTGAT AR TCT T TTTATAGTARTGCCTATTCTAATTGGGEGATTTGEGRACTGACTTGTAC
2-Tuciobarbus HAIE DT v v v v e e e e e e

3-Luciobarbus xanthopte -
4-Tucicharbus kersin
5-Luciobarbus kersin
G-TUCLORATIUS EEISIN s vevsrasntnnoneansussssanuanaosansetsnssnsossssasussassastntssssnsnsinins
14 Tucicharbus es0cinus -« -« e
15 TUCIODATHUS ESOCIIUS [« v v o v Tt et e e ca i unua s s s e s iaua s s s s snaunususssssnnasnssnsssssnennsnssssnnssusnsasissnnsnnsesinsnsnnnns
16 Lucicharbus esocinus|e«««««« e et e eta e an s e st a e e s e e s e e e e s e e s e e s e a e se e a e
17 Lucicharbus esocinus
18 Lucicharbus esocinus ---
19 Lucicharbus esocinus)---
20 Barbus lacerta

21 Barbus lacerta

>Arabibarbus grypus-1
>Arabibarbus grypus-2
Arabibarbus grypus-3
>Arabibarbus grypus-4
Arabibarbus grypus-5
»Carasobarbus luteus-1 ---
»Carasobarbus luteus-2 |...
Carascbarbus_luteus-3

O T O R R R N S S S

Sekil 4.2. COI geni Bioedit Goriintiisii

Firat nehrinden alinan 2 Barbus ve 4 Luciobarbus tiiriine ait 22 6rnekte
yaklasik 600-700 b¢’lik mtDNA COI bolgesinin dizi analizi yapilmis ve Luciobarbus
xanthopterus tiirtine gore 106 degisken bolge espit edilmistir. Bu bolgeye ait
niikleotit farkliliklar1 Cizelgeda gosterilmektedir.

4.1.3. Mega fotografi

Barbus ve Lucibarbus cinslerine ait 6 tire ait 22 farkli bireyden elde edilen

COI genine ait Mega fotografi Sekil 4.3.’te verilmistir.
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P4 WX: Alignment Explorer

Data Edit Search Alignment ~ Web Sequencer Display Help
OsB=EAmEreri «0XxBxa+Har @392

DNA Sequences  Translated Protein Sequences

Species/Abbry

1. 1-Luciobarbus_xanthopterus
2. 2-Luciobarbus_xanthopterus
3. 3-Luciobarbus_xanthopteru:
4. 4-Luciobarbus kersin

5. S-Luciobarbus kersin

8. B-Luciobarbus kersin
7.14_Luciobarbus_esocinus
8. 15_Luciobarbus_esocinus.
9. 16_Luciobarbus_esocinus
10. 17_Luciobarbus_esocinus
11. 18_Luciobarbus_esocinus
12.19_Luciobarbus_esocinus
13. 20_Barbus_lacerta
14.21_Barbus_lacerta

15. Agrypus-1_

16. Agrypus-2_

17. Agrypus-3_

18, Agrypus-4_

19. Agrypus-5_

20. Cluteus-1

21. Cluteus-2

22 Cluteus-3

Sekil 4.3. COI geni Mega programu fotografi

Sekil 4.3.’te biitin FASTA formatindaki datalar MEGA programina aktarilmis ve MEGA
programinda filogenetik analizler gerceklestirilmistir.

4.1.4. Filogenetik aga¢ (Neighboorjoining tree)

Barbus ve Lucibarbus cinslerine ait 6rneklerden elde edilen COI genine ait
filogenetik iliskileri ortaya ¢ikarilmig ve filogenetik agaglar olusturulmustur. 6 tiire
ait 22 farkl birey icin filogenetik agac¢ Sekil 4.4.’te gosterilmistir. Filogenetik agac
iki ana dalaayrilmaktadir. Barbus cinsine ait olan Arabibarbus grypus ve
Carasobarbus luteus’un Luciobarbus cinsindeki tiirlerden ayrildigi goriilmektedir.
Luciobarbus cinsine ait dalda ise Barbus lacerta’nin diger Luciobarbus tiirlerinden
ayrildig1 goriilmektedir. Ayrica Luciobarbus kersin tiiriiniinde Luciobarbus esocinus

ve Luciobarbus xanthopterus’tan ayrildig belirgin bir sekilde goriilmektedir.
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2-Luciobarbus xanthopterus

64
— 3-Luciobarbus xanthopterus

1-Luciobarbus xanthopterus

15 Luciobarbus esocinus

59
1 14 Luciobarbus esocinus

16 Luciobarbus esocinus

17 Luciobarbus esocinus

19 Luciobarbus esocinus

— 18 Luciobarbus esocinus

4-Luciobarbus kersin

5-Luciobarbus kersin
100

6-Luciobarbus kersin

( 20 Barbus lacerta

100

21 Barbus lacerta

Carasobarbus luteus-2

100

Carasobarbus luteus-3

Carasobarbus luteus-1

Arabibarbus grypus-1
100

Arabibarbus grypus-2

Arabibarbus grypus-3

Arabibarbus grypus-4

Arabibarbus grypus-5

Sekil 4.4. COI geni Filogenetik agaci (Neighboor joining tree)
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MEGA formatinda yaptigimiz FASTA formatiyla filogenetik analizler komsu
birlestirme agaci sekil 4.4.’te goriilmektedir. Bu agaca gore; oncelikle tiirler iki kola
ayrilmistir. Bir kol tizerinde Luciobarbus ve Barbus cinsine ait tiirler, diger dalda ise
Carasobarbus ve Arabibarbus tiirleri ayrilmaktadir daha sonra ise Barbus ve
Luciobarbuslar yine iki kol iizerinde ayrilmistir. Buna gore Luciobarbus ve Barbus

cinsleri birbirine daha yakin, digerleri daha uzak akrabadir.

4.2. Mitokondriyal Cyt b Geni ile Olusan Sonuclar

Cyt b gen bolgesine ait bolge PCR kosullarinin optimizyanundan sonra
cogaltilmigtir. PCR sonunda yiikseltgenen Cyt b gen bolgesine ait bant varliginin
gozlenmesi amaciyla % 2’lik agaroz jel kolonlar1 hazirlanarak kullanilmistir. SYBR
Green ekledigimiz agaroz jeli, 0.5x TBE (Tris/Borik asitEDTA Tamponu)
soliisyonu iceren tanka yerlestirerek PCR’da elde etigimiz iriinlerimizden 2 pl
kuyulara yiikledikten sonra 100 V elektrik akiminda 30 dakikalik siire yiiriiterek

ultraviyole (UV) 151k veren goriintiileme cihazinda gorintiiledik.

Sekillerde her tiire ait ornekleri PCR sonrasinda agaroz jel izerinde marker ile
beraber yiiriitiip, olusan iiriinlerin ne kadar uzun oldugunu tahmin ettik. Hedef bolge
ortalama 200-300 b¢ uzunlugunda oldugundan dogru bdlgenin yiikseltgenmis
olduguna karar verdik. Bu islemden Sonra ornekler dizi analizine gonderilmistir.
Gelen sonuglar Chromas-Pro bilgisayar programi kullanilarak baz cinsinden dizilere
doniistiiriilerek Bioedit bilgisayar programi yardimiyla bu diziler gen bankasindan

alinan referans dizilerle karsilastirilmistir.
4.2.1. Cytb sekans goriintiisii
Sekil 4.5. ‘te ornekte incelenen bireylerin gen dizilerinin analizinin sonucu

Chromas-Pro bilgisayar programinda elde edilen goriintiisii gosterilmistir. Chromas-
Pro programi ile elde edilen baz dizilerindeki pikler dikkatli bir sekilde incelenmistir.
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file Edit View Finch Help

2 R00|we s a 381 o
GotoBaseNo. [ FndSeawence [ ALCSET
[ I U G P I I  E T T R =
CTAG GACCTACCAGCACCG CCAA;;\] CAGC 1(13;« GAAAC 12|}GGG CTCTCCTAGGACTATGC GGCTACCCAAATCCTCACCGGCC AWDC AGCCATACAC TACACATCAGATA CAACCGCA

O

T i e ]
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Scale
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)
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370 380 430

Hil
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Reset Scales Horizortal Scale

Sekil 4.5. Cyt b sekans goriintiisii

4.2.2. Bioedit griintiisii

Barbus ve Lucibarbus cinslerine ait 6 tiire ait 22 farkl bireyden elde edilen Cyt

b genine ait Bioedit goriintiisii Sekil 4.6.”da verilmistir.

Edit Sequence Alignment Editor - [Untitled]

y File Edit Sequence Alignment View Accessory Application RNA World WideWeb Options Window Help -8 X

=)

E 5 W m B 20 total sequences

Mode: Selection:0 Sequence Mask: None Statt

e [Selet 1 e Pastior: Nurbering M ask: None Tulr ]!

== e e GaT e Scroll Le L[ |

dIDIDH mﬁ@ﬁ%.ﬁi"'l! i cmcmﬁ S GE S 4
T R R R SR R L R L R L N R L E S KA KA AR AN IR
| 150 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

1-Tuciobarbus xanthopterus [[CCATATCTGTCGAGACGTGAACTACGGCTGACTAATCCGTARTATGCACGCTAACGEAGCATCATICT ICTTCCTTTGCATCTATATACATATTGCCCEAGGCCTATACTACGGCTCTTAC

2-Luclobarbus xanthopterus | .
3-Luclobarbus xanthopterus
4-Lucicharbus kersin
S-Luciobarbus kersin
6-Tuciobarbus kersin

14 Luciobarbus esocinus
15 Luciobarbus esocinus
16 Luciobarbus esocinus
17 Lucicbarbus esocinus
20 Barbus lacerta

21 Barbus lacerta
Arabibarbus grypus-1
Arabibarbus grypus-2
Arabibarbus grypus-3
Arabibarbus grypus-4
Arabibarbus grypus-5
Carasobarbus luteus-1
Carasobarbus luteus-2
Carasobarbus luteus-3

Sekil 4.6. Cyt b Bioedit fotografi

4.2.3. Mega fotografi

Barbus ve Lucibarbus cinslerine ait 6 tiire ait 22 farkli bireyden elde edilen Cyt

b genine ait Mega fotografi Sekil 4.7.’de verilmistir.
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Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
Is@=EmErerl «0xBxa+8far @233

DNA Sequences  Translated Protein Sequences

Species/Abbry

1. 1-Luciobarbus_xanthopterus
2. 2-Lucicbarbus_xanthopterus
3. 3-Lucicbarbus_xanthopterus
4. 4-Luciobarbus kersin

5. 5-Luciobarbus kersin

8. 8-Luciobarbus kersin
7.14_Luciobarbus_esocinus
8. 15_Luciobarbus_esocinus
9. 16_Luciobarbus_esocinus
10.17_Luciobarbus_gsocinus
11. 20_Barbus_lacerta
12.21_Barbus_lacerta

13. Arabibarbus_grypus-1

14. Arabibarbus_grypus-2
15. Arabibarbus_grypus-3
16. Arabibarbus_grypus-4
17. Arabibarbus_grypus-5
18. Carasobarbus_luteus-1
19. Carasobarbus,_luteus-2
20. Carasobarbus_luteus-3

Sekil 4.7. Cyt b Mega fotografi

4.2.4. Neighboor joining

Barbus ve Lucibarbus cinslerine ait drneklerden elde edilen Cyt b genine ait
filogenetik iligkileri ortaya ¢ikarilmis ve filogenetik agaglar olusturulmustur. 6 tiire
ait 22 farkl birey icin filogenetik agac Sekil 4.8.’de gosterilmistir. Filogenetik agac
iki ana dala ayrilmaktadir. Barbus cinsine ait olan Arabibarbus grypus ve
Carasobarbus luteus’un Luciobarbus cinsindeki tiirlerden ayrildigi goriilmektedir.
Luciobarbus cinsine ait dalda ise Barbus lacerta’nin diger Luciobarbus tiirlerinden
ayrildig1 goriilmektedir. Ayrica Luciobarbus kersin tiiriiniinde Luciobarbus esocinus

ve Luciobarbus xanthopterus’tan ayrildigi belirgin bir sekilde goriilmektedir.
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16 Luciobarbus esocinus

17 Luciobarbus esocinus
97

15 Luciobarbus esocinus

100 | ' 14 Luciobarbus esocinus

1-Luciobarbus xanthopterus

4 2-Luciobarbus xanthopterus

99

3-Luciobarbus xanthopterus

4-Luciobarbus kersin

5-Luciobarbus kersin

100

6-Luciobarbus kersin

’7 20 Barbus lacerta

21 Barbus lacerta

100

Carasobarbus luteus-2

100
Carasobarbus luteus-3

Carasobarbus luteus-1

Arabibarbus grypus-1

Arabibarbus grypus-2

Arabibarbus grypus-3

Arabibarbus grypus-4

Arabibarbus grypus-5

Sekil 4.8. Cyt b geni Filogenetik agac1 (Neighboor joining tree)
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Yaptigimiz bu calismada kullandigimiz gen bolgelerini secerken literatiir
taramalarinda oldukca fazla karsilagilan genlerden olusmasi g6z Oniinde

bulundurulmustur.

Populasyonlar arasindaki genetik mesafeler i¢cin COI bdlgesine gore
Luciobarbus xanthopterus, Luciobarbus kersin, Arabibarbus grypus ve
Carasobarbus luteus tiirlerine ait populasyonlarda genetik farkliliga rastlanmamastir.
Lucibarbus esocinus ve Barbus lacerta tiirlerine ait populasyonlarda ise genetik
farkliligin oldugu tespit edilmistir. Cyt b bolgesine gore Luciobarbus xanthopterus,
Luciobarbus kersin, Arabibarbus grypus, Lucibarbus esocinus ve Carasobarbus
luteus tiirlerine ait populasyonlarda genetik farkliliga rastlanmamustir. Barbus lacerta

tiirlerine ait populasyonlarda ise genetik farkliligin oldugu tespit edilmistir.

Barbus ve Lucibarbus cinslerine ait 6rneklerden elde edilen COI geni ve Cyt b
genine ait filogenetik iliskileri ortaya c¢ikarilmigve filogenetik agaglar
olusturulmustur. 6 tiire ait 22 farkli birey i¢in Filogenetik agac iki ana dala
ayrilmaktadir. Barbus cinsine ait olan Arabibarbus grypus ve Carasobarbus
luteus’un Luciobarbus cinsindeki tiirlerden ayrildigi goriilmektedir. Luciobarbus
cinsine ait dalda ise Barbus lacerta’nin diger Luciobarbus tiirlerinden ayrildig:
goriilmektedir. Ayrica Luciobarbus kersin tiirtintinde Luciobarbus esocinus ve

Luciobarbus xanthopterus’tan ayrildigi belirgin bir sekilde goriilmektedir.
5.1. Sonuglar

Barbus ve Luciobarbus cinslerinde MtDNA dizi analizi yapilarak bu belirtecin
kullanim1 6grenilmistir.Barbus ve Lucibarbus cinslerine ait dérneklerden elde edilen

COl geni ve Cyt b genine ait filogenetik iliskileri ortaya ¢ikarilmigve filogenetik

agaclar olusturulmustur.
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Elde edilen sekans verilerinin istatiksel analizlerinin yapilmasi becerisi

kazanilmistir.

Baz1 tiirlerin gen bolgesine ait diziler ilk defa tarafimizdan veri tabanina

kaydedilmistir.

5.2. Oneriler

Ulkemizde biyogesitliligimiz ve gen kaynaklarimizin ortaya konulmasina
yonelik c¢alismalar ge¢ kalinmis olmakla birlikte gittikge artan bir hizla
gerceklestirilmektedir. Gilinlimiizde, bu biyogesitliligin 6énemli bir kismini olusturan,
ekonomik ve/veya ekolojik anlamda biiyilk onem arz edebilen ihtiyofaunal

cesitliligin ortaya konulmasina katki saglayan arastirmalar devam etmektedir.

Bu calismada 4 Luciobarbus ve 2 Barbus tiiriine ait 6rnekler incelenmistir.

flerki ¢alismalarda tiim tiirler {izerinde galisilmas1 &nerilmektedir.

Tiirkiyedeki diger lokalitelerin alinip birlikte degerlendirilmesi 6nerilmektedir.

Sonraki ¢aligsmalarda daha ¢ok lokalite ve birey sayist bakimindan daha fazla

bireyle ¢alisilmalidir.

Bu calismada, baliklarda filogenetik durum ve populasyon yapisinin ortaya
konulmasinda kullaniglilig1 bilimsel olarak kanitlanmis olan mitokondri sitokrom b
ve COI genlerinin niikleotit dizilerinin analizi yoluyla Firat nehir sisteminde
Luciobarbus ve Barbus tiirlerinin varligi, cografik dagilimi, genetik teshisi, genetik

cesitliligi, filocografyasi ve filogenetik iliskileri belirlenmistir.
Tirkiye’deki tiim nehir sistemlerinde dagilim gosteren Lucibarbus ve Barbus

tiirlerine ait populasyonlarin tespit edilerek gegerli ve olas1 yeni tiirlerin tespiti,

tirlerin cografik dagilim haritasinin  ¢ikartilmasi, smirlarimiz  igindeki tiim
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taksonlarin katilimiyla genusun filocografyasi ve filogenetik iliskileri aydinlatilabilir.
Daha ayrintili ve genis Olgekte bir arazi caligsmasi yapilarak bolgedeki Lucibarbus ve
Barbus tiirlerinin dagilim hatitas1 ¢ikartilarak bolgenin jeolojik veriler 15181 altinda

biyocografik hikayesini yansitan bir dagilim modelleme ¢alismasi yapilabilir.
Lucibarbus ve Barbus genuslarindaki tiir ve genetik motif mevcudiyetinin

belirlenmesi ve mevcut genetik gesitliligin korunmasina yonelik koruma alanlarinin

belirlenmesi gerekmektedir.
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