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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

KARAMIK GOLU'NDEKI TURNA BALIKLARI (Esox lucius L.)’NIN DNA
DIZILEME YONTEMIYLE MOLEKULER TANIMLANMASI

Elif ISISAG
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal1
Damisman: Prof. Dr. Mehmet Oguz OZTURK

Calismanin amaci, Karamik Golii'nde (Afyonkarahisar) turna (Esox lucius L.) tiirlerinin
mitokondriyal sitokrom oksidaz (COI) gen lokus sekanslarinin belirlenmesi ve DNA
sekanslama yontemi ile turna baliklariin molekiiler tanimlamasinin yapilmasidir. Bu
amag icin evrensel FishF1 ve FishR1 primerleri kullanilmistir. mtCOI geninin 653 bp
kismi belirgin niikleotidleri, her 6rnekten dogrudan dizilenmistir. 3 Esox lucius 6rnegine
ait mtCOI gen dizilerinin tam 6zdes oldugu tanimlanmis ve dizilerde higbir niikleotid
varyasyonu tespit edilmemistir. COI gen dizilerindeki niikleotid yiizdesi %23.1 (A) ve
%32.1 (T) dir. PAUP ile elde edilen COI dizi veri kiimesi mesafe matrisine gore, bu
caligmada tanimlanan Esox lucius izolatlart (MW315200-MW315202) ile genbankta
kayitli Esox lucius izolatlar1 (KT716353, KT124233, MG951592, KC500713) arasinda
minimum varyasyon gorilmistiir (%0.1). UPGMA analizinde, Esox lucius izolatlari
COI gen dizi verilerine gore ayni kiime altinda gruplanmistir. Sonug olarak, Karamik
Goliindeki turna baliklarinin COI gen dizileri ilk defa bu ¢alismada tanimlanmis ve bu
tiire ait genetik ozelliklerin kiiresel 6lcekte belirlenmesi ¢alismalarina katki yapilmistir.
COI gen dizi sonuglari, anatomik ve morfolojik 6zelliklerine gore tanimlanan ESox

lucius’un taksonomik konumunu dogrulamistir.
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

MOLECULAR IDENTIFICATION OF NORTHERN PIKE (Esox lucius L.) IN
KARAMIK LAKE BY DNA SEQUENCING METHOD

Elif ISISAG
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Prof. Mehmet Oguz OZTURK

The aim of the study is to determine the mitochondrial cytochrome oxidase (COI) gene
locus sequences of pike (Esox lucius L.) species in Karamik Lake (Afyonkarahisar) and
to make molecular identification of pike fish by DNA sequencing method. For this
purpose, the universal FishF1 and FishR1 primers were used. The 653 bp partial
specific nucleotides of the mtCOI gene were sequenced directly from each sample. The
mtCOIl gene sequences of 3 Esox lucius samples were identified as identical and no
nucleotide variation was detected in the sequences. The percentage of nucleotides in the
COI gene sequences is 23.1% (A) and 32.1% (T). According to the distance matrix of
the COI sequence dataset obtained by PAUP, a minimum variation (0.1%) was
observed between Esox lucius isolates (MW315200-MW315202) defined in this study
and Esox lucius isolates registered in the genbank (KT716353, KT124233, MG951592,
KC500713). In UPGMA analysis, Esox lucius isolates were grouped under the same
cluster according to the COI gene sequence data. As a result, the COI gene sequences of
pike fish in Karamik Lake were defined for the first time in this study and contribution
was made to the studies of determining the genetic characteristics of this species on a
global scale. The COI gene sequence results confirmed the taxonomic position of the

Esox lucius identified according to its anatomical and morphological characteristics.

2019, ix + 61 pages
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1. GIRIS

Populasyonlarin kimliklerine dair yeterli taksonomik anahtarlar ve alan kilavuzlari
mevcut olsa bile, arastiricilar populasyonun geng bireyleriyle, heniiz tanimlanmamais
cografi varyantlariyla veya eseysel dimorfizmli bireylerle karsilagabileceklerinden,
alandaki organizmalar1 giivenle tanimlamak zordur. Bu siirecte ornekleri uygun
ortamlarda muhafaza etmek, incelemek ve 6lgmek genellikle pratik degildir. Ya da etik
nedenlerden dolayr veya bazi organizmalar tehlikeli olduklari i¢in olasi degildir

(Cerutti-Pereyra vd. 2012).

DNA barkodlama bilim insanlar1 tarafindan, tanimlanmasi gereken organizmalar
tizerindeki calismalarinin verimliligini ve dogrulugunu desteklemek i¢in giiclii bir arag
olarak kullanilmaktadir. Bu yontemin savunuculart ¢ogunlukla, anahtar sablon
orneklerine bagl bir dizi DNA kitapliginin varligina dayali olarak, tiirlerin kiiresel
anlamda tanimlanmasi i¢in tek bir genin kullanilmasini savunmaktadirlar. Sonugta bu
DNA dizileri, organizmalari dogru tanimlamak icin, gercek bir DNA barkodu 6devi

gormektedir (Waugh 2007, Ward vd. 2009).

Mitokondrial sitokrom c oksidaz I (COI) gen dizisinin tiir i¢indeki varyasyonu, tiirler
arasindakine gore daha diisiik oldugu ic¢in 'kiiresel' bir barkod standardi olarak
onerilmistir. Arastirmalar, yaklagik 650bp uzunlugundaki COI geni sekansinin, DNA
barkodlama i¢in diger genlere gore daha uygun oldugu dorulanmasi sonucu, okaryot
tiirlerin taksonomik konumlarinin belirlenmesinde basariyla kullanilmaktadir (Hebert ve

Gregory 2005, Kwong vd. 2012, Miller 2007).

Karamik Golii (Afyonkarahisar)’ndekiturna baliginin  biyolojik 6zellikleri iizerine
calismalar olmakla birlikte (Aksun 1987a,b, Aksun ve Kuru 1987, Balik vd. 2006),

genetik Ozelliklerininbelirlenmesine yonelik ¢aligmaya rastlaniimamstir.

Calismanin amaci, Karamik Golii'nde (Afyonkarahisar) turna baligi (Esox lucius L.)
tiirlinlin mitokondriyal sitokrom oksidaz (COI) gen lokus sekanslarinin belirlenmesi ve
DNA sekanslama yontemi ile turna baliklarinin molekiiler tanimlamasinin yapilmasidir.
Calisma sonucunda elde edilecek verilerle,bu tiire ait genetik Ozelliklerin kiiresel

Olcekte belirlenmesi ¢alismalarina katki saglanacaktir.
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2. LITERATUR BILGILERI

2.1 Turna Bahg (Esox lucius L.)'nin Sistematik Konumu

Arastirma materyali olan turna baliginin sistematik konumu ile bilimsel sinonim
isimleri asagida siralanmistir (Int. Kay. 1).
Alem: Animalia

Sube: Chordata

Grup Il: Craniata

Altsube: Gnathostomata

Ustsinif: Pisces

Sinif: Osteichthyes

Altsinif: Actinopterygii

Usttakim: Teleostei

Takim: Esociformes

Alttakim: Esocoidei

Familya: Esocidae

Cins: Esox

Tiir: Esox lucius Linnaeus, 1758 (Resim 2.1)

Sinonim isimler:

Esox boreus Agassiz, 1850

Esox estor Lesueur, 1818

Esox lucioides Agassiz ve Girard, 1850
Esox luciusatrox Anikin, 1902

Esox luciusbergi Kaganowsky, 1933

Esox lucius lucius wiliunensis Kirillov, 1962
Esox lucius variegatus Fitzinger, 1832
Esox nobilior Thompson, 1850

Esox reichertii baicalensis Dybowski, 1874
Luccius vorax Rafinesque, 1810

Lucius lucius (Linnaeus, 1758)

Trematina foveolata Trautschold, 1884



2.2 Turna Bahig (Esox lucius L.)'nin Ulusal ve Uluslararasi Yerel isimleri

Bilimsel ismi Esox lucius Linnacus, 1758 olan turna baligi, Tiirkiye’nin farkli
bolgelerinde Turna, Uzunca, Oklama, Disli, Yilan Baligi, Ordek Gaga, Yesilbas ve Civi
Balig1 gibi yoresel isimlerle bilinmektedir (Geldiay ve Balik 1988). Turna balig1 kuzey
yarikiirede de yaygin bir balik tiirtidiir. Holoarktik cografik alanda yer alan {ilkelerdeki

uluslararasi yerel isimleri asagida verilmistir (Kuru 2011, int. Kay. 1).

Austria: hecht; pike

Azerbaijan: shtschuka

Belarus: shtschuka

Bulgaria: shtuka

Canada: cinosa, cinoseo, grand brochet, great northern pickerel, great northern pike,
hiulik, ihok, jack, jackfish, kikiyuk, northern pike, pickerel, pike, siolik, siulik, siun,
sjulik, tchinouchao, tchukvak

Czech Republic: stika obecna

Denmark: gedde

Estonia: haug, hauki, pike

Finland: hauki

France: bec de canard, beked, brochet, brochet du nord, brouché, brouchet, brouchetta,
hecht, lanceron, poignard, sifflet

Germany: bunthecht, Europdischer Hecht, FluBhecht, grashecht, Hecht, Hechten, heekt,
Heichit, hengste, hocht, liede, scheckhecht, schnock, schnick, schnuck, snook

Greece: tourna, zourna

Hungary: csuka

Iceland: gedda

Iran: ordak Mabhi, ordakmahi, shook Chehkhab

Ireland: lius

Italy: luccio

Japan: kawakamasu

Kyrgyzstan: kadimki chorton, shchuka obyknovennaya

Latvia: lidaka, shtschuka

Lithuania: lydeka



Mongolia: pike

Netherlands: snoek

Norway: gjedde

Poland: szczupak

Portugal: Iucio

Romania: marlita, stiuca

Russian Federation: northern pike, obyknovennaya schuka, pike, shchuka
Serbia: stuka

Slovakia: stuka obycajna

Slovenia: scuka

Spain: lucio

Sweden: giadda

Turkey: turna baligi

UK: northern pike, penhwyad, pike

Ukraine: shtschuka

USA: American pike, common pike, Great Lakes pike, great northern pickerel, jack,
jackfish, northern pike, pickerel, galru, she, sheoak, siilik, snake, wolf
USA/Alaska: galru, she, sheoak, siilik

Uzbekistan: northern pike

Yugoslavia (Serbia and Montenegro): stuka

2.3 Turna Balig (Esox lucius L.)'min Biyolojik Ozellikleri

Turna baliginda ortalama boy uzunlugu 40 cm olmakla birlikte, 137-150 cm ye kadar
ulagabilmektedir. Ortalama agirligi 3-5 kg olup bu giine kadar kaydedilen en fazla
agirlik 28.4 kg dir. Ortalama Omiirleri 10 yil, en uzun yas smir1 ise 30 yildir. Turna
balig1, dorsal yiizeyinde zeytin yesili ve agik yesilden kahverengiye degisen renkte uzun
bir gévdeye sahiptir. Yanlar1 beyazimsi lekeler tasir. Karin bolgesi agik sar1 ya da kirli
beyaz renktedir. Sirt yiizgeci anal ylizgecin biraz 6niindedir. Viicudun arka tarafinda yer
alan bu iki yiizgeg, baligin daha hizli hareket etmesine ve ani atak yapmasina olanak
saglar. Yuvarlak ve kiirek seklinde olan pelvik yiizgegler operkiiliin hemen altindadir.
Pektoral yiizgegler, viicudun ventralindedir. Turna baliginda 17-25 dorsal 1sin, 10-22

anal 1sm, 19 kaudal 1smm ve 57-65 omur vardir. E.lucius'un 6rdek gagasi seklindeki
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kafasi, toplam viicut uzunlugun %25-30'unu olusturur. Basin 6n tarafi uzun olup, dorso-
ventral yonde yassilagsmistir. Alt ¢ene ileri dogru uzamistir. Alt ¢ene kenarlarinda
kuvvetli, sivri ve eklemli disler bulunur. Alt ¢enenin her iki tarafinda beser duyusal
gozenek vardir. Ust cene kisa ve digsizdir. Gvde ve basin ¢ogu kiiciik sikloid pullarla
kaplidir. Gozler dorso-lateralde, sari renkli ve oldukga hareketlidir (Morrow 1980).

Resim 2.1 Karamik Golii’nden yakalanan Turna baligi 6rnekleri (orijinal)

Olgunluk donemine 4-5 yasinda ulasir. Yumurta birakma Mart-Nisan aylarinda
gergeklesir. Ureme doneminde yumurtlamak igin kiyiya veya bataklik alanlarina dogru
hareket eder. Genellikle giin i¢inde yumurtlama olur. Genellikle 17 cm'den daha si1g
sularda bitki Ortiisiiniin i¢inden ve iizerinden yiizerek, diizensiz araliklarla es zamanl
olarak yumurta salar. Yumurtalar, 2-5 giinliik bir siire boyunca su altindaki bitki
ortiisiinde gelisir. Bir seferde sadece 5 ila 60 yumurta salinir, bu hareket birkag saate
kadar birka¢ dakikada bir tekrarlanir, tiim yumurtalarin bosalmasi birka¢ giin
alabilir. Yaklasik 5kg agirhigindaki anag¢ balik yaklagik 90.000 yumurta birakabilir.
Yumurtalar 2-3 mm ¢apinda ve kavunigi rengindedir Anag balik, 6-14 haftaya kadar
yumurtlama alaninda kalir (Geldiay ve Balik 1988).



2.4 Turna Bahg (Esox lucius L.)'min Ekolojik Ozellikleri

Dogal ortamlardaki balik populasyonlarmin ekolojik ozelliklerini  tanimlama
caligmalari, faunanin tamimlanmasi, biyo-cgesitliligin korunmasi ve siirdiiriilmesi
bakimindan 6nemlidir. Farkli sucul habitatlardaki balik tiirlerinin bilinmesi, ilgili sucul
ortamlarin karakteristik 6zelliklerinin belirlenmesinin yani sira, balik tiirlerinin ekolojik
Ozellikleri hakkinda degerlendirme yapilmasina firsat olusturmaktadir. Ekonomik
degere sahip balik tiirlerinin biyo-ekolojik 6zelliklerinin farkli sucul alanlarda
calisilmasi s6z konusu taksonun yerel ekosistemdeki etkilerinin ve muhtemel koruma
durumlarinin  belirlenmesi bakimindan faydali olmaktadir. Sucul kommuniteleri
meydana getiren tlirler arasindaki rekabet ile habitatin biyo-ekolojik ozelliklerinin
olumsuz yonde degismesi, kommunitedeki populasyonlar ilizerinde olumsuz etkilere

neden olmaktadir (Vatandoust vd. 2014).

Turna baligi (Esox lucius), ekonomik ve sportif balik¢ilik degeri yiiksek olan ve bu
nedenle birgok sulak alanda populasyon biiyiikliigli azalan bir tiirdiir. Turna baligi sucul
ekosistemlerdeki istilaci olarak bilinen balik tiirleri ile miicadele amacli olarak da
kullanilan predator ozellikte bir canlidir. Ayrica turna baligiin basta sicaklik olmak
tizere ekolojik toleransinin yiiksek olmasi nedeniyle, farkli 6zelikteki sulak ortamlara

kolaylikla uyum saglayabilmektedir (Craig 2008).

Turna baliginin, ortamdaki av tiirlerinin yogunlugunu 6nemli 6lgiide azalttigi ve balik
topluluklarinda biiyiik 6lgekli degisikliklere neden olma potansiyeline sahip oldugu,
hatta bazi tiirlerin neslinin tiikenmesiyle sonuglandigi gosterilmistir. Turna baligi,
berrak bitki ortiilii gdllerde, sakin havuzlarda, derelerin durgun yerlerinde ve kiiciik
nehirlerde bulunur. Genellikle tek basmna yasar ve bolgesel yasam alani
olusturur. Yetiskinler cogunlukla baliklarla beslenirler, ancak bazen kurbagalar ve
kerevitlerle de beslenirler. Gengleri omurgasizlar ve kara omurgalilariyla
beslenir, biiyliik bireyler ¢ogunlukla karnivordur. Turna diskisi, alarm feromonlari
icerdikleri icin diger baliklar tarafindan taninir. Bu nedenle digkisini yiyecek arama
alanindan uzakta, belirli yerlere birakir. Genellikle uzun gogler yapmaz, ancak nadiren
onemli mesafeler kat edebilir. Bu tiir lizerine ¢ok sayida kiiltiirleme c¢alisilmasi olmasina

ragmen, suni yemleri kabul etmedigi i¢in evcillestirilememistir (Morrow 1980).
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Turna balig1 kuzey yarimkiirede genis cografik alanlarda dogal yayilis gosteren bir
tiirdiir. Tath ve act sularda potamodrom karakterde yasayan 10°C-28°C su
sicakligindaki ortamlarda yasayan tiir olarak taninir. Genellikle 1-5 m derinlikteki sular

ile sucul makrofitlerin bulundugu alanlar, ideal yasam ortamidir (Kuru 2011).

Turna balig1 Tirkiye i¢ sularinda genellikle, Sakarya ve Seyhan nehirleri ile Biiyiik
Cekmece, Kiiciik Cekmece, Sapanca, Manyas, iznik, Uluabat, Aksehir, Eber, Isikli
(Civril) ve Karamik gollerinde yasamaktadir (Geldiay ve Balik 1988).

2.5 Turna Bahg (Esox lucius L.)'min Kromozom Ozellikleri

Zou vd. (2006), Sincan eyaletindeki Ertix nehrinden toplanan 5 adet Esox lucius
orneginin mitotik kromozomlarmi ve karyotipini PHA ve kolsisin enjekte ederek
calismistir. 25 ¢ift, N=50 kromozomun tamami telosentrik ozellikte bulunmustur.

Kromozom uzunluklarin kademeli olarak uygun sirada azaldigini belirlemistir.

Turna baliginin kromozom sayisi1 2n=50 dir. Bu tiiriin kromozom ozellikleri {izerine
calisma yapan Arslan ve Alpaslan (2020), Sakarya Nehri’ndeki E.lucius’un sitogenetik
ozelliklerini Giemsa boyama yontemiyle C-/Ag-NOR bantlama teknikleri kullanarak
incelemistir. Calisma sonucunda incelenen turna baliklarinin diploid kromozom sayisi
2n=50 olarak tanimlanmis olup, karyotipin azalan biiyiilikte 50 akrosentrik
kromozomdan olustugu kaydedilmistir. Karyotipte, tiglincii otozomal c¢iftte ikincil
bogum gozlenmistir. Erkek ve disi bireylerde morfolojik olarak ayirt edilebilir cinsiyet
kromozomlar1 tespit edilmedigi vurgulanmistir. Bazi kromozomlarin sentromerik C
pozitif iken, bazilar1 negatif bulunmustur. Aktif NOR’larin {i¢iincli otozomal ¢iftin
perisentromerik bolgesinde yer aldigi belirlenmistir. Arastiricilar (2020), bulgularinin
diger caligmalarin sonuglari ile benzer oldugunu ve bu durumda tiirlin sitogenetik

ozelliklerinin oldukg¢a stabil oldugu isaret edilmistir (Resim 2.2).

Giliney Hazar Denizi havzasindaki Anzali Lagiiniinden yakalanan turna baliginin
karyotipi geleneksel giemsa kromozom boyama yontemi ile arastirilmistir
(Khoshkholgh vd. 2015). Metafaz evresindeki kromozomlar %7 Giemsa soliisyonu
ortammda 15 dakika boyanmis ve daha sonra fotograflanmistir. incelenen tiim

orneklerde 50 kromozom (2n = 50) bulunmustur. Kromozomlar centromer 6zelliklerine
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gore 12 metasentrik, 24 submetasentrik ve 14 subtelosentrik 6zellikte belirlenmistir. Bu
tiirdeki en biiylik kromozom bir ¢ift metasentrik kromozom tanimlanmistir. Arastiricilar
(2015) so6z konusu ¢alisma alanindaki baliklarin kromozomlarinin centromerik 6zellik
yoniinden, diger arastiricilarin ¢aligmalarda bulunanlardan farkli oldugunu, bunu da

farkli popiilasyonlarin farkli 6zellikleriyle agiklamiglardir (Resim 2.3).
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Resim 2.2 Sakarya Nehri’'ndeki E.lucius’un azalan biiyiiliikte 50 akrosentrik kromozom
karyogrami. Ok: Ugiincii otozomal giftte ikincil bogum (Arslan ve Alpaslan 2020).

2.6 Turna Baligimin Mitokondriyel DNA Gen Dizileri Uzerine Calismalar

Nicod vd. (2004), Avrupa'nin bilyiikk drenaj sistemlerinden gelen Esox lucius
popiilasyonlar: arasinda diisiik seviyelerde mitokondriyal DNA varyasyonu gdzlemistir.
Giiney Isvigre dahil olmak iizere Italyan yarimadasindaki popiilasyonlarin diger

orneklerden genetik olarak farkli oldugu belirlenmistir.



Resim 2.3 Giiney Hazar Denizi havzast Anzali Lagiiniindeki Turna baligmin karyotipi
(Khoshkholgh vd. 2015).

Jacobsen vd. (2005), Esox lucius’un diisiik genetik degiskenlik gosteren bir tatli su
balig1 oldugunu, bunun nedeninin populasyonlarin kendi aralarindaki az etkilesimlerden
mi, yoksa tarihsel darbogazli go¢ yallarindan mikaynaklandiginin bilinmedigini ifade
etmistir. Calismada, Avrupa ve Kuzey Amerika'dan on populasyonda alti mikro uydu
lokusu analiz edilmistir. Sonugcta, genetik gesitlilik diisiik kaydedilmis ve popiilasyonlar
icindeki ortalama alel sayist lokus basina 2.3 ile 4.0 arasinda degistigi belirlenmistir.
Buna karsin genetik farklilasmanin populasyonlar arasinda yiiksek oldugu tespit
edilmistir (genel qST = 0.51, genel rST = 0.50). Bu kapsamda, yapilan g¢alisma ile
populasyonlar arasindaki genetik uzakliklarin ¢ok boyutlu 6l¢eklendirme analizi ve
molekiiler varyansin uzamsal analizi, Kuzey Avrupa'dan orneklenen popiilasyonlar

icinde tek bir filocografik irk oldugunu 6ne siirerken, Kuzey Amerika ve Giiney Avrupa

popiilasyonlarinin oldukga farkli oldugu kaydedilmistir.



Sepulveda vd. (2018), ¢evresel DNA (eDNA)’nin, suda yasayan istilaci tiirlerin tespit
olasiliklarini iyilestirdigini, ancak eDNA analizleri i¢in laboratuvar tabanli analitik
platformlarin, hizl1 sonug firsatlarini yavaslattigini belirtmektedir. Bu analitik darbogazi
ele alan ve hizli yanit verme kapasitesini artiran etkili yaklasimlara acilen ihtiya¢ oldugu
vurgulanmaktadir. Caligmada, Alaska'nin Kenai Yarimadasi'ndaki sekiz goélde istilaci
turna balig1 (Esox lucius)’ni tespit etmek icin, yaygin olarak kullanilan laboratuvar
tabanli eDNA yaklasimlarina gore tasinabilir, alan tabanli bir eDNA cihazlarin
hassasiyeti test edilmis ve bu cihazlarin istilaci tlir programlari i¢in oldukca faydali
oldugu belirlenmistir. Calisma sonucunda, tasiabilir eDNA ayrag¢larinin ¢ok ¢esitli su
kosullarinda uygulanmasini iyilestirmek igin iki alanda ek aragtirmalar yapilmasini
vurgulanmistir. Ik olarak, tasmabilir eDNA platformlarinin, inhibisyona neden olan
organik bilesiklere karsi saglam olmasi vurgulanmistir. Bunun i¢in numuneleri
seyreltmek ve ortamdaki inhibitorleri uzaklagtirmak igin DNA ekstraksiyon Kiti
gelistirilmesi tavsiye edilmistir. ikinci olarak, tasinabilir eDNA ayraglarmin biiyiik
hacimlerdeki suyu analiz edebilme yeteneginde olmalar1 tavsiye edilmistir. Boylece
daha biiyilkk su hacimlerinin filtrelenmesi miimkiin olabilecek ve nadir DNA

orneklerinin tespit olasilifinin artacagina atif yapilmigtir (Turner vd. 2014).

Lucentini vd. (2011), Avrupa'da iki turna balig1 tiiri var oldugu hipotezini desteklemek
icin, Giiney Avrupada turna baligi oOrneklerinin taksonomik konumu ele alinmis,
morfoloji, DNA taksonomisi ve popililasyon genetigi parametrelerinden bir dizi test ve
karsilastirma gerceklestirmistir. COI, Cytb, AFLP ve belirli pargaciklar tarafindan
desteklenen bir kuzey genotipi ile yuvarlak lekeli ten rengi desenine sahip bir fenotip ve
yanal ¢izgide ¢ok sayida Olcek arasinda giiglii bir iliski ortaya ¢ikmus, giiney
genotipinden diger cilt rengi deseniyle agik¢a ayrilmigtir. DNA taksonomisi, bagimsiz
olarak gelisen iki tiiriin varligim1 desteklemistir. Kuzey Avrupa Ornekleri daha fazla
oldugundan, bu tiir farkliliklar sadece cografi mesafelerden kaynaklanmamstir. Kanada
ve Cin orneklerine Giiney Avrupa orneklerine benzemektedir. Bu nedenle, iki Avrupa
turna grubu arasindaki farklarin fenotipik, genotipik ve cografi seviyelerde Onemli
oldugu g6z oniine alindiginda, kuzey turna baligi (Esox lucius) ve giiney turna baligi

(Esox flaviae) olmak tizere iki turna baligi tiiriiniin tanimlanmasi onerilmistir.
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Bir molekiiler yontem olarak DNA barkodlama tekniginin, taksonlari tanimlama amaci
ile kullanilmas1 yontemi ele alinmig ve DNA barkodlamanin diger yontemlerden farki
aciklanmistir. Mitokondrial sitokromoksidaz ~(mtCOI) geninin segilme gerekgeleri
tanimlanmistir. DNA barkodlama tekniklerine ait bilgilerin yami sira, uygulamada
karsilasilan zorluklara yer verilmistir. Ayrica, DNA barkodlama ¢alismalari ile filogeni

ve populasyon genetigi ¢calismalarinin etkilesimi ele alinmistir (Keskin ve Atar 2013a).

Yine farkli bir aragtirmada, Tiirkiye ihtiyofaunasinda bulunan ve ticari agidan onemli
olan 89 tatli su ve deniz balig1 tiirii DNA barkodlama yontemi ile tanimlanmistir. Bunun
icin mitokondriyal sitokrom oksidaz (mtCOI) geni kullanilmistir. 89 balik tiiriiniin hepsi
farkli bir DNA barkoduyla tanimlanmistir. Bu tiirlere ait mtCOI barkod kiimeleri BOLD
ve GenBank veritabanlarina gonderilen ilk tiir kayitlarini temsil ettigi bildirilmistir. Veri
setinin ortalama niikleotid frekanslar1 T=% 29.7, C =% 28.2, A =% 23.6 ve G =% 18.6
olarak hesaplanmistir. Bireyler arasindaki ortalama ikili genetik uzaklik, akraba,
dogustan, aile i¢i ve sirayla sirastyla %0.32, %9.62, %17,90 ve %22.40 olarak tahmin
edilmistir. Veri setinde analiz edilen tiirlerin ¢ogu i¢in bir barkod boslugu bulunmustur.
Filogenik veriler, DNA barkodlarina gore ¢izilmis ve tiir diizeyindeki taksonomik
siiflandirmalarina uygun olarak kiimelendigi bildirilmistir. Calisma sonuglarina gore,
balik¢iligin korunmasi ve yonetiminde DNA barkodlamanin etkili bir molekiiler arag

oldugu belirlenmistir (Keskin ve Atar 2013b).

Diger bir calismada, yerli olmayan tath su tiirlerinin, yerli tiirler iizerindeki olumsuz
etkilerinin giderek daha fazla anlasildigi bununla birlikte, istilaci tatli su baliklarinin
genetik tanimlamasma kismen daha az ilgi gosterildigi Tiirkiye'de bu alanda hemen
hemen hicbir ¢alisma yapilmadigi belirtilmistir. Calisma kapsaminda, mitokondriyal
sitokrom oksidaz (mtCOI) dizilerini kullanarak istilac1 tatli su balik tiirlerinin
(Carassius auratus, Carassius gibelio, Gambusia holbrooki, Lepomis gibbosus ve
Pseudorasboraparva) genetik ¢esitliligi tanimlanmigstir. Kimura iki parametreli genetik
uzakliklar tiirler arasi mesafe i¢in 0.209 ve tir i¢i varyasyon igin 0.009 olarak
hesaplanmistir. Ayni tilirtin popiilasyonlar1 arasindaki mtCOI barkod farkliligi % 0.5
gibi diisiik degerde bulunmustur. Sonugta, tiir diizeyinde tanimlamalar ve popiilasyonlar
arasinda tir i¢i farkliliklar1 ortaya c¢ikarmak igcin DNA barkodlama yaklagiminin
dogrulugu belirtilmistir (Keskin vd. 2013).
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Esox cisalpinus (Teleostea: Esocidae) (sinonim: Esox flaviae), kokeni Kuzey ve Orta
Italya ile sinirh olan bir Italyan tatli su otokton baligidir. Bununla birlikte, bu tiir
tarihsel olarak Giiney Italyanin cesitli bolgelerindedzellikle portif olta balig1 olarak
tanimlanmistir. Bu calismada, tliriin yakin zamanda bir gélde tanindigi Sardunya
adasindaki (Bat1 Akdeniz, italya) E. cisalpinus'un ilk kaydi sunulmustur. Tiir tanimlama
ve  popiillasyon dinamik analizi, mitokondriyal  belirtecler  kullanilarak
gerceklestirilmistir. E. cisalpinus'un diger yarimada populasyonlarina kiyasla genetik
degiskenlik seviyesi sasirtici derecede yiiksek oldugu belirlenmis ve daha 6nce hig

tanimlanmamis birkag¢ haplotip bulunmustur (Casu vd. 2016).

Gandolfi vd. (2017), Esox flaviae tiiriniin, egzotik E. lucius'un yayilmasiyla potansiyel
olarak yiiksek tehdit altinda olan italyan yarimadasmin yerli esosit bir tiiriinii temsil
ettigini bildirmistir. Arastiricilar, yerli ve egzotik tiirlerin dagilimini tasvir etmeyi ve
potansiyel introgresif hibridizasyonu ortaya ¢ikarmayi amaclayan 13 test ve 3 referans
ornegi igeren yeni bir mtDNA ve mikro uydu veri setini sunmustur. Her iki tliriin
karmasik mozaik dagiliminda, komsu yasam alanlari arasinda bile genetik farklilik

oldugu vurgulanmistir (Gandolfi vd. 2017).

Yang vd. (2016), tarafindan, DNA barkodlamanin, hizli ve dogru tiir tanimlamasi
saglayan molekiiler bir tan1 yontemi oldugu belirtilmistir. Bu ¢aligmada, Irtysh Nehri
Cin'deki 33 tiirtin 650 bp uzunlugundaki mitokondrial sitokrom oksidaz (mtCOI) geni
sekanslanmis ve analiz edilmistir. Kimura'nin ortalama tiir i¢i, cinsi, ailesi ve siralamasi
iki parametre (K2P) mesafeleri sirasiyla 0.003, 0.060, 0.163 ve 0.240 olarak
bulunmustur. Barbatula ve Cobitis cinsi arasindaki genetik mesafe en biiyligiiyken,
Hypophthalmichthys ve Aristichthys cinsi arasindaki genetik mesafenin en kiigiik

oldugu kaydedilmistir.

Roy vd. (2018), DNA barkodlama teknolojilerinin, yiiksek verimde siralama ve ¢evresel
DNA (eDNA) izleme gibi algilama araglarinin kullanilmasi, potansiyel istilaci tiirlerin
girigini 6nlemede giderek daha onemli hale geldigini ifade etmistir. eDNA'nin gercek
zamanlt PCR (qPCR) ile kombinasyonu, hizli ve spesifik bir saptamaya sahip olma
firsat1 sagladig belirtilmistir. Arastiricilar, yliksek riskli tiirlerin yasal olarak ithal edilen

ve yerli tiirlerden gilivenle ayirt edilebilmesi igin yeterli derinlige sahip bir DNA dizisi

12



kitaplig1 gelistirmistir. Toplu su Orneklerinde 13 potansiyel istilact tiiriin (pAIS)
saptanmast i¢in toplam 12 tiire 6zgii qPCR testi yapilmistir. Bu tiirlerin tespiti de bir
HTS yaklasimi ile karsilastirilmistir. Diisiik yogunluklarda eDNA kullanilarak qPCR
tahlillerinin yiiksek hassasiyeti belirlenmistir. Boylece olusturulan mini barkodlar ile iyi

bir algilama hassasiyeti tanimlanmistir.

Artamonova vd. (2018) tarafindan, 11 Salmonoid balik cinsinin O6rneklerinde
mitokondriyal COI geninin kismi dizileri analiz edilmistir. Buna gore, Osmeroidei
taksonunun, salmonoid grubuna Esocoidei'den daha yakin oldugu gorilmiistiir.
Salvelinus’un ata soylarina en yakin modern salmonoid cinslerinden biri oldugu
sonucuna varilmigtir. Brachymystax, Hucho ve Salmo cinslerinin filogenetik yakinlik

olgular1 da dogrulanmistir.

Hernandez vd. (2020) taraindan, cevresel DNA'nin (eDNA) pratik uygulamalari,
ozellikle tatlh su metazoanlarin degerlendirilmesi ve izlenmesi icin artan oranda
genisleme asamasinda oldugu belirtilmistir. eDNA 6rneklemesi ve analizi, non-invaziv
oldugundan, izleme zorlugu olan tehdit altindaki istilaci ve istismar edilen tiirlerin
tespitini kolaylastirmaktadir. Arastirmacilarca, Kanada'nin Québec eyaletindeki gesitli
eDNA izleme projelerinin bir parcast olarak; 45 balik, alt1 amfibi, bes siirlingen, iki
yumusakca ve iki kabuklu hayvan igin gelistirilmis toplam 60 tiire 6zgii qPCR testi
(PCR protokolleri, primerler ve Taq Manprob dizileri dahil) rapor edilmistir. Elde
edilen verilerin, yalnizca Québec merkezli izleme calismalart i¢in degil, ayn1 zamanda

Kuzey Amerika'daki tiirlerde de faydali oldugu vurgulanmigtir (Hernandez vd. 2020).

Baygelebi (2020), Seyhan, Ceyhan ve Asi Nehri drenajlarmin iktiyofaunas: arastirmis
ve tiirlerin taksonomik konumlarini degerlendirmistir. Tiirkiye ve Suriye'deki bu nehir
drenajlarindan 32 cinse ait 67 tiir ve 17 balik ailesi rapor edilmistir. Calisma alaninda
Acanthobrama centisquama ve Tinca tinca gézlenmemis olup, ilk kez Alburnus sellali
ve Esox lucius Golbast Golii (Ceyhan Nehrine bagli) ve Seyhan Nehri'nde kayit

edilmistir.
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2.7 DNA Dizileme Yontemleri

Taksonomik birimler arasindaki genetik benzerlik veya farkliliklarin belirlenmesinde
klasik anatomik, morfolojik ve fizyolojik 6zelliklerin yani sira genomik karakterlerden
de yararlanilmaktadir. Taksonlarmn genetik yapilarindaki farkliliklarin  meydana
gelmesindeki ana etken mutasyondur. Mutasyon genetik materyalde meydana gelen
kararli degisiklikler olarak tanimlanir. Genetik yapiin degismesinde, homolog olmayan
kromozomlar arasindaki parga degisimleri olarak bilinen translokasyon ile crossing-over
olarak bilinen homolog kromozomlar arasindaki meydana gelen parga degisimleri de
etkindir. Ayrica, bir populasyonun genetik yapisinin degismesindesans, kalitsal

stiriiklenme, dogal seleksiyon ve go¢ gibi etkenlerin de katkis1 vardir (Attardi 1985).

Taksonlar arasindaki genetik benzerlik veya farkliliklarin belirlenmesi amaciyla ¢esitli
metotlar gelistirmistir. Bu yontemlerin esasi, DNA pargaciklarinin PCR yontemiyle
invitro ortamda c¢ogaltilip genetik belirte¢ olarak kullanilmasidir. Yaygin olarak
kullanilan metotlar sunlardir: Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), Rasgele Cogaltilmis
Polimorfik DNA (RAPD), Cogaltilmis Parga Uzunluk Polimorfizmi (AFLP), Tek
Niikleotid Polimorfizmleri (SNP), Restriksiyon Par¢ca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP),
Basit Dizilim Tekrarlar1 (SSR), Ardisik Basit Tekrarlar (STR) (Vos vd. 1995).

2.7.1 Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) metodu

Polimeraz Zincirleme Tepkimesi (Polymerase Chain Reaction), invitro ortamda kalip
DNA molekiiliinde belirli bir 6zgiin bolgenin ¢ogaltilmasi islemlerini tanimlar. PCR
yontemi ile DNA’nin invitro ortamda kopyalanmasi gerceklestirilir. Bu siirecte,
DNA’nin iki sarmali arasindaki hidrojen baglar1 acilmakta, genetik materyalin her bir
zinciri sablon-kalip olarak kullanilarak yeni iki tamamlayici zincir sentezlenmektedir.
In-vitro ortamda, eppendorf icinde DNA nin gogaltilmast igin; uygun oram sicakliginin
yani stra, 6-30 niikleotid uzunlugunda primerlere, ortamin pH ve tuz konsantrasyonunu
optimum yapan tampon ¢dzeltiye, DNA polimerazin ihtiya¢ duydugu magnezyum’a ve
yeni zincire eklenecek 4 tip niikleotide (ANTP) ihtiya¢ duyulmaktadir (Saiki vd. 1985).

Standart PCR islemi i¢in gerekli bilesenler; kalip DNA, uygun tampon ¢ozeltisi, DNA
polimeraz, deoksiriboniikleotit trifosfatlar (ANTP), MgCI2 ve oligoniikleotid primer
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problardan meydana gelmektedir. PCR igin gerekli bu ayiraglara (reagent) ve
materyallere ticari firmalardan ulasilabilir. Arastirma konusunu olusturacak olan kalip
DNA molekiiliine aragtirmacilar kendileri izole edebilecegi gibi ticari olarak piyasada
bulunan genomik DNA, genomik kiitiiphaneler, cDNA Kkiitiiphaneleri ve RNA’lardan
temin edebilirler. Oligoniikleotit primer problari, tampon solusyonlar, DNA
polimerazlari, MgCl, ve dNTP’ler gibi diger PCR oOgeleri arastirmacilar tarafindan

hazirlanabildigi gibi ticari olarak da temin edilebilmektedir (Newton ve Graham 1994).

PCR islemi genel olarak ii¢ basamakli bir dongiiniin defalarca tekrarlanmasina dayanan
bir yontemdir: 1) DNA zincirinin birbirinden ayrilmasi (denaturation), 2) Primerlerin
tamamlayict DNA bolgesiyle hibrit olusturmasi (annealing), 3) Yeni DNA zincir

sentezlerinin yapilmasi (extension) (Black 1993).

2.7.1.1 Kalip DNA zincirinin agilmasi (Denaturation)

Kalip DNA’nin iki zincirini bir arada tutan hidrojen baglari, ortalama 92-95°C
sicaklikta ve 1 ile 5 dakika siire zarfinda birbirinden koparak iki zincirleri birbirlerinden
ayrilmaktadir. PCR igleminin basarili olmasi i¢in Oncelikle kalip DNA zincirlerinin
veya sentezlenen yeni kalip dizilerinin denaturasyon ile birbirlerinden ayrilmasi
gereklidir. Bu islem i¢in ortam sicakliginin 95°C siirenin ise ortalama 2 dakika olmasi
uygundur. Diger yandan G ve C bazlarinca zengin kalip DNA ¢aligmalarinda sicaklik

degeri ve uygulama siiresi biraz daha artirilmasi faydali olmaktadir (Erlich vd. 1991).

2.7.1.2 Primer Baglanmasi (Annealing)

Primer baglanmasi, ortalama 6-30 baz uzunlugundaki oligoniikleotid primer problarinin,
denatiirasyon ile acilan kalip DNA zincirleri iizerindeki kendilerine 6zgii baz dizilerine
karsilik gelen bolgeye tutunmalart ve hibritlenme reaksiyonunu gerceklesmesi
olgusudur. Primer problarin denaturasyonla birbirinden ayrilan DNA zincirlerine
tutunmast icin gerekli sicaklik degeri ve siiresi ortamdaki primer yogunluguna,
hedeflenen DNA fragmentinin uzunluguna ve sentez i¢in kullanilan dNTP

niikleotidlerin oranina bagli olarak arklilik gosterebilmektedir (Erlich vd. 1991).
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Primerlerin dogru konumda hibritlenme birlesmesinin olmasi i¢in ortam sicakliginin 40-
72 °C (55 °C) arasinda olmasi gerekmektedir. PCR reaksiyon ortami 94 °C den 55 °C
sicakliga sogutuldugunda primerlerin tamamlayict DNA ile hibritlenmesi i¢in ortam
saglanmis olur. Primerlerin kalip DNA zincirine baglanmasi i¢in 55 °C sicaklikta 1-2
dakika bekletmek yeterlidir. Bu siiregte ortam sicakligi ne kadar yiiksek ise primer
problarin kalip DNA zincirlerine dogru tutunma ihtimali o oranda artmaktadir. Hatta
PCR reaksiyonunun ilk iki {i¢ dongiisiindeki sicakligin biraz daha yiliksek olmasi
primerlerin kalip DNA zincirine baglanma dogrulugunu daha da artirmaktadir. Aksi
yonde PCR islemlerinde uygulanan sicaklik degerlerinin diisiikk olmasi, kalip DNA
zincirine primer problarin hatali olarak baglanma olasiligin1 artirmakta dolaysiyla da

yeni sentezlenen DNA zincirindeki dizilerin hatali baglanmayla sonuclanmaktadir

(Dieffenbach vd. 1993).

PCR isleminde ortamdaki primer problarin yogunlugunun 0.1 ile 0.5 uM arasinda
olmasi reaksiyonun problemsiz ¢aligmasini desteklemektedir. Cozeltideki 0.5 pM ve
daha yiiksek primer prob yogunlugu primer problarin kendi aralarinda dimer yapilar
meydana getirmelerine ya da kalip DNA zincirinde yanlis bolgelere baglanarak 6zgiin
olmayan DNA zincilerinin meydana gelmesine neden olur. Standart PCR iglemlerinde

ideal primer probun dizi uzunlugu 16-30 baz arasinda yer almalidir (Watson vd. 1992).

PCR ortaminda primer problarin kalip DNA zincirine tutunma sicaklik degerinin (Tm)
ile primer problarindaki G ve C baz miktar arasindaki korelasyon daima g6z Oniinde
tutulmalidir. PCR c¢alismalarinda kullanilan primer problarin niikleotid dizilerindeki
G+C bazlarinin toplam oranmin % 50 veya daha fazla degerde bulunmasi yeterlidir.
Primer problarin kalip DNA dizilerine hata olmadan tutunabilmesi i¢in primer problarin
sahip oldugu toplam G ve C orani ile ortam sicaklig1 arasindaki baglanti i¢in genel bir
uygulama formiili Onerilmistir. Bu formil Tm=4 (G+C) + 2 (A+T) seklinde
belirlenmistir (Innis ve Gelfand 1990). Diger yandan primer problarin 3’ u¢larinda sahip
olduklar1 baz dizilerinin 6zelligi, primer probun kalip DNA zincirinde yanlis yada dogru
yere tutunmast durumunu iizerinde etkili olmaktadir. Sayet primer probun alt ve iist
yoniindeki zincirlerin karsilikli olarak 3’ uclar1 birbirlerine tutunabilecek baz dizisi
kompozisyonuna sahip olmalari halinde istenmeyen hatali primer-dimer olgularma

neden oalabilmektedir (Kwok vd. 1994).
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2.7.1.3 Primer Uzamasi (Extension)

Kalip DNA zincirlerinin kendine 6zgii boliimiine tutunan primerlerin onciiliigiinde,
sentez sicakligina dayanikli 6zgiin bir DNA polimeraz enzimi (6rnegin Taq Polimeraz)
yardimiyla, primerlerin 3'OH uglarina deoksiriboniikleotidlerin (ANTP) eklenerek yeni
DNA zincir parcaciginin kalip sirasina uygun komplementer 6zellikte olacak sekilde
sentezlenme evresidir. Taq Polimeraz genellikle 72°C sicaklikta iyi ¢alistigi icin ortam
sicaklig1 bu degerlere ayarlanir. Taq Polimeraz enzimi, ortamdaki oligoniikleotidleri 5'
ucundan 3' ucuna dogru ekleyerek primerin Onciiliigiindeki yeni zincirin uzamasini
saglar ve sonugta kalip genetik materyalinin ilgili gen bolgesinin iki zincirli kopyasi
meydana gelir. Primer prob dizilerinin uzamalar1 i¢in gerekli siire kalip DNA
parg¢aciginin uzunluguna, ortamdaki kalip DNA miktar1 ile DNA polimeraz enzim
miktarinin yogunluguna ve ortamin sicaklik degerine bagli olarak farklilik gosterir

(Dieffenbach vd. 1993).

2.7.1.4 Dongii Sayis1

Yukarida belirtilen bu ii¢ ana reaksiyon PCR igleminin bir dongiisiinii temsil eder. PCR
reaksiyon dongiisiinde, eski ve yeni DNA zincirlerinin her biri, primer baglanma bdlgesi
icermeleri nedeniyle, daha sonraki DNA sentez reaksiyonlar1 ig¢in kalip zincir olarak
gorev alir. PCR reaksiyon siirecinde, her dongiide kopyalanan DNA molekiil miktar iki
katina ¢ikarilir ve belirlenen DNA bdlgesi logaritmik artisla gogalir. Dongii genellikle
25-35 defa tekrarlanarak baslangigtaki kalip DNA parcacigr yeterli miktarda ¢ogalmis
olur. Cogaltilan {irlinlin uzunlugu, ¢ogaltilmas1 hedeflenen DNA fragmentinin uzunlugu
ile 6ncii kalip olarak kullanilan iki primerin toplam uzunlugu kadardir (Erlich vd. 1991).
PCR islemlerinde, dongii sayisinin normalden ¢ok olmasi 6zgiin olmayan DNA zincir
parcaciklarinin meydana gelmesine, devir sayisinin az olmasi da tiretilen 6zgiin DNA
miktarmin az olmasma neden olur. PCR yonteminin zayif yonleri de vardir. Ornegin,
hedef DNA bolgesini ¢ogaltiminda 6zellikle ilk dongiilerde, primerlerin istenmeyen
DNA dizilerine baglanma ihtimali ve bdylece hedef bolgeden farkli bir bdlgenin
yanliglikla ¢ogaltilmas1 miimkiin olabilmektedir. Ayrica, baz1 poliploid canlilarda DNA
lokusu ¢ogaltilirken, PCR f{iriinleri arasinda parca degisimi olabilir (Watson vd. 1992).
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PCR islemlerinin en iyi verimlilikte calisabilmesi ic¢in, genetik materyalin 6zelligine
gore, her reaksiyon ¢alismasinda kullanilan reaktiflerin miktarlari, kullanim stireleri ile
ortam sicakligr ve pHsi gibi etkenlerin yeniden ayarlanmasi gereklidir. Bu kapsamda

PCR ¢alismalarini etkileyen etmenler asagida tanimlanmistir (Erlich vd. 1991).

2.7.1.5 PCR islemindeki Diger Reaksiyon Unsurlari

Tampon ¢ozeltisi: PCR calismalarinda kullanilan tampon ¢6zeltisi oda sicakliginda pH
degeri 6.8 ile 7.8 olan 10 ile 50 mM yogunlugunda 2-Amino-2-hydroxymethylpropane-
1,3-diol-hidroklorik asit (Tris-HCI) ortamidir. PCR tampon ¢6zeltisine primerlerin kalip
DNA zincirine daha kolay baglanmasi i¢in 50 mM potasyum kloriir (KCI) veya 50 mM
sodyum kloriir (NaCl) ilave edilir. Bununla birlikte ortamda KCl veya NaCl
czoeltilerinin ortamda daha yiliksek degerde bulunmasi Taq polimeraz enzimin

calismasini bloke etmektedir (Demeke ve Adams 1992).

DNA polimeraz: PCR islemlerinde Onceleri Escherichia coli DNA polimeraz |
enziminin Klenow fragmenti ile T4 DNA polimeraz enzimi gibi yiiksek sicak
degerlerine dayanikli olmayan enzimler kullanilmistir. Isiya dayanikli olmayan bu
enzimlerin ¢ozeltileri, her PCR dongiisiine ortama yeniden eklenmesi gerekliligini
zorunlu kilmistir. Fakat giiniimiizde 1siya dayanikli enzimlerin PCR islemlerinde

kullanilmasi nedeniyle, reaksiyonun baslangicinda eklenmeleri yeterli olmaktadir.

Sicakliga dayanikli DNA Polimeraz 6zellikli bir enzim PCR islemleri icin reaksiyonun
baslangicinda ortama eklenir. Bu enzim, PCR islemi siirecinde, kalip DNA zincirinden
birini baz alarak ve ortamdaki dNTP’leri kullanarak yeni komplementer zincirin
sentezini gerceklestirir. Yeni zincir sentez isleminde, dNTP molekiillerinin kimyasal
bag kurma yonleri dikkate alindiginda, zincir sentez yonii her zaman dNTP’nin 5’ a
fosfatindan, sentezi yapilan yeni DNA zincirinin 3’ hidroksil grubuna dogru meydana
gelir. Oligoniikleotit primer problar, DNA polimeraz enziminin senteze baslamasi i¢in
bu 3’-OH grubunu saglar. Boylece komplementer yeni DNA zincir sentezi daima 5’ den
3’ yoniine dogru ilerleme olur. Sentezde kullanilan dNTP’ler (Deoxynucleotide
triphosphate), dATP, dCTP, dGTP ve dTTP’den meydana gelmektedir (Yang vd. 1992).
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Taq DNA polimeraz: Giiniimiizde en ¢ok tercih edilen PCR ortam enzimlerden biri Taq
DNA polimeraz olup, bu enzim Thermus aquaticus isimli bir termal bakteriden izole
edilmistir. Enzimin 6zelligi 65°C gibi yiiksek sicakliklara dayanikli olmasidir. Taq
Polimeraz invitro ortam kosullarinda dNTP niikleotidlerin 5' yoniinden 3' yOniine
aktiviteye sahip oldugu i¢in sentezin yonii komplementer DNA zincirinde 5' ugtan 3'
uca dogru gerceklesir. Bu siirecte ortamdaki primerin serbest 3' hidroksil ucuna,
ortamdaki dNTP lerin 5' fosfodiester baglarinin katalizlenmesi ve sonucgta yeni DNA
zincirinin polimerizasyon uzamasi gercgeklestirili. Tag DNA polimeraz enziminin
uzama degeri 70- 80°C’de ortalama 35-100 niikleotit/dakikadir.

PCR ortaminda kalip DNA’dan yeni DNA zincir sentezinin baglayabilmesi i¢in kalip
DNA molekiilden meydana getirilecek olan yeni tamamlayici diziyi ilk baslatici bir dizi
Ozelliginde primer olarak tanimlanan kisa 6ncii DNA fragmentlerine gereksinim vardir.
PCR islemlerinde 100 pl reaksiyon ortami igin genellikle 1-2.5 iinite Taq Polimeraz
enzimi kullanilir. Enzim miktar1 6n ¢alismalarla optimize edilmelidir. Ciinkii ortamdaki
enzim miktar1 diisiik oranda oldugunda PCR iiriinli az olusur. Enzim miktar1 yiiksek

oldugunda da farkli gen bolgelerine ait bantlar meydana gelebilir (Yang vd. 1992).

Thermotoga maritima Ultma™ DNA polymerase: ULTMA DNA polimeraz:
UITmaTM DNA polimeraz, Thermotoga maritima’nin DNA polimeraz enzimidir.
Thermotoga maritima (Tma), 90°C’nin istiindeki sicakliklarda yasayan hipertermofilik
bir bakteridir. Bu canli ilk defa Italya’da yiiksek sicaklikli jeotermal deniz
katmanlarindan tanimlanmistir. ULTMA DNA polimeraz enziminin 3’ ten 5’ yOniine

ekzoniikleaz hata okuma (proofreading) 6zelligi vardir (Newton ve Graham 1994).

Vent DNA polimeraz: Vent DNA polimeraz ilk defa Thermococcus litoralis isimli
termofilik bir archaeadan izole edilmistir. Bu archaea 98°C ve yukar1 sicakliga sahip
okyanus tabanindaki suda yasayan bir canlidir. Vent DNA polimeraz 3’ ten 5’ yOniine

aktivite gosterir (Lee vd. 2002).

Proofreading DNA Polymerases (Pfu DNA polimeraz): Bu enzim tuzlu sularda yasayan
hipertermofilik bir archaea olan Pyrococcus furiosis’ten izole edilmistir. Enzimin 3’ ten

5’ yoniine hata okuma (proofreading) 6zelligi vardir (Newton ve Graham 1994).
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Thermus thermophilus DNA polimeraz: Thermus thermophilus (Tth)’dan izole edilen
bes bes Tth DNA polimeraz enziminden ikisinin PCR islemlerine uygun oldugu
belirlenmistir. Rekombinant Tth DNA polimeraz enzimi, Thermus thermophilus’un
DNA polimeraz geninin modifiye bir versiyonunun Escherichia coli bakterisinde
translasyon islemi sonucu elde edilen termostabil bir polimerazdir. Enzim 5° ten 3’

yoniine katalizor aktivitesine sahiptir (Newton ve Graham 1994).

Magnezyum Konsantrasyonu: PCR ¢alismalar1 i¢in farkli DNA polimeraz enzimlerine
0zgl cesitli tampon ¢ozeltiler kullanilmaktadir. Bunlardan Taq polimeraz enzimi igin
Onerilen tamponun 10 kat konsantre yogunluktaki igerigi su sekilde olup, bu ¢ozelti
kullanilmadan o6nce 1:10 (V/ V) hacim oraninda seyreltilmesi gerekir:  Oda
sicakligindaki ¢6zeltinin bilesenleri; 100 mM Tris-HCI, pH= 8.3, 500 mM KCI, 15 mM
MgCI2. Bu siirecte son reaksiyon karisiminda MgCl2 konsantrasyonu farkli olabilir.

PCR ortaminda magnezyum (Mg) iyon yogunlugu dNTP monomerlerinin
komplementer zincire baglanmasi icin gerekli olan Mg+2 iyonlar1 dNTP’lerle
¢ozlinebilir bir durum meydana getirir. Mg+2 iyonlarit DNA polimeraz aktivitesini
sitimiile ederler. Cift zincirli kalip DNA’nin denaturasyon durumunu desteklerler.
Denatiire kalip DNA zincirlerine primer problarin giivenli bir sekilde tutunarak dimer
baglarini olusturmasini saglar. Bu siiregte  DNA polimeraz enziminin verimli
calisabilmesi icin kalip DNA, primerler ve niikleotid bazlarinin iizerinde serbest Mg
iyonlarinin bulunmasi gerekmektedir. Bu nedenle PCR solusyonunda 0.5 ile 2.5 hatta
5.0 mM aras1 bir degerde Mg iyonlarinin ANTP solusyonunda bulunmasi gereklidir.
Cogunlukla 1.0-1.5 mM degerindeki MgCl, yogunluklari en uygun deger olarak kabul
edilir. Yetersiz Mg+2 yogunlugu reaksiyonun iirlin miktarinda azalmaya ya da 6zgiin

olmayan tiriinlerin meydana gelemsine sebep olabilir (Yang vd. 1992).

dNTP Konsantrasyonu: PCR g¢alismalarinda kullanilan ANTP’ler her bir niikleotit i¢in
ayr1 ayr1 veya 4 niikleotidin karigimi olacak sekilde ortama ilave edilmektedir. ANTP
solusyonlarin pH degerinin 7.5’e¢ ayarlanmasi Onerilmektedir. Esit orandaki her bir
deoksiniikleotid Adenin, Guanin, Sitozin, Timin baz yogunlugunun 20 ile 200 pM
(ortalama 100 pM) arasinda olmasi halinde g¢ogunlukla sonuglar istenen nitelikte

olmaktadir. PCR islemlerinde dNTP yogunlugu normalden daha yiliksek olmasi
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durumunda yeni sentezlenen DNA dizileri beklenenden farkli hatali dizilerin meydana
gelmesine neden olur. Bu nedenle ortamdaki dNTP yogunlugunun en alt seviyede

bulunmasi PCR isleminin 6zgiinliik sansini yiikseltmektedir (Williams vd. 1990).

PCR Uygulamalarindaki Inhibitorler: PCR islemi iizerinde etkili pek ¢ok madde
baskilayict veya uyarici Ozellik gosterir. PCR uygulamalarinda incelenen cesitli
biyolojik drnekler biinyelerinde baskilayici materyaller bulundurabilir. Kalip DNA elde
etmek amaciyla doku veya hiicrelerin lizis siirecinde kullanilan iyonik olmayan
deterjanlarin %5 ve Tlizeri yogunluklari ¢ogunlukla PCR islemlerini baskilayabilir.
Bununla birlikte, sodyum dodesil siilfat (SDS) gibi iyonik deterjanlarin %0.1 ve iizeri
yogunluklar1 PCR uygulamalarinda baskilayict olmaktadir. PCR uygulamalarinda
kullanilan DNA polimeraz, deterjan kokenli ortamdaki proteinaz K etkisiyle proteaz
kesimine duyarlidir. Dolayisiyla proteinaz K ortamdan alinmali veya 96°C sicaklik

ortaminda pasifize yapilmalidir (Lee vd. 2002).

2.7.1.6 Genetik Belirtecler

Dogadaki organizmalar1 veya onlarin tipik bir karakterini tanimlayici olarak belirleyen
bir gen dizisi veya bir genin bant biiyiikliigli genetik belirte¢ (marker) olarak kabul
edilebilir. Genetik belirtecler bir taksonun genotip ya da fenotipik bir 6zelliginin diger
taksonlardan ayrit etmeyi saglayan karakterlerini belirler. Belirtegler morfolojik

markerleri ve genetik (DNA) markerleri olmak iizere iki ana grup altinda toplanir.

Protein Belirtegler: Organizmalarin izoenzim ve alloenzim gibi protein ve enzimlerinin
elektroforez yardimiyla jelde yiiriitiilerek tanimlanmasi esasina dayanir. Bunlardan
izoenzim belirtecler, taksonlar arasi tamimlamalarin yapilmasi, biyosistematik
caligmalara katkida bulunma, taksonlarin filogram ve dendogramlardaki konumunu
belirleme ve taksonlarin genetik c¢esitliligi hakkindaki veri olusturma gibi alanlarda
katkida bulunur (Sammour 1991).

Alloenzim tip belirtecler, ayn1 genin farkli protein sekillerini belirtmektedir. Alloenzim
belirtecleri Mendel kalittimi ve kodominant tip translasyon {iriin 6zelligindedirler.

Alloenzim belirleme arastirmalari hizli ve ekonomiktir. Bununla birlikte sadece
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translasyon iglemi yapilabilen solubletip protein molekiillerin tanimlanmasi, belirteg
sayisinin az olmast ve bu nedenle DNA genomunun diger kisimlarinin belirlenmesini

temsil etmemesinden dolay1 bu yontem kismen zayif kalmaktadir (Lee et al. 2002).

Genetik (DNA) belirtecler: Cesitli taksonlarin niikleotit dizilislerindeki farkliliklar bu
gruplarin genetik belirteclerini meyanda getiren 6gelerdir. DNA belirtecleri, protein ve
diger morfolojik karakterlere gére daha kesin veriler iiretir. Bu olgunun nedeni, protein
ve diger morfolojik karakterlerin ortamdaki etkenlerin baskisi altinda eksprese
olmalardir. Buna karsin genetik markerlerin ¢evresel faktorlerden etkilenmeleri sz
konusu degildir. Taksonlardaki genetik polimorfizm olgusu protein ve diger morfolojik
karakterlerden daha fazladir. Ayrica bu belirtecler organizmanin sinirli doku veya hiicre
bolimiinden tiim yasami boyunca calisilabilir, genetik varyasyonlar incelenebilir.
Taksonomik kategorilerin konumlari tanimlanabilir, kendi aralarindaki filogenetik

hiyerarsileri belirlenebilir (Lowe vd. 1996).

2.7.2 Cogaltilmis parca uzunluk polimorfizmi (AFLP) metodu

AFLP yontemi ile, iki farkli restriksiyon endoniikleaz enzimiyle kesilmis ¢ok sayida
gDNA parcaciginin bulundugu bir karisimdaki restriksiyon pargaciklarinin ¢ogaltilmasi
yapilir. AFLP teknigi ile ¢aligmada polimorfizmin olusma ihtimali yiiksektir ve canli
genomu hakkinda on bilgi olmadan uygulanabilen bir tekniktir. Sentezlenen markerlar
giivenilirdir. AFLP tekniginin zayif yan1 dominant markerler olusturmasidir. Bu siirecte,
50-100 gibi c¢ok sayida c¢ogaltilmis iiriin sentezlendigi i¢in analizlerin bilgisayar
kontroliinde olmasi zorunludur. AFLP markerleri genellikle kromozomlarin sentromer
ve telomer alanlarinda yer almaktadir. Bu olgu kromozomlarin farkli alanlarinin

analizini zorlastirmaktadir (Vos vd. 1995).

Restriksiyon enzimleri Virus DNA molekiiliiniin 4-8 baz ¢iftlik DNA dizilerinden
taniyarak bu bolgelerden kesim yapar. Bu enzimler ile kesim sonucunda, bir zinciri
digerinden daha uzun yapiskan uclu parcalar ya da her iki zinciri esit uzunlukta kiit u¢lu
parcgaciklar elde edilir. RFLP teknigi Southern blotting (emdirim) ve PCR temelli olmak
tizere iki farkli yontemle uygulanir. RFLP yontemi ile hem nuklear hem de

mitokondriyel genom tizerinde yararl bilgiler tiretilebilmektedir (Griftiths vd. 1996).
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2.7.3 Rasgele cogaltilmis polimorfik DNA (RAPD) metodu

RAPD yontemi genellikle genomdaki 9-10 bazlik kisa ve rastgele bolgelere tek bir
primer kullanilarak c¢ogaltilmasi esasina dayanan PCR temelli bir yontemdir. Bu
yontemde 6zgilin hedef DNA bolgesi ya da hedef gen yoktur. Her bir primer rastgele
DNA molekiiliiniin farkli bolgelerine baglanarak bu bdlgelerin  ¢ogaltilmasi
saglanmaktadir. RAPD yonteminin gii¢lii yonleri su sekilde siralanabilir: Cok sayida
gen lokusu tizerinde ayni anda g¢alisilmay1 destekler, uygulanmasi kolaydir, sonuglari
nispeten daha kisa siirede elde edilir, ¢ok az miktarda genomik DNA’ya gereksinim
duyulur, analiz bagina maliyeti azdir (Williams vd. 1990).

Diger yandan RAPD yonteminin zayif yonleri su sekilde siralanabilir: genellikle
heterozigot genotipler homozigot genotiplerden ayirt edilemez, tekrarlanabilir
sonuclarin elde edilmesinde giiclk yasanabilir, hedef DNA bolgesinin genomun
neresinde oldugu belirlenemez, analiz yapan laboratuvarlar arasinda farkli sonuglarin
elde edilebilir. Bununla birlikte gilinlimiizde halen tiir ve alttiirlere ait populasyonlarin
nDNA larinin genetik varyasyonlart hakkinda 6n bilgi eldeedilmesi ve populasyon
genomlariin karsilastirilmast amaciyla bu metot yaygin olarak kullanilmaktadir

(Williams vd. 1990).

2.7.4 Basit dizilim tekrarlar1 (SSR) veya ardisik basit tekrarlar (STR) metodu

Basit dizilim tekrarlar1, nuklear DNA icin gelistirilen diger bir yontem olup mikrosatelit
metodu olarakda bilinir. Mikrosatelit gen lokuslar1 6karyot canlilarda genom pek c¢ok
yerinde bulunan ve ardisik olarak tekrarlanan 2-5 bg¢ uzunlugunda dizilerden meydana
gelir. Bu diziler (GA)n, (CT)n, (TAT)n veya (GACA)n seklinde konumlanabilir.
Mikrosatelit allelleri PCR ile ¢ogaltilan nuklear DNA parcacigindaki farkli niikleotid
dizisi motiflerinin tanimlanmasiyla agiga ¢ikarilmaktadir. Her bir lokus allelinde tekrar
eden nukleotidlerin sayilar1 birbirinden farklilik gosterir. Nuklear genomdaki
mikrosatelitler, lokus basina 10-3 ile 10-4 gibi yiiksek mutasyon oraninda olabilir. Bu
nedenle mikrosatelitler; populasyondaki varyasyonlarmin belirlenmesi, genomlarinin

haritalanmasi ve filogeni ¢alismalarinda yaygin olarak incelenmektedir (Attardi 1985).
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2.7.5 Tek niikleotid polimorfizmleri (SNPs) metodu

Bilindigi gibi, tek niikleotid polimorfizmleri (SNPs), bir purin niikleotidlerinin (A,G) bir
diger purin ile veya bir primidin niikleotidinin (C,T) diger bir primidin niikleotidi ile yer
degisimi gdstermesini ya da bir purin niikleotidinin bir pirimidin niikleotidine veya bir
pirimidin niikleotidinin bir purin niikleotidine degisimi seklinde olugmaktadir. Bununla
birlikte, bir ya da birkag niikleotidin eklenmesi (insertion) veya eksilmesi (deletion)

olgular1 da tek niikleotid polimorfizmine neden olmaktadir (Beuzen vd. 2000).

Gliniimiizde tek niikleotid polimorfizmlerinin kullaniminin yayginlasmasinin baslica
nedenleri su sekilde siralanabilir. Incelenen hemen her gen lokusunda diger molekiiler
yontemlere gore ¢ok daha fazla marker elde edilir. SNPs, bir gen iiriinii karsilig
bulunan bolgelerde bulundugu icin dogrudan fenotipi etkilemektedir. SNPs
mikrosatelitlere oranla daha kararli bir sekilde nesilden nesile aktarilmaktadir. Bu
ozellik nedeniyle seleksiyon markeri olarak SNPs karakterlerinin kullanimini tercih
edilir. DNA microarray teknolojisi kullanilarak daha fazla lokusun incelendigi
caligmalarda SNPs markerleri mikrosatelitlere gore daha kullanighdir. Diger yandan
hedef polimorfik bolge hakkinda Onceden bilgi sahibi olunmasi gerekliligi SNPs
yonteminin zayif yani olarak belirtilmektedir (Beuzen vd. 2000).

2.7.6 DNA dizi analizi metodu

Populasyondaki bireylerin genetik varyasyonlarinin belirlenmesinde DNA dizi analizi
yontemi etkin bir yontemdir. Giiniimiizde DNA dizi analizi cihazlarimin yardimiyla
taksonlarin DNA dizi analizleri belirlenebilmektedir. DNA dizi analizi iki farklh
yontemle yapilmaktadir. Yontemlerden birt Maxam ve Gilbert (1977) tarafindan ortaya
konan ve bazi niikleotidlere 6zgii kesim bolgesi gelistirilen yontemdir. Maxam—Gilbert
yonteminde dizi analizi yapilacak DNA bolgesinin terminal bolgeleri radyoaktif bir
madde ile isaretlenir. Bunu takiben isaretli 6zgilin bolgelerden kesim yapabilen c¢esitli
kimyasal maddeler ile DNA molekiilii A, T, G, C olmak {iizere 4 alt béliimde incelenir.
Ornegin alt bdliim, dimetil siilfat ve piperidin ile reaksiyona tabi tutuldugunda, sadece
G niikleotid ile sonlanan boélgelerden kesim yapilir, G niikleotidi ile son bulan ¢esitli

uzunluklarda DNA pargaciklar1 elde edilmektedir. Daha sonra poliakrilamid jel
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elektroforezi ile DNA parcaciklart ayristirilir ve otoradyografi ile goriintiilenir. Diger ii¢
niikleotide 6zgli benzer analizler yiiriitiiliir elde edilen DNA parcaciklart poliakrilamid

jel elektroforezi ile ayristirilir ve goriintiilenir (Griffiths vd. 1996).

Ikinci yontem, Sanger vd. (1977) tarafindan gelistirilen ve Sanger yontemi olarak
bilinen DNA dizi analizi yontemidir. Bu yontem, ikili sarmal yiiksek sicaklikta
denatiirasyonla tek zincirli hale getirilir, hedef DNA lokusuna uyumlu olan ve primer
olarak adlandirilan komplementer kisa bir DNA par¢acigi bu bolge ile hibrit olusturur.
Bunu takiben DNA polimeraz enzimi yardimiyla primere, ortamda bulunan
deoksintikleotidlerin (dA, dC, dG ve dT) eklenmesiyle komplementer zincir sentezi
gerceklesir. En son deoksiniikleotidlerde var olan 3' OH grubunu tasimayan
dideoksiniikleotidlerin (ddN) zincire eklenmesiyle reaksiyon tamamlanir. Sentez igin
etiketli deoksiniikleotid kullanilarak yeni sentezlenen DNA zinciri floresan boya etiketli
hale getirilir. Polimeraz zincir reaksiyonu ile farkli uzunlukta DNA setleri elde edilir.
Bu DNA setleri poliakrilamid jel elektroforezi ile ayrilir ve otomatik dizi tanimlayici

cihazlar yardimiyla DNA zincirinin dizisi kolayca tanimlanir (Rokas vd. 2003).

2.7.7 Restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi (RFLP) metodu

DNA molekiiliiniin ikili sarmal yapisin1 belirli niikleotid dizilerinden kesen bakteriyel
kokenli “restriction endonuclease” gibi bazi restriksiyon enzimlerinin kesfedilmesi ile
DNA biyolojisi iizerinde 6nemli gelismeler olmustur. RFLP teknigi, DNA diizeyinde
polimorfizm elde etme amaciyla kullanilan bir yontemdir. Bakteriler viral patojenleri
olan bakteriyofajlara karsi savunma mekanizmasi olarak c¢esitli DNA restriksiyon
enzimleri iretebilmektedirler. Bu enzimler DNA molekiiliinii belirli 6zgiin tanima
dizilerinden kesebilme 6zelligine sahiptir. Bu enzimler bir bakteriyofajin bakteri i¢ine
girdiginde, bakterilerin endoniikleaz enzimleri, viruslerin DNA’sm belirli gen dizi

bolgelerinden keserek o virusun bakteride cogalmasini 6nlerler (Griffiths vd. 1996).

2.7.7.1 PCR tabanli RFLP metodu

PCR temelli RFLP metodu organizmanin &zgiin bir lokusunda polimorfizm olgusunu

belirlemek i¢in gelistirilmistir. PCR-RFLP yonteminde, standart PCR islemi ile
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incelenecek lokus cogaltilmakta ve gesitli enzimlerle ¢ogaltilan PCR lokus parcacigi
kesilmektedir. Meydana gelen kesim pargacik iizerindeki kesim noktasinin bulunup
bulunmamasina gore bireyler arasindaki c¢esitlilikler belirlenmektedir. PCR-RFLP
yonteminde bireyler arasinda belirlenen polimorfizm olgusu, enzim tanima bolgesinde
meydana gelen bir niikleotidin eklenmesi, eksilmesi veya degismesi seklinde meydana
gelen nokta mutasyonlarindan kaynaklanmaktadir. PCR-RFLP yontemi &zellikle
kodominant kalitim modeline uygun markerler olusturmaktadir. PCR-RFLP yonteminde
klasik PCR yonteminde oldugu gibi uzun primerler kullanildigi i¢in c¢ogunlukla
giivenilir gogaltim gergeklestirilir. Bununla birlikte PCR-RFLP yonteminin baslica zayif
yanlart sunlardir: PCR-RFLP ile ¢ogaltilacak lokus hakkinda &nceden bilgi sahibi
olunmas1 gereklidir. Arastirilacak lokuslar i¢in gerekli kesim enzimleri ile 6zgiin

primerlerin hazirlanmasi1 zaman ve maliyet artisina neden olur (Botstein vd. 1980).

2.7.7.2 Southern emdirim (blotting) temelli RFLP metodu

Southern blotting kapsaminda uygulanan RFLP yontemi, DNA iizerindeki
varyasyonlarin belirlenmesinde kullanilan ilk yontemlerden biridir. Bu yontemde belirli
kesim enzimleri ile DNA molekiilii islendikten sonra olusan DNA parcaciklariin kesim
modellerindeki farkliliklarindan yararlanarak DNA {izerindeki polimorfik bolgeler tespit
edilir. Bu yontem ile DNA molekiiliinde meydana gelen ¢esitli mutasyonlar nedeniyle
populasyonun bireyleri arasinda farkli uzunluklara sahip DNA parcaciklar1 elde
edilmektedir. DNA parcaciklarinin uzunluk farkliliklar1 Agarose jel elektroforezi ve

hibridizasyon isleminden sonra belirlenebilmektedir (Beckmann ve Soller 1983).

RFLP tekniginin uygulamasi su sekilde yapilmaktadir. Reaksiyon kapsaminda dncelikle
saflastirilan DNA molekiilii 6zgiin kesim enzimleri ile hedef bolgeden kesilir. Bunun
sonucu farkli uzunluklarda DNA parcaciklar1 elde edilir. DNA kesim parcaciklari
genellikle agaroz jel elektroforezi ile biiylikliik esasmna gore ayrilir. Daha sonra
polimorfizmin tespit edilmesi ve hedeflenen kesim parcaciklarinin belirlenmesi igin
hibridizasyon yonteminin uygulanmasi gerekmektedir. Hibridizasyon i¢in agaroz jel
tizerinde bulunan hedef gen parcaciklar1 daha kararli olan nitroseliilloz veya naylondan
yapilmis ortama aktarilir. Bu yontem ilk olarak Southern (1975) tarafindan ortaya

cikarildigi i¢in Southern blotting (emdirim) olarak bilinir. Bu yontemde agaroz jel bir
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solusyon i¢inde denatiire edilir ve tek eksenli DNA kesim pargaciklart seti elde edilir.
Bunu takiben agaroz jelin lizerine naylon veya nitroseliiloz bir membran ve onun
tizerine de agirlik konur. Bu siirecte tampon solusyonun destegiyle agaroz jeldeki biitiin
DNA kesim parcgaciklar1 dolayisiyla DNA bantlar1 tek eksenli olarak naylon veya
nitroseliiloz membrana aktarilir DNA kesim pargaciklarini bulunduran naylon veya
nitroseluloz membran bir sonda (probe) ile reaksiyona alinir. Sondanin 6zelligi, hedef
DNA kesim parcacigi ile tamamlayicit (komplementer) 6zellikte kisa, tek zincirli bir
DNA parcacigt olmasidir. Sonda parcaciklari, nuklear ya da komplementer DNA
(cDNA) kiitiiphanelerinden hazirlanir. Bu DNA kiitliphaneleri, farkli tiirlerin DNA
molekiillerinin kesilmis pargaciklarini igeren plazmid gibi vektorel yapilardir. Bu
parcaciklar, bakteriler gibi c¢esitli vektor organizmalara aktarilir ve ilgili DNA

parcaciklari istenen miktarda ¢ogaltilir (Beckmann ve Soller 1983).

DNA sondalarinin elde edilmesinde kullanilan baslica kaynaklar sunlardir: Bir canliya
ait genomik kiitliphane, DNA kesim enzimleri ile kesilir ve her bir DNA parcacik
bakteri veya viral bir vektore aktarilir. Daha sonra bu ortak kiitiiphane i¢inden RFLP
analizi i¢in uygun sonda parcalar1 ayiklanir. Organizmalarin komplementer DNA
(cDNA) kiitiiphaneleri kapsaminda, hiicre icindeki mRNA izole edilir ve ters
transkriptaz enzimi ile cDNA sentezlenebilir. Elde edilen ¢cDNA molekiili ¢esitli
bakteri ve viruslerde ¢ogaltilir ve RFLP analizi i¢in uygun sonda olarak kullanilir.
Mitokondriyel ve kloroplast gibi sitoplazmik DNA genomlarindan uygun sonda
parcalar segilebilmektedir. Bu parcalar, naylon veya nitroseliiloz ortamlarina aktarilan
membrandaki tek zincirli kesim pargaciklari, daha onceden hazirlanan sonda parcalari
ile komplementer olmalar1 halinde hibridizasyon gergeklesmekte ve radyoaktif isaretli
cift zincirli DNA parcaciklar iiretilmektedir. Isaretli bu DNA parcaciklar1 goriintiileme

sisteminde tanimlanmaktadir (Beckmann ve Soller 1983).

2.8 Hayvansal Mitokondri Genomu (mtDNA)

Okaryotik heterotrof canlilarin genetik igerigi, niikleus iginde bulunan cekirdek DNA
(nDNA) ve mitokondri (mtDNA) organelinde bulunan DNA molekiillerinden meydana
gelmektedir. Sitoplazmik kalitim materyali olarak da bilinen mtDNA maternal kalitim

0zelligine sahip olmasi nedeniyle, yumurta hiicresinin sitoplazmasi vasitasiyla nesilden
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nesile aktarilir. Mitokondri bulundugu hiicre ile birlikte boliinerek kendi kendine
cogalabilme 6zelligine sahiptir. Mitokondri ¢ift hiicre zarma sahip, kendine 6zgii DNA
molekiilii (mtDNA) ve ribozomlara sahip olan, kendi enzimlerini sentezleyebilen ve
adenozin trifosfat (ATP) organik bag enerjisi iiretebilen bir organeldir. Okaryot
hayvansal hiicrelerde mtDNA, halka seklinde iki zincirli sarmal yapili bir DNA
molekiilii olup oksijenli solunumla ilgili genleri icerir. Molekiiler hayvan sistematigi
kapsaminda; populasyon genetigi, filogenetik, barkodlama, tiir i¢i ve tiirler arasindaki
genetik oOzelliklerin belirlenmesi amaciyla yapilan calismalarda mtDNA’nin kararh

olmasi ve maternal 6zellik tagimasi nedeniyle tercih edilir (Rokas vd. 2003).

mtDNA molekiiliiniin yapis1 halka seklinde, ikili zincirli bir DNA molekiiliinden
meydana geldigi igin, niikklear genetik materyalindekine benzer sekilde krossing-over
meydana gelmez. Bu nedenle mtDNA kalitiminda nesilden nesile gecerken yeni
kombinasyonrekombinasyon olusmaz. Bu nedenle lokuslar daima sabit konumda
kalmaktadir. Bununla birlikte nadiren ortaya ¢ikan mutasyonlar sonucunda ortaya ¢ikan
genetik varyasyonlar; niikleotid kaybolmasi (delesyon), niikleotid eklenmesi (insertion),

niikleotid doniistimii (substitution) ve niikleotid degisimlerdir (Moritz vd. 1986).

Mitokondri DNA kalitim materyalinin ortalama 37 genden meydana geldigi ve bu
lokuslarinin mitotip veya haplotip 6zelliginde olduklar1 bilinmektedir. Mitotip kavrami
sadece mitokondri genomuna ait kalitim materyalini ifade etmede kullanilmaktadir.
Mitotip “mitochondrial genotype” kelimelerinin kisaltmasindan tiiretilmistir. Haplotip
kelimesi mitokondri ve Y kromozomu iizerinde bulunan karakterleri tanimlar. Haplotip
kelimesi “haploid genotype” kelimelerinin kisaltilmasindan iretilmistir. Haplotip aym
kromozom iizerinde birbirine ¢ok yakin ve bagli bulunan ve birlikte nesilden nesile
aktarilan gen takimlar1 olarak da ifade edilir. Mitokondrial DNA gen lokuslarinin
tanimlanmasi ile canlilarin ¢esitli 6zellikleri belirlenmektedir. Boylece, populasyonlar
daha Ozgiin tanimlanmakta, ortaya c¢ikis yerleri, cografik dagilimlari, gen akis
durumlari, hibridlesme seviyeleri ile filogenileri belirlenmektedir (Moritz vd. 1986).
Hayvansal hiicrelerde 37 gen igeren mitokondri kalitimindaki genler ve bu genlerin
dizileri iyi korunmustur. Bu 37 genin karakter dagilimi; 2 adet ribozomal RNA geni, 22
adet transfer RNA geni ve ATP sentezi ile elektron tasinmasindaki 13 adet protein geni
olarak tanimlanmistir (Resim 2.4) (Moritz vd. 1986).
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Niiklear kalittm materyali (nDNA) ile hayvansal hiicrelerin mitokondriyal DNA
molekiilii arasinda &nemli farklar vardir. Ornegin mitokondriyel DNA g¢ogunlukla
maternal kalitim oOzelligindedir. Mitokondriyel DNA zincirinin halka seklinde oldugu
bilinmekle birlikte su yilanlarinda dogrusal oldugu ifade edilmektedir. Niiklear kalitim
materyali histon proteinlerine sahip olmasina karsin mitokondri DNA molekiiliinde
histon proteinleri yoktur. Mitokondri genomundaki bdlgelerin tamaminin enzim,
protein, TRNA ve tRNA gibi bir iiriin karsilig1 vardir. Dolayisiyla mitokondri DNA
molekiiliinde gorevleri tam olarak bilinmeyen ve intron olarak tanimlanan, bos (junk)

DNA ve satellite olarak bilinen DNA boélgeleri yoktur (Hall 1998).

Niiklear kalitim materyali milyon kb hacminde oldukc¢a biiylik bir molekiil olmasina
karsin, mtDNA ortalama 16.3-17 kb hacmi ile daha kiigiik bir molekildiir. Mitokonrial
DNA yer alan baz1 gen bdlgeleri ekspresyon esnasinda ¢ekirdek DNA genomunda
belirtilen evrensel kodlamalardan farkli anlamlar ifade edebilmektedir. Ornegin UGA
kodonu niiklear DNA biinyesinde stop, mitokondrial DNA’da ise triptofan (Trp) amino
asidi kodlama anlamina sahiptir. AUA kodonu niiklear DNA biinyesinde, izol6sin (Ile)
amino asidi, mitokondri DNA kapsaminda ise metiyonin (Met) amino asidi anlamina
sahipti. AGA ve AGG kodonlari, niiklear DNA’da arjinin (Arg) amino asidi,
mitokondriyel DNA’da ise stop anlamina sahiptir. Ayrica mtDNA molekiiliinde
replikasyon ve transkripsiyonun basladig1 ve herhangi bir {irtin karsilig1 olmayan ve D-

loop bolgesi olarak bilinen bir kontrol bolgesi vardir (Hall 1998).

2.9 Taksonomi icin DNA Barkodlama Calismalar

DNA barkodlama arastirmalari organizmalarin kisa, standartlagtirilmis gen bolgeleri
esasinda 6zel bolgeler olarak kullanarak hizli ve dogru olarak taksonlar1 tanimlamay:
amagclamaktadir. Boylece, taksonomik sisteme daha kolay ulagmanin yanisira ekologlar
vedoga koruyuculari, zararl tiirlerin kontrolii ve takibi ile gida gilivenligini daha kolay
takip edebileceklerdir. Daha genel kapsamda, DNA barkodlama ile profesyonel bilim
insanlarindan okul ¢ocuklarina kadar her merakl kisinin herhangi bir tiiriin adlarina ve
biyolojik 6zelliklerine kolay ve dogru erisime sahip olabilecektir. DNA barkodlamasi,
dogadaki canlilar1 bilinen tiirlere atamaya ek olarak, taksonomistlerin 6rnekleri hizli bir

sekilde smiflandirmasina izin vererek ve yeni tiirleri tanimlamak suretiyle farkli
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taksonlar1 6ne ¢ikararak yeni tiirlerin kesif hizin1 artiracaktir. DNA barkodlamaylailave
olarak taksonomi iizerine ¢alisan bilim insanlarina, yasamin cesitliliginin kiiresel bir

envanterini genisletme firsat1 sunacaktir (Wheeler 2004).

Gectigimiz 250 yilda yaklasik iki milyon taksonomik hipotezin olusturulmasi, biyolojik
cesitliligin temel bir anlayigini saglayan etkileyici bir basaridir, ancak birgok ayrinti
aciklanmayr beklemektedir. DNA barkodlama, tiir kesfini hizlandirarak, mevcut
taksonomik hipotezleri test ederek ve tiir tanimlamalarin1 daha kolay erisilebilir hale
getirerek yasam envanterine yardimci olacak sekilde konumlandirilmistir. Bu katkilar,
temel taksonomik disiplinlere ragmen yapilmayacaktir. DNA barkodlama yontemi, dar
ve tlimiiyle molekiiler bir tanimlama sistemi anlayistyla morfolojik calismalar1 g6z ardi
etmez. Aksine, molekiiler ve morfolojik taksonomistler arasinda giiclii baglantilar
kurmay1 amaglar. Ayn1 zamanda, taksonlarin adlandirildig: ve siniflandirildigi Linnaean
ilkelerini korumayi1 hedefler. DNA barkodlama dagalismalarinda, morfolojik olarak
tiiretilmis tiir adlarin1 kullanir ve tanimlama i¢in barkod kullanildiginda bu isimler daha

giiclii bir konuma gelir (Will ve Rubinoff 2004).

Bazi arastiricilar DNA barkodlama yaklagiminin temelde kusurlu ve eksik oldugunu
iddia etse de, mevcut veriler bunun aksini desteklemektedir. DNA barkodlamanin
basarist simdiye kadar sasirtict derecede dogrulayici olmustur. Dahasi bir dizi ¢alisma
sonucunda, farkli cografi ortamlardan ve farkli evrimsel 6zelliklere sahip ¢ok sayida
taksonomik grup iizerinden DNA barkodlamasinin etkinligini arastirilmistir. Bu
caligmalarin sonucunda, 13.000'den fazla hayvan tiirii i¢in barkod kayitlart mevcuttur ve
bu her gecen giin hizla ¢ogalmaktadir. Taksonlar arasi gruplarda ve tiir tanimlamada
basar1% 95'1 agmakta ve morfolojik olarak tanimlanmasi zor yakin akraba tiirlerde ayirt

edilmeyi desteklemektedir (Smith 2005).

Hayvanlaralemindekibarkodlama c¢aligmalarinin  genel performansinaCOI tabanl
sistemden ele alindiginda % 99,99'u agan taksonomik dogruluk sagladig: belirlenmistir.
Yaklasik 10 milyon hayvan tiirii oldugu varsayilirsa, hayvanlar alemininbarkod arsivi,
heniiz yeni yeni olusmaya baslamaktadir. Sonugta elde edilen bir barkod bilgisiyle, 10
milyon tiirden herhangi birinin tiir kimligine veya yakin akraba tiirlerin kiiglik bir alt

kiimesine atama yapabilecektir (Beskansky vd. 2003).
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Hayvanlar alemindekiDNA barkod kiitliphanesinin Oniimiizdeki 5 yil i¢cinde en az
500.000 veri tanimlanarak yaklasik 50.000 tiirii kapsayan veri bankasi olusturulmasi
lizerine caligmalar devam etmektedir. Boylece DNA barkodlarinin, kapsamli barkod
kayitlarina sahip bu taksonomik gruplar i¢in etkili bir tanimlama araci olarak islev
gdrmesine izin verecektir. Ornegin, baliklar, siiriingenler, kuslar, memeliler ve bocekler
icin barkod esasli tanimlamaya yaklasildik¢a, bu tilirlerin tanimlanmasina agik erisim
miimkiin olacaktir. Bu tiir barkod verileri diger hayvanlardan alinan barkod bilgileriyle

birlestirildikge, evrensel bir tanimlama sistemi ortaya ¢ikacaktir (Kress vd. 2005).

Hayvanlar alemii¢in barkodlamanin genel olarak kullanimi yayginlagsmakla beraber,
canlilar alemindeki diger ana taksonlar i¢in barkod yontemlerinin olusturulmasi ve
stananmasina gereksinim bulunmaktadir. Barkodlama analizinin temel yOntemleri
hayvanlar alemindeki diger canli gruplar i¢in de gegerli olmakla beraber, barkodlamada
kullanilacak gen bolgelerinin se¢imi gereklidir. Bilinen tiirleri ayirmadaki basarisinin
yant sira, DNA barkodlama yodntemi, taksonomik problemlere ¢ézmede gii¢lii bir
yardimc1 olacaktir. Ayrica, tanimlanamayan tiirleri agiga ¢ikarma, gida maddelerinin
kaynaginit bulma, farkli yasam evrelerindeki organizmalari tanimlama ve bireylerin
cinsiyetlerini belirlemegibi bir¢cok taksonomik aragtirmada da yardimci olacaktir
(Beskansky vd. 2003)
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Akarcay Havzasi

Aksehir, Eber ve Karamik alt havzalarindan meydana gelen Afyon Akarcay kapali
Havzasi, KB-GD yoniinde 125-130 km uzunlukta ve K-G yoniinde 18-20 km genisliktedir.
Bu havzanin dogu yoniinde 1000-1100 m yiiksekliginde platolar, bat1 yoniinde ise volkanik
sedimenterin yanisira plato ve daglar yer almaktadir. Karamik alt havzasi, Sultan Dagi’nin

kuzey uzantis1 ile Kiikiirt Dag1 arasina konumlanmistir (Kazanci vd. 1999).

3.2 Karamik Golii

Akargay Havzasinda yer alan Karamik Golii, Afyonkarahisar ili Cay Ilgesi 32° 28°K, 30°
53°D koordinatlari arasinda yer almaktadir (Sekil 3.1, Resim 3.1). Goliin ortalama derinligi
1.5-2 m (Kazanci1 vd. 1999), denizden yiiksekligi 1002 m dir. Go6l 4800 ha sazlik ve
bataklik, 400 ha gol aynasi olmak tizere 5200 ha alana sahiptir (Hasbek ve Ar1 2018).

Karamik Goliinii besleyen baslica kaynak Geneli ¢ayidir. Ayrica g6l havzasina diisen yagis
sular1 ile ylizeysel su kaynaklari da golii beslemektedir. Golden su bosalimi ise
buharlagsma, Tasevi Kaynaklar1 bolgesinden karstik sistemle havza disina akis ve pompaj

yolu ile olmaktadir (Kazanci vd. 1999).

3.3 Arastirma Orneklerinin Temini

Arastirma ornekleri olan turna baliklar1 Karamik Goéliinden yerel balik¢ilarin yardimiyla
fanyali ag kullanilarak 13 Eylil 2020 tarthinde yakalanmistir. Baliklar golden
cikarildiktan sonra %70 etil alkol ortaminda fiske edilerek arastirma laboratuvarina
getirilmistir. Fiksatif sivis1 i¢inde 24 saat bekletilen 6rnekler %70 etil alkol ortaminda
muhafaza edilmistir (Resim 3.2-3.4).Calismada etil alkol fiksatif ve ornekleri koruma
stvisi olarak kullanilmistir. Etil alkol s1vis1 canlinin metabolik aktivitesini en kisa siirede
durduran madde olmasi, protein ve genetik materyal yapisimt fenol, formaldehit ve

asetik asit gibi diger fiksatiflere gore daha az tahrip etmesi nedeniyle tercih edilmistir.
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A J614 -
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Sekil 3.1 Karamik Goli haritasi, Hasbek ve Ar1 (2018)’dan uyarlanmistir
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Resim 3.2 Karamik Goliinden yerel balik¢ilar yardimiyla turna baligi yakalama islemi (orijinal).
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Resim 3.3 Arastirma 6rnegi olarak rastgele segilen 3 adet Esox lucius (orijinal).

Resim 3.4 Etil alkol ortaminda muhafaza edilen 3 adet Esox lucius 6rnegi (orijinal).
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Resim 3.5 Esox lucius 6rneklerinde boy 6l¢iimii (orijinal).

Resim 3.6 DNA izolasyonu i¢in 3 Esox lucius’tan alinan karaciger doku 6rnekleri (orijinal).
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Resim 3.7 DNA izolasyon islemi (orijinal).

3.4 Arastirma Orneklerinin Disseksiyonu

Laboratuvarda boy o6l¢liimii yapilan 28, 33 ve 36 cm boyundaki 3 turna baligi, kloak
acikligindan itibaren anteridrdeki farinks seviyesine kadar uzunlamasina disseksiyon
yapilarak karin boslugu acilmigtir. Daha sonra her bir baligin kas ve karaciger
dokusundan yaklasik 1 gr doku 6rnegi dissekte edilmistir. Doku ornekleri iginde etil
alkol bulunan petri kaplarinda fiksasyon amaciyla 24 saat bekletilmistir. Bu islemi
takiben her 6rnege ait doku ornekleri iginde etil alkol bulunan ayri bir eppendorf tiipiine

aktarilarak, DNA izolasyon islemi i¢in hazir tutulmustur (Resim 3.5-3.6).
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3.5 Mitokondriyel DNA izolasyonu

Mitokondriyel DNA izolasyonu, EurX GeneMATRIX Tissue & Bacterial DNA
izolasyon kiti (Polonya) kiti kullanilarak, Mulligan ve Chapman (1989)’un metodu
kismen degistirilerek yapilmistir (Resim 3.7). Buna gore, %70 etil alkol ortaminda
muhafaza edilen Orneklerin kas dokusundan bisturi ile alman 0.5 gr agirligindaki
numuneler 1.5 mL’lik eppendorf tiipler i¢cine alinmistir. Tiiplere 500 unL TEN tampon
ortami (1 M NaCl, 0.5 M EDTA, 1 M Tris (pH 8.0) ilave edilmis ve mekanik olarak
ezilmigtir. Daha sonra 25 pL SDS (%20), 15 pL Proteinaz K (20 mg/mL) ve 15 pL
RNaz (20 mg/mL) ilave edilerek tiipler 60°Cde 12 saat bekletilmistir. Bunu takiben
eppendorf tiipleri 8000 rpm de 10 dakika santrifuj edildikten sonra tiiplerin {istlinde
kalan siipernatant ({ist tabaka) 1.5 mL’lik tiiplere alinmis, geri kalan pelet (alt tabaka)
atilmistir. Eppendorf tiiplerine 150 pL fenol ve 150 pL kloroform izoamil alkol (24:1)
eklenip 20 dakika vortekste calkalanarak ekstraksiyon islemi gergeklestirilmistir.
Eppendorf tiipler 8000 rpm devirde 10 dakika santrifiij edilmis ve tiipteki slipernatant
ist s1v1 faz alinmistir. Eppendorf tiiplere 300 pL kloroform izoamil alkol ilave edilerek
reaksiyon tekrar edilmistir. Numuneler yeni eppendorflara alindiktan sonra 800 pL -
20°C de tutulan % 95°1ik etanol ile 50 pL 3M sodyum asetat ilave edilmistir. Ornekler -
20°Cde 12 saat bekletilmistir. Derin dondurucudan alinan numuneler 15 dakika 10.000
rpm’de santrifiij edilmistir. Elde edilen pelet mtDNA, %70’lik etanol ortaminda iki defa
yikanmis, ¢ceker ocakta tliplerin agz1 acik olacak sekilde 1 saat siiresince bekletilmis ve
tiiplerdeki etanol ugurularak pelet kurutulmustur. mtDNA peleti 10/1 oraninda 100 pL

TE i¢inde ¢ozdiirtilmiistiir.

3.6 Mitokondriyel DNA Miktarimin Spektrofotometrik Ortamda Hesaplanmasi

mtDNA miktarii1 spektrofotometrede 6lgme islemi DNA igeren ortam sivisinin
absorbladig1r uv radyasyon miktarinin belirlenmesi ile gergeklesmektedir. DNA’nin
plirin ve pirimidin bazlar1 260 nm’de ultraviyole 15181 absorbladigr igin,
spektrofotometrede 260 nm’lik dalga boyunda okunan deger, 6rnekteki niikleik asit
konsantrasyonunun belirlenmesinde kullanilir. Spektrofotometredeki 1 optik yogunluk

(OD); ¢ift iplikli DNA i¢in 50 pg/ml’ye denk gelmektedir (Henegariu vd. 1997).
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Mitokondriyel DNA’nin miktar ve saflik kontrollerinin yapilmasinda NanoDrop
Spektrofotometreden yararlanilmistir. Mevcut mtDNA numuneleri kuvars kiivet
kullanilarak spektrofotometrede okunan deger iizerinden su optik yogunluk hesaplama
formiilii kullanilarak DNA miktar1 saptanmistir: DNA miktar1 = OD260 X sulandirma
katsayist X 50 pl/m. Daha sonra mtDNA yogunlugu 50 ng/ul olacak sekilde PCR

reaksiyonu i¢in seyreltilmistir.

Bu asamada mtDNA safliginin belirlenmesi i¢in 260 nm ve 280 nm’deki OD’ler
Olgiilerek siispansiyonda fenol veya protein atiklarinin olup olmadigi belirlenmistir.
Solusyonda protein veya fenol atiklarinin bulunmasi mtDNA OD260/0D280 oraninin
1.8-2.0 arasinda olmas1 gereken degerini azalttig1 i¢cin ortamdaki protein ve fenol
kalintilar1t DNA miktarinin dogru hesaplanmasini zorlastirmaktadir. Spektrofotometrede
260/280 dalga boylarinda 1.8-2.0 saflik derecesinde Olgiilen 50 ng/uL miktarindaki
mtDNA, PCR islemi yapilincaya kadar +4 °C de muhafaza edilmistir.

3.7 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Hedeflenen 6zellikte mtDNA izolasyonu elde edildikten sonra, mtDNA lokuslarinin
cogaltilmast amaciyla PCR yapilmistir. Mitokondriyal DNA’nin COI lokusunu
¢ogaltmada kullanilan ileri (FishF1) ve geri (FishR1) primer ¢ifti ile referans bilgileri
Cizelge 3.1°de sunulmustur (Yang vd. 2016).

Polimeraz zincir reaksiyonu i¢in 30 pl hacimde ortam hazirlanmigtir: 1 pl genomik
DNA, her primerden 10 mM, 15 mM MgCl,, her bir dNTP den 20 mM ve 5 U
TaqPolimeraz (Solis Biodyne, Estonya). PZR islemi FishF1 ve FishR1 primerleri ile
gerceklestirilmistir (Yang vd. 2016).

Cizelge 3.1 Esox lucius’tan mtCOI genini ¢ogaltma ve dizileme i¢in kullanilan primerler.

Hedef gen  Primerler Dizileme (5’-3’ yonii) Kaynak
col FishR1 TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC Yang vd. 2016
(mtDNA)  FishR1 TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA3 Yang vd. 2016
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PZR dongiisii su sekilde gergeklestirilmistir: 95°Cde 5 dakika, takiben 35 dongii,
95°C’de 45 saniye, 57°C’de 45 saniye ve 72°Cde 1 dakika ve son final uzatmasi olarak
72°Cde 5 dakika. Daha sonra sicaklik 4°Cye disiiriilip PZR tamamlanmistir. PZR

isleminde Ward vd. (2005)’nin metodolojisinden yararlanilmistir.

3.8 Agaroz Jelin Hazirlanisi ve Agaroz Jel Elektroforezi

Elektroforez-Jel ortamli reaksiyonlarda kullanilmak iizere 50 X TBE yogunlugunda stok
tampon ¢ozeltisi hazirlanmistir. Stok jel tampon ¢ozeltisi bilesenleri 50 X TAE 242.0 gr
Tris, 57.1 mL Glasiyal asetik asit, 100.0 mL 0.5 M EDTA, pH 8.0 de, 1000.0 mL’ye
tamamlanmistir. Yiiriitme tampon ¢ozeltisi ise, 50 X TAE’den 1:50 oraninda seyreltme
yapilarak 1 X TBE yogunlugunda hazirlanmistir. 100 mL hacimli numune yiikleme
tampon ¢ozeltisi bilesenleri; 10 X DNA 60 mL Gliserol, 250 mg Bromofenol mavisi
(%5), 33 mL (0.5 M, pH 8,0) Tris-EDTA, 33 mL steril dH,0 (Maniatis vd. 1982).

100 mL hacminde, %?2’lik agaroz Jel hazirlanmasi i¢in 2 g agaroz, 100 mL 0.5 X TBE
ve 4 uL. EtBr eklenmistir. Karisimin iyice ¢oziinmesi i¢in hafifce ¢alkalanip mikrodalga
firma konulmus ve erlen igerigi eriyene kadar araliklarla mikrodalgadan c¢ikarilip
calkalanmistir. Eriyen agaroz ¢ozeltisi oda sicakliginda 55°Cye kadar sogutulduktan
sonra EtBr eklenerek ¢alkalanmis ve ¢ozeltiye dagilmasi saglanmistir. Agaroz, i¢inde 10
kuyucuklu tarak olan yatay elektroforez kasetine yavasca dokiilmiis ve polimerize
olmasi i¢in 30 dakika beklenmistir. Polimerize olan jelden tarak ¢ikarilmis, agaroz-jel
icinde 1XTBE jel tampon ¢ozeltisi bulunan yatay elektroforez tankina alinmis ve jelin
{istiinii kapatacak kadar TBE ile doldurulmustur. Ornek yiiklemesi igin kiiciik bir
parafilm alinarak tizerine her bir 6rnek sayis1 kadar ylikleme tamponu (yaklasik 1’er pl)
parafilm tizerine koyulmus ve her biri 5 pl 6rnek yilikleme tamponu ile karistirilip jele
yiiklenmistir. PCR iirlinlerinin boyutunu belirlemek i¢in de, ilk kuyucuga bir DNA
standart markir (GeneRuler DNA ladder mix, Katalog No: SMO0338 Fermentas)
yiklenmis ve sistem 80 V’ta 2 saat yiriitilmiistir. FElektroforez isleminin
sonlanmasindan sonra goriintiileme sistemine alinan agaroz jeldeki PCR {iriinlerinin
bant boylar1 UV 1sik altinda (Vilber Lourmat) olgiilmiis ve fotograflama islemi
yapilmistir. Mutajenik 6zelligi nedeniyle ¢alismada kullanilan etidyum bromid ile jeller
ve diger atik maddeler tibbi atik torbasinda toplanmigtir (Maniatis vd. 1982).
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Calisilmast planlanan hedef gen bolgesi 700 bp uzunlugundadir. Amplifikasyon sonucu
olusan PCR iiriinii bant biiyiikliigiiniin istenen gen bolgesine ait oldugu DNA standart

Olgiitiinden karsilastirilarak kontrol edilmistir.

3.9 COI Gen Bolgesinin Agaroz Jelden Geri Kazanilmasi ve Saflastirilmasi

Elektroforez isleminin tamamlanmasindan sonra goriintiileme sistemine alinan ve
agaroz jel ortaminda PCR iiriinlerinden elde edilen uygun boydaki bantlar UV 1s1k
altinda (Vilber Lourmat) steril bisturi ile ¢evresinden kesilerek eppendorf tiiplerine
aktartlmistir. PCR {irlinlerini jelden geri kazanim i¢in EurX GeneMATRIX Agarose Out
DNA piirifikasyon kiti (Polonya) kullanilmigtir. Saflastirma kiti; 40 ml Binding Buffer
NTI, 25 ml konsantre Wash Buffer NT3, 13 ml Elution Buffer NE’den meydana
gelmektedir. DNA saflastirmada (Maniatis vd. 1982)’nin metodundan yararlanilmistir.
Eppendorf i¢indeki jel tamamen eriyinceye kadar 55°C sicak su banyosunda yaklasik 1
saat bekletilmistir. Daha sonra %10 oranda 8 M LiCl; eklenip mikropipetaj ile birkag
kez homojenize edilerek buz ortaminda 10 dakika sogutulmustur. Eppendorf tiip
igindeki miktara esit olacak sekilde (v/v) fenol-kloroform ilave edilmis ve tiipler el ile
alt ust edilerek karigmalari saglanmistir. Eppendorf tiipler 13 000 rpm de 10 dakika
santrifiij edildikten sonra siipernatant list faz dikkatlice yeni steril eppendorf tiiplere
aktarilmig ve lizerine siipernatantin 2.5 kat1 %100 absolii alkol ilave edilmistir. Tiipler el
ile alt {ist edilerek DNA’nin ¢okelmesi saglanmistir. Eppendorflar -18°C’de 1 saat
tutulmustur. Tapler 13 000 rpm de 20 dakika santrifiij edildikten sonra sivi faz alinip
atilmistir. Tipte kalan pellet 13 000 rpm de 5 dakika %70’lik etanol ile 2 defa
yikanmistir. Eppendorf icindeki pellet oda sicakliinda 30 dakika bekletilerek
kurutulmus ve iizerine 20-40 pul ddH2O ilave edilerek siispanse edilmistir. Elde edilen
saf PCR iiriinleri -18 °C’de muhafaza edilmistir. Daha sonra 5 pl hacminde alinarak,
PCR DNA marker ile birlikte %2’lik agaroz jelde 80 voltta 2 saat ylriitiilmiistiir.
Elektroforez iglem sonucunda elde edilen iiriinlerin bant boylar1 UV-transilliiminator
(Vilber Lourmat, UV) goriintiileme sisteminde 6l¢lilmiis ve GeneGenius (Bio Imaging

Systems, UK ) goriintiileme sisteminde fotograflanmistir.
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3.10 mtCOI Gen Bolgesinin DNA Dizi Analizi

mtCOI gen bolgesinin kismi niikleotid DNA dizi analizi 3 turna balig1 6rnegi iizerinden
yapilmistir. Bu amagla 2.5 pL I0XPCR tamponu, 1.5 mM MgCl,, 25 nM her bir dNTP,
25 pM FishF1 ve 25 pM FishR1 primerleri ve 0.6 U Tag DNA polimeraz enzimi olacak
sekilde PCR reaksiyon ortami hazirlanmig ve PCR islemi yiiriitiilmiistiir (Garnery vd.
1991). Elde edilen PCR iiriinleri dogrudan FishF1 ve FishR1 primerleri ile ABI 3730XL
Sanger dizileme cihazi (Applied Biosystems, Foster City, CA) ve BigDye Terminator
v3.1 Cycle Dizileme Kiti (Applied Biosystems, Foster City, CA) (Macrogen Hollanda
laboratuari) kullanilarak dizilenmistir. Niikleotid dizileri Mega7.0 ¢oklu dizi hizalama

Clustal W2 yazilimi kullanilarak hizalanmig ve elle ayarlanmugtir.

3.11 Ornekler Arasi Niikleotid Degisimlerine Ait Farklihklar ve Filogram

Incelenen 3 numuneye ait mitokondriyal DNA nin COI gen bolgesi dizileri arasmdaki
niikleotid farkliliklarin belirlenmesi igin FASTA programi (EMBL) ve BLAST
algoritmasi kullanilarak gergeklestirilmistir (Int. Kay. 3). COI gen lokuslar1 arasindaki
genetik mesafeler, Kimura (1980) tarafindan onerilen ve Mega7.0'da ¢ift yonlii silme
yontemli bir analiz metodu olan Kimura’nin Iki-Parametre Metodu (Kimura’s Two-

Parameter Method) kullanilarak hesaplanmistir (Cizelge 3.2).

Bu arastirmada tanimlanan 3 turna balig1 6rneginin COI gen lokusuna ait DNA dizi
analizi verileri (MW315200-MW315202) ile genbankta kayitli Esox lucius izolatlari
(KT716353, KT124233, MG951592, KC500713) arasindaki genetik farkliliklarin
belirlenmesi amaciyla, MEGA 7 programinin Phylogenetic Analysis Using
Parsimony (PAUP) bolimii kullanilmistir (Tamura vd. 2007).

Benzer sekilde yukarida verilen Esox lucius izolatlarinin COI gen lokusunun DNA dizi
analizi verilerine ait filogenetik iligkilerini gosteren filogram konum analizi, MEGA 7
paket programinda UPGMA (Unweighted Pair Group Method With Arithmetic
Mean) yontemi kullanilarak yapilmistir (Tamura vd. 2007). UPGMA agaglarindaki
giiven, Mega7.0 programmda Kimura’nin iki-Parametre Metodu ile 1000 bootstrap

replikati analiz edilerek belirlenmistir (Cizelge 3.2).

43



Cizelge 3.2 GenBank’tan alinan ve filogenetik analizde kullanilan taksonomik birimler.

Incelenen tiir Gen Dizisi Kayit no Kaynak

Esox lucius mtCOI MW315200 Bu caligma

Esox lucius mtCOI MW315201 Bu caligma

Esox lucius mtCOI MW315202 Bu caligma

Esox lucius mtCOl KT716353 Yang vd. 2016

Esox lucius mtCOlI KT124233 Riina vd. 2016

Esox lucius mtCOlI MG951592 Artamonova vd. 2018
Esox lucius mtCOlI KC500713 Keskin ve Atar 2013
Tinca tinca (dis grup) mtCOl KT716360 Yang vd. 2016
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4. BULGULAR

4.1. DNA izolasyon Bilgileri

Bu tez calismasinda, Karamik Golii (Afyon)’den yakalanan 3 adet turna baligi (Esox
lucius L.)’nin kas ve karaciger dokusundan molekiiler tanimlamasi mitokondriyal
sitokrom oksidaz (mtCOI) gen ekstraksiyonu ile yapilmistir. mtCOIl geni polimeraz
zincir reaksiyonu ile ¢ogaltilmis ve Sanger dizileme metodu uygulanmistir. Her 3 balik
orneginin kas ve karacigerine ait mtCOIl gen dizileri birbirleriyle tam uyum
gostermistir. Agaroz-jel ortamindaki mtCOl gen bant boyutu 653 bp olarak

belirlenmistir (Resim 4.1).

karl kar?  kar3 kasl kas? kasd NIC

700h¢

Resim 4.1 Esox lucius 6rneklerinin mtCOI genine ait PZR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii ve
Marker DNA (kar: karaciger, kas: kas dokuya ait PZR iiriinleri).
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4.2 Dizileme Verileri

Turna baliginin mtCOIl gen lokusu, her ornekten dogrudan dizilenmistir. Kas ve
karaciger dokularina ait mtCOI lokus dizileri kendi aralarinda tam uyum gosterdigi igin,
GenBank’ta sadece karaciger dokusuna ait mtCOIl gen dizileme verileri kayit altina
alinmigtir (Cizelge 4.1). Orneklere ait dizilerin eslesme oram ve benzerlik oram %100
diir (Cizelge 4.2). Bu kapsamda orneklere ait mtCOIl gen bolgeleri, kendi aralarinda
higbir niikleotid varyasyonu gostermemistir. Bu sonuglar 3 turna baligina ait mtCOIl gen

dizilerinin tam 6zdes oldugunu gostermistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.1 Incelenen Esox lucius 6rneklerine ait bilgiler.

Cografik Yer Ornekleme Tarihi ~ Ornek adi ve No Gen Lokusu  GenBank Kayit No
Esox lucius, Elucl mtCOl MW315200
Karamik Goli, )
13 Eyliil 2020 Esox lucius, Eluc2 mtCOl MW315201

Afyonkarahisar )
Esox lucius, Eluc3 mtCOl MW315202

Cizelge 4.2 Esox lucius 6rneklerine ait mtCOI dizi verilerinin, NCBI {izerindeki en yakin
izolata gore eslesme ve benzerlik oranlari.

Ornek Adi ve No GenBank No Dizi hacmi (bp) Eslesme ve Benzerlik Oran1 (%)
Esox lucius — Eluc 1 MW315200 653 %100 - %100
Esox lucius — Eluc 2 MW315201 653 %100 - %100
Esox lucius — Eluc 3 MW315202 653 %100 - %100

Turna baligi 6rneklerinin mtCOI gen dizilerindeki niikleotid kompozisyonunun A+T
yoniinde egilim sergiledigi (%55.1) goriilmiistiir. Niikleotid yiizdesi sirasiyla %23.1 (A)
ve %32.1 (T) seklinde hesaplanmistir (Cizelge 4.4).

Arastirma materyali olan 3 turna baligia ait mtCOIl dizileri ile Gen-Bank'ta kayitli olan
Esox lucius izolatlarinin mtCOI referans dizilerinin ikili karsilastirmasi yapilmustir.
Buna gore, mevcut calismadaki oOrneklere daha yakin goriinen izolat Acigol
(Tiirkiye)’den tanimlanan Esox lucius olup, bunu Italya’dan bir Esox lucius izolat1 ve
daha sonrada Cin izolatlar1 takip etmektedir (Cizelge 4.5). Bu veriler dogrultusunda, bu
calismada incelenen Ornekler ile GenBank’taki diger izolatlar arasindaki toplam ve

ortalama karakter farklilik sayisinin olduk¢a diisiik oldugunu goriilmiistiir.
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Cizelge 4.3 Karamik Golii Esox lucius 6rneklerinin mtCOIl dizi verileri.

Ornek No
GenBank No

Baz Dizisi

Eluc 1
MW315200

1 tgcttgagec ggaatagtcg gcacagcectt aagcctttta atccgggecg aactaageca
61 gccaggggct ctettaggtg acgaccagat ttataatgtt atcgttacag cccatgectt
121 tgttataatc ttttttatag ttatacccgt tataattggg ggttttggaa actgattaat

181 tcccctaatg attggtgecc ccgacatggce cttceceeege ataaataata taagcttetg
241 acttctcecc ccctectttt tacttetctt agectcctca ggtgttgaag ctggtgetgg
301 tactggctga acagtttatc cgectttggce cggaaactta gcacacgeag gtgcttctgt
361 agacttaact attttctctc tccacctgge cggaatttct tctattctag gagctattaa
421 ttttattacc acaattatta acataaaacc ccccgccatc tcacaatatc agacaccatt
481 atttgtttga gcagtcctga ttacagctgt acttctactt ctatctctce cagtcctage
541 cgctggaatt accatattgc tcacagaccg aaatttaaac accacattct ttgaccccge
601 tggtggtgga gaccctattc tataccaaca cctcttctga ttctttggec acc

Eluc 2
MW315201

1 tgcttgagec ggaatagtcg gcacagcectt aagcctttta atccgggecg aactaageca
61 gccaggggct ctecttaggtg acgaccagat ttataatgtt atcgttacag cccatgectt
121 tgttataatc ttttttatag ttatacccgt tataattggg ggttttggaa actgattaat

181 tcccctaatg attggtgece ccgacatggce cttcceeege ataaataata taagcttctg
241 acttctceccc ccctectttt tacttctctt agectcctca ggtgttgaag ctggtgetgg
301 tactggctga acagtttatc cgcctttgge cggaaactta gcacacgceag gtgcttctgt
361 agacttaact attttctctc tccacctgge cggaatttct tctattctag gagctattaa
421 ttttattacc acaattatta acataaaacc ccccgccatc tcacaatatc agacaccatt
481 atttgtttga gcagtcctga ttacagctgt acttctactt ctatctctcc cagtcctage
541 cgctggaatt accatattgce tcacagaccg aaatttaaac accacattct ttgacccege
601 tggtggtgga gaccctattc tataccaaca cctcttctga ttctttggec acc

Eluc3
MW315202

1 tgcttgagcc ggaatagtcg gcacagcectt aagcctttta atccgggecg aactaageca
61 gccaggggct ctcttaggtg acgaccagat ttataatgtt atcgttacag cccatgectt
121 tgttataatc ttttttatag ttatacccgt tataattggg ggttttggaa actgattaat

181 tcccctaatg attggtgece ccgacatggce cttcceeege ataaataata taagcttetg
241 acttctcecc ccctectttt tacttetctt agectcctca ggtgttgaag ctggtgetgg
301 tactggctga acagtttatc cgectttgge cggaaactta gcacacgeag gtgettctgt
361 agacttaact attttctctc tccacctggce cggaatttct tctattctag gagctattaa
421 ttttattacc acaattatta acataaaacc ccccgcecatc tcacaatatc agacaccatt
481 atttgtttga gcagtcctga ttacagctgt acttctactt ctatctctcc cagtcctage
541 cgctggaatt accatattgc tcacagaccg aaatttaaac accacattct ttgaccecege
601 tggtggtgga gaccctattc tataccaaca cctcttctga ttctttggec acc

Cizelge 4.4 Esox lucius 6rneklerinin mtCOI dizisi A+T oranlart.

(Lszlr(]usu Ornek No GenBank No T(V) A A+T
Esox lucius — Eluc 1 MW315200 32.01 23.12 55.13

o) Esox lucius — Eluc 2 MW315201 32.01 23.12 55.13

% Esox lucius — Eluc 3 MW315202 32.01 23.12 55.13
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Cizelge 4.5 Esox lucius 6rneklerine ait mtCOI niikleotit dizi farkliliklarinin (%) ikili

karsilastirilmasi.

Esox lucius MW315200

Esox lucius MW315201 0.00

Esox lucius MW315202 0.00 0.00

Esox lucius ~ KT716353 0.00 0.00 0.00

Esox lucius KT124233 0.01 0.01 0.01 0.00

Esox lucius ~ MG951592 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

Esox lucius KC500713 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00 o0.01

Tincatinca  KT716360 025 025 025 0.25 026 0.26 0.26
4.3 Filogram

Turna baliklarina ait mtCOI genintikleotit dizilerine dayanan filogenetik analiz, ESOX

lucius’un morfolojik temelli taksonomik durumunu desteklemistir. mtCOIl gen

diziverilerine gore olusturulan UPGMA analizi, Sekil 4.1 de goriilen tiim Esox lucius

izolatlarinin ayni kiime altinda gruplandiklarini belirlemistir. Agac¢ dallar1 arasindaki

fark, mevcut izolatlarimiz ile diger Esox lucius izolatlarinin konumunu gdstermistir. Bu

caligmada elde edilen 3 Esox lucius ile Acig6l’den tanimlanan Esox lucius izolatinin

agacin ayni dal sirasinda yer almasi, bunlarin yakin iligkisini gostermistir. Cin ve Rusya

kokenli Esox lucius izolatlar ise ayni agag kolu tizerinde ayr1 bir dal olusturmustur.

83 MW315201 Karamik Golii, Turkive
) s MW315202 Karamik Golii, Titrkiye
= MW315200 Karamik Golii, Tirkive
KC500713 Acigol Tuarkiye
KT124233 Liguria, italya
50

—: KT716353 Irtysh Cin
66 MG951592 Avyakhta Russia

KT716360 Tinca tinca, dis grup

Sekil 4.1Esox lucius 6rneklerine ait mtCOI gen dizilerinden ¢ikarilan UPGMA agaci.
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5. TARTISMA ve SONUC

Mitokondriyel DNA esasli barkodlama kavrami ilk olarak 2003 yilinda Guelph
Universitesi taksonomisti Paul Hebert tarafindan oOnerilmistir (Hebert vd. 2003).
Mitokondriyel DNA iizerinde bulunan gen dizileri giiniimiizdeki taksonomik tanimlama
caligmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Organizmalarin taksonomik ve
filogenetik ozelliklerini belirleme i¢in kullanilan mitokondriyel DNA, nispeten az
sayida veriyle sonuca ulasilabilmesi ve herhangi bir niikleer belirtecten daha hizli sonug
alinmasi nedeniyle oldukga yararlidir. Ayrica mtDNA dizi analizi, uygun niikleer gen
boyutlarinin elde edilmesinin zor oldugu tiirleri incelemek i¢in kullanilan alternatif bir

tekniktir (Senanan ve Kapuscinski, 2000).

Ward vd. (2005), mtDNA’nin COI gen dizilerine dayali olarak yiiriitiilen barkodlama
caligmalarinin  bliylilk g¢ogunlugunda kesin tiir tanimlanmasinin yapilabildigini
vurgulamigtir. Ward vd. (2005), baliklar igin global bir COI barkod veritabani
olusturulduktan sonra, bir DNA dizileyicisine erisimi olan herkesin; herhangi bir balik
yumurtasi, larvasi veya karkas pargasindan o canlinin hangi tiire ait oldugunu ytiksek bir
kesinlikle tanimlayabilecegini belirtmistir. Ward vd. (2005), bu yontemin balik¢ilik
yoneticileri, balik ekolojistleri, balik perakendecileri ve balik tanimlama mikro dizileri

gelistirmek isteyen bilim insanlari i¢in vazgecilemez bir arag olacagini sdylemistir.

Bu ¢alismada, Karamik Golii'nden temin edilen 3 adet Esox lucius‘un mtCOI gen
dizileri tanimlanmis, kendi aralarinda tam bir homolog uyum tespit edilmis ve incelenen
3 turna balig1 6rneginin Esox lucius taksonuna ait bireyler oldugu NCBI Gen Bankasi
verilerinden yararlanilarak belirlenmistir. Boylece, daha onceden Geldiay ve Balik
(1988) tarafindan anatomik-morfolojik 6zelliklerine gore tanimlanmis olan Karamik
Golii turna baliklarinin, mtCOI dizi 6zelliklerine gore de Esox lucius taksonunda yer

aldiklar1 dogrulanmstir.

Esox lucius tiirii tizerine ilk mtDNA dizileme ¢alismalar1 Maes vd. (2003) tarafindan
gerceklestirilmistir. Maes vd. (2003), Belgika dahil alt1 farkli Avrupa iilkesi ile
Kanada’daki 15 farkli lokasyondan temin edilen turna baligi Dbireylerinin

mtDNA’sindan sitokrom b dizisini kullanarak genetik yapis1 aragtirilmis ve 551 bp'lik
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sitokrom b dizisinin GC igerigini %43.9 olarak bulmuslardir. Orneklerde 153, 267 ve
459 nolu dizi pozisyonlarinda olmak iizere sadece li¢ bdlgede son derece diisiik

degerlikli niikleotid gesitlilik (pi= 0.0009) tespit edilmistir.

Billington ve Hebert (1991), tatli su baliklarinin sitokrom b genetik degiskenliginin son
derece diisiik oldugunu vurgulamis ve turna balig1 populasyonlar: i¢indeki niikleotid
cesitliliginin diger baliklardaki popiilasyon i¢i diizeylerle aymi biiyiikliikte oldugunu
belirtmistir. Mevcut bu arastirmada incelenen ti¢ turna baligi 6rneginin mtDNA COI
gen bolgesinde varyasyonlu niikleotid dizine rastlanmamasi, Maes vd. (2003),
Billington ve Hebert (1991)’in sonuglar1 ile uyum gostermenin yani sira, Ward vd.
(2005)’nin “mtDNA’nin tiir tanimlamasi i¢in uygun bir genetik belirte¢” goriislinii de

desteklemektedir.

Bu arastirmada incelenen 3 turna baligina ait mtCOI dizileri ile Gen-Bank'ta kayitli olan
Esox lucius izolatlarmin referans dizileri, ikili mesafe matris yoOntemiyle
karsilastirilmistir (Keskin vd. 2013b, Riina vd. 2016, Yang vd. 2016, Artamonova vd.
2018). Buna gore, oOrnekler arasindaki ikili mesafe farklilik degerlerinin, tir igi
varyasyon tolerans sinir degeri olan %2 den daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Mevcut
bu calisma sonuglarinda elde edilen mtCOI gen dizilerinin tam homolojik uyum

gbstermesi, ayni tiir i¢inde yer aldiklarini gii¢lii bir sekilde gostermistir.

Mevcut bu arastirmada, 3 Esox lucius ornegine ait mtCOIl dizilerinin evrimsel
mesafeleri ile GenBank ortaminda kayitli olan Esox lucius izolatlarinin mtCOI dizileri
UPGMA yontemiyle karsilastirilmis ve koklii filogram agaclart iiretilmistir (Keskin vd.
2013b, Riina vd. 2016, Yang vd. 2016, Artamonova vd. 2018). Filogramda, mevcut
calismada incelenen 3 turna baligina ait diziler ile cografik yayilis bakimindan en yakin
ornek olan Acigdl (Tiirkiye) turna baligi izolati aymi agac¢ kolunu paylasmis, bunu
cografik uzaklikla baglantili olarak Italya izolati ve diger izolatlar takip etmistir.
Olusturulan bu koklii filogram agacinda, Esox lucius orneklerinin cografik uzakliga
bagli olarak filogenetik aga¢ dallarinda farkli konumlanmis olmasi, s6z konusu

alanlardaki turna balig1 populasyonlarinin taksonomik konumunu belirlemistir.
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Turna baligi, kuzey yarikiiredeki tatli ve ac1 su habitatlarinda genis cografik dagilis
gosteren, ekonomik, ticari ve spor balik¢ilig1 i¢in biiylik 6neme sahip bir tiirdiir. Kuzey
Amerika, Orta-Dogu ve Avrupa populasyonlar1 arasindaki oldukg¢a diisiik seviyelerde
genetik varyasyona dayali olarak, Esox lucius'un yakin zamana kadar Avrupa'daki tek
esosit balik tiirli olduguna inanilmis ve genetik c¢esitliligin net bir cografi yapilanmasi
tanimlanmamustir. Bu alandaki boslugun fark edilmesiyle, farkli lokalitelerdeki turna
balig1 populasyonlarinin niikleer DNA-mikrosatellit belirtegleri belirlemis ve bunun
sonucu intraspesifik genetik varyasyonlar ile populasyon farklilasmalar: tespit edilmistir
(Hansen vd. 1999). Bir diger ¢alismada da, Avrupa kitasindaki ESox genusunun giiney
ve batt dagilim sinirlarinda genetik bakimdan arastirilmayan alanlara g¢alismalarin
genisgletilmesiyle, tiir diizeyine yiikselen Esox aquitanicus, Esox cisalpinus, Esox flaviae

gibi farkli yerel formlar ortaya ¢ikarilmistir (Seeb vd. 1987).

Turna balig1 polasyonlarinin mtCOI ve mitokondriyel sitokrom b dizilerini tanimlayan
calismalarin yani sira, tam mtDNA ve niikleer genom 0zelliklerinin belirlenmesine
yonelik calismalar da yapilmaktadir. Brzuzan vd. (1998), Polonya’daki turna baligi
popiilasyonu iizerinden total mtDNA ve D-Loop bdlgesine ait varyasyonu RFLP
yontemi ile incelemistir. Arastiricilar (1998), restriksiyon analizi sonucunda tim
parcaciklarin ortalamasini alarak, turna baligi total mtDNA molekiilii i¢in ortalama
boyut tahminini 16200+400 bp olarak hesaplamislar ve diisiik niikleotid ¢esitlilik
indeksi (p=%0.06) kaydetmislerdir.

Brzuzan vd. (1998), gozledikleri diisiik mtDNA c¢esitliligini yetersiz 6rnek sayisiyla ve
kullanilan RFLP metodundaki enzimlerin sinirli sayida olmasiyla iligkilendirmistir.
Ayrica, mtDNA parcaciklarinin agaroz jelde dagilabilirliklerinden ve gorsellestirme
yontemindeki gozden kacan kiiciik mtDNA bantlarindan dolayr degisken kiiclik
fragmanlarin tespit edilememesini de muhtemel bir olasilik olarak gormiistiir. Brzuzan
vd. (1998)’nin siraladiklar1 bu olasiliklarin ger¢ek olma durumu varsa, ¢alismalarinda
elde ettikleri turna balig: tiiriine ait MtDNAnin 16.200+400 bp’lik toplam uzunlugun
eksik bir tahmin olabilecegini beyan etmislerdir. Bu kapsamda Brzuzan vd. (1998),
turna baliklarinin mtDNA dizi yapilar1 hakkinda daha dogru ve daha giivenilir bilgi
edinebilmek i¢in, daha fazla numune ve daha fazla gen lokusu iizerinden ek ¢alismalara

ihtiya¢ olduguna isaret edilmistir.
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Nicod vd. (2004), Isvicre’nin Ren (Atlantik), Rhone (Akdeniz) ve Po (Akdeniz) su
havzalarindan 12 lokasyon ile Danimarka, Italya, Belgika, Avusturya, Yunanistan,
Macaristan ve Fransa'daki gol veya nehirlerinden 8 lokasyondan toplam 108 turna baligi
tizerinden Avrupa turna balig1 popiilasyonlarindaki genetik yapisini mitokondriyal DNA
tizerinden D-loop DNA sekans varyasyonunu arastirmigtir. Calismada 458 bp
uzunlugundaki hizalamada, 11 farkli haplotip bulunmustur. Haplotipler, herhangi bir
ekleme ve silme boslugu olmaksizin 14 pozisyonda farklilik gostermistir. Ayrica A, T,
G ve C'nin ortalama niikleotid frekanslar1 sirasiyla %35.1, 28.5, 13.1 ve %23.3 olarak
bulunmustur. Haplotipler arasinda diizeltilmemis ikili dizi farkliigi %0.20 ila 1.75
arasinda degismistir. Haplotiplerin cografik dagilimi, Avrupa havzalarindaki turna

balig1 populasyonlarinda son derece diisiik genetik farklilasmaya isaret etmistir.

Nicod vd. (2004), mtDNA’nin diisiik varyasyon seviyelerini; “1) Turna baliklar1 az
sayidaki siginaktan buzul sonrast donemde ¢ikarak yeniden yayilmis olabilirler. 2)
Belirli bolgelerdeki kaynak popiilasyonundan genis alanlara yapay transplantasyonlar
yapilmis olabilir. 3) Muhtemelen diger bir¢ok yirtic1 hayvan gibi, turna balig1 da diisiik
etkilesimli demografik davranig Ozelliklerine sahip olmasi nedeniyle diisiik nitelikli
genetik ¢esitlilik olugsmus olabilir” hipotezleriyle agiklamaktadir. Nicod vd. (2004), elde
ettigi veriler sonucunda, mtDNA varyasyonun tek basina, turna baliklarinin hangi
rotalar lizerinden Avrupa'ya yayildigina dair kesin bir degerlendirme yapmaya yetersiz
kaldigin1 belirtmigstir. Bu nedenle, Avrupa ve Kuzey Amerika kitalarin1 kapsayan
Holarctic bolgedeki turna baligi  populasyonlarinin  hiperdegisken o6zellikteki
mikrosatellit lokuslar1 ile mtDNA gibi niikleer belirteglerin bir kombinasyon seklinde
aragtirtlmasinin, turna baliklarindaki yapay veya dogal populasyon olgularinin ortaya

c¢ikarilmasinda faydali olabilecegi belirtilmistir.

Yukaridaki veriler géz Oniine alindiginda, Esox genusundan bu giine kadar anatomik-
morfoloji 6zelliklerine gore sadece tek bir tiiriin (Esox lucius) tanimlandig1 (Geldiay ve
Balik 1988), Anadolu’daki turna baligi populasyonlarinin mitokondriyel ve niikleer
DNA genom ozelliklerinin belirlenerek, soz konu populasyonlarin taksonomik
konumlarimin yeniden sorgulanmasi ve dogrulanmasi iizerine aragtirmalarin yapilmasi

gerekmektedir.

52



Sonug olarak, Karamik Goliindeki turna baliklarinin mtCOI gen dizileri ilk defa bu
calismayla tanimlanmig ve elde edilen mtCOI gen dizi sonuglariyla, anatomik ve
morfolojik Ozelliklerine gére tanimlanan Karamik Golii turna baliklarinin taksonomik
konumu dogrulanmistir. Calisma sonuglariyla ayrica, Anadolu’daki turna baligi
populasyonlarmin  mtDNA genomuna ait o&zelliklerinin  belirlenmesi  alanindaki
calismalar i¢in bir 6n veri olusturulmus, Esox lucius tiiriine ait genetik 6zelliklerin
kiiresel Olgekte belirlenmesi calismalarina da katki yapilmistir. Bununla birlikte
Anadolu’daki Esox lucius tiiriiniin genetik 6zelliklerinin daha iyi bilinmesi i¢in, daha

fazla 6rnek ve gen lokusu tizerinden genomik ¢aligmalarin yapilmasi gerekmektedir.
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