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TURKIYE EGE VE AKDENiZ SAHILLERI MUREKKEPBALIGI (Sepia
officinalis, L. 1758) POPULASYONLARI: GENETIK YAPISI VE
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Olga¢ GUVEN
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Haziran 2011, 86 sayfa

Diinya niifusunun hizla artmasma paralel olarak artan besin ihtiyacinin
karsilanabilmesi amaci ile denizel stoklarin iizerinde de Onemli baski olusmus ve
kemikli baliklarin stoklarinda 6nemli azalmalar gozlenmistir. Balik¢ilik sektorii devam
eden ihtiyact karsilayabilmek amaci ile alternatif avlara yoOnlenmektedir.
Kafadanbacaklilar avcilar1 olan kemikli baliklarin stoklarinin azalmasinin da etkisi ile
kendi stoklarinin arttirma sansi bulmalarindan dolayr besin ihtiyact arayisma ¢oziim
olusturabilecek bir potansiyel tasimaktadirlar. Kemikli baliklarin  sOmiiriilmesi
esnasinda karsilagilan sorunlarin tekrar yasanmamasi igin siirdiiriilebilir bir avlama ve
balik¢ilik yOnetiminin gerekliligi yadsinamaz. Bu amagla, ekonomik Onem tasiyan
kafadanbacakl1 tiirlerinin biyolojik 6zelliklerinin ve stoklarinin sinirlarinin belirlenmesi
saglikli bir balik¢ilik yOnetiminin gerceklestirilebilmesi agisindan bliyiikk bir 6nem
tasimaktadir. Bir kafadanbacakl tiirii olan Sepia officinalis L. 1758, Avrupa ve lilkemiz
su uriinleri pazarinda 6nem tastyan bir canlidir ve iilkemiz denizlerinde yaygin olarak
bulunur. Ayrica tiiriin biyolojik 6zellikleri gbz Oniine alindiginda, dagilim gosterdigi
bolgelerde gen akisina etki eden faktorlerin belirlenmesi agisindan da model olarak
degerlendirilme potansiyeline sahip oldugu goriilmektedir. Bu tez ¢alismasi, iilkemiz

Akdeniz ve Ege Denizi sahillerinde dagilim gosteren miirekkepbaligi populasyonlarinin



molekiiler biyoloji metodlar1 kullanilarak, ¢alisma alanindaki genetik varyasyonun
arastiritlmasi ve populasyon yapilarinin belirlenmesini amaci ile degerlendirilmesi

hedeflemistir.

Yirmiiki istasyondan drneklenen toplam 225 bireyde, populasyonlarin ge¢miste
ve glinlimiizdeki populasyon dinamiklerinin karakterize edilmesi amaci ile mtCOI gen
bolgesi calisilmistir.  Ayrica bes istasyondan temin edilen toplamda 341 bireyde, 5
polimorfik mikrosatelit lokusuna ait verilerle miirekkepbalig1 populasyonlari arasindaki

genetik iliskinin belirlenmesi amaglanmistir.

Gergeklestirilen bilgisayar analizleri sonucunda mtCOI gen bdlgesinin
degerlendirilmesi ile calisma alaninda ikisi Ege Denizi kaynakli, diger ikisi ise Akdeniz
kaynakli 4 farkli haplotip grubu belirlenmistir. Ornekleme bélgeleri arasinda gdzlenen
genetik farklilasma miktarlar1 incelendiginde tiim c¢alisma alanin igerisinde gen akisini
baskilayan dort yar1 gegirgen bariyer bolgesinin varligi ortaya konulmustur. Bunlardan
ilk ikisi Marmaris — Finike bolgeleri arasinda konumlanmistir. Deniz zemininin ani
derinlesmesi sonucunda olusan bu bariyer bolgeleri Akdeniz ve Ege Denizi’nde bulunan
tiire ait haplotip gruplarinin birbirinden izole olmasina neden oldugu goriilmektedir. Bir
diger bariyer bolgesi de Tasucu 6rnekleme bolgesinde belirlenmistir. Mersin Korfezi ve
Iskenderun Kérfezi’nin si1g kesimlerinin tiir icin daha uygun bir yasam bolgesi
olusturmasi1 ve batiya gidildikce ani derinlesmelerin s6z konusu olmasi, belirlenen
biyolojik bariyerin olugsmasina etki eden faktorlerdir. Bariyer etkisi ile Mersin Korfezi
ve Iskenderun Kérfezi’nin olusturdugu alan tiim diger bolgelerden belirgin bir sekilde
farklilik gostermektedir. Calisma sonucunda belirlenmis olan son bariyer bdlgesi ise

[zmir Kérfezi'ni diger bolgelerden ayirmaktadir.

Tiire 6zgili bes polimorfik mikrosatelit bolgesinin degerlendirilmesi sonucunda
da Akdeniz ve Ege Denizi’nin genetik olarak birbirinden ayrildigi gézlenmistir. Ayrica
caligma alaninda dagilim gosteren 3 farkli miirekkepbaligi populasyonu tespit
edilmistir. Bunlardan ilki Akdeniz de bulunan Mersin Korfezi ve Antalya Korfezi’nden
orneklenen bireylerin olusturdugu populasyon, ikincisi Marmaris ve Seferihisar
bolgelerinden 6rneklenen bireylerin olusturdugu populasyon ve {igiinciisii ise Dogu Ege

Denizi’nde bulunan Enez bdlgesinden toplanan bireylerin olusturdugu populasyondur.



Calismamiz sonunda miirekkepbalig: tiirliniin populasyon yapilanmasinin, tiiriin
degerlendirildigi Onceki ¢alismalarda bildirilenin tersine mesafeye bagli genetik
farklilagsmadan kaynaklanmadigi ancak derinlik etkisi altinda sekillendigi tespit
edilmistir. Belirlenen dort filogrubun demografik gecmisi incelendiginde, filogruplarin

son buzul ¢ag1 sonrasinda ortam kosullarinin diizelmesi ile genisledigi belirlenmistir.
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ABSTRACT

CUTTLEFISH (Sepia officinalis L., 1758) POPULATIONS ALONG TURKISH
COAST LINES OF THE AEGEAN AND MEDITERRANEAN SEAS: GENETIC
STRUCTURE AND POPULATION DYNAMICS

Olga¢ GUVEN

Ph.D. Thesis in Fisheries Engineering
Superviser: Prof.Dr. Beria FALAKALI MUTAF

June 2011, 86 pages

Along with the increase of world population, increasing food demand cause
fishing pressure on marine resources and decline in fish stocks. To provide the food
demand, commercial fishing sector is in search of alternative food sources. Cephalopod
species which have a potential of being the solution for the problem find the opportunity
to increase their population sizes without the predatory pressure of fishes. To avoid the
problems faced during the exploitation of fishes, it is also important to provide a
sustainable fisheries management for cephalopod fisheries with a supportive knowledge
on their biological features and the geographic limits. As a cephalopod species Sepia
officinalis L. 1758 is distributed in our seas and has an important place in fisheries
markets. Also this species is an ideal candidate for testing physical and evolutionary
factors restricting gene flow in its distribution area. The aim of the thesis is to determine
the genetic variation and population structuring of common cuttlefish around Turkish
coasts of the Mediterranean and the Aegean Seas as a model species with molecular

methods.

mtCOI sub units of 225 individuals of S. officinalis from 22 sampling locations
were analyzed to characterize the present and past population dynamics. Besides five
polymorphic microsatellite loci of 341 individuals from five localities were analyzed to

evaluate the genetic relationships between common cuttlefish populations.
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As a result of computer analyses of mtCOI gen region, four phylogroups two
originated from the Aegean Sea and two originated from the Mediterranean Sea, were
determined. Four semi conductive barrier regions, effecting gene flow through the
sampling areas, had been determined from genetic differentiation between the sapling
regions. First two of these barriers, originating from the sudden depth, were found to be
located between Marmaris — Finike sampling areas and caused separation of haplotype
groups located in the Mediterranean and the Aegean Sea. This barrier region seemed to
be formed by the suitability of Mersin Bay and Iskenderun Bay as a good living area for
these organisims and the effect of sudden increase of depth towards the western part.
Eastern part of this barrier region showed remarkably different genetic characteristics.
The last barrier region was found to be located in Izmir Bay and seemed to separate this

region from the rest of the sampling areas.

Separation of the Aegean Sea and the Mediterranean Sea was also observed with
the results of the analyses of species specific five polymorphic microsatellite regions.
Besides three different common cuttlefish populations have been determined through
the stud area. The first population was found to be located in Mersin Bay and Antalya
Bay, the second population was located between Marmaris and Seferihisar sampling
locations and the last population was located in Enez sampling location in northern part

of the Aegean Sea.

It is determined that on the contrary of previous studies, the structure of common
cuttlefish populations formed under the effect of depth changes, not because of the
genetic isolation by distance. Analyses of demographic history of four phylogroups
revealed that these phylogroups expanded their sizes upon the reestablishment of the
sustainable environmental conditions after the last glacial period.

KEY WORDS: Cuttlefish, Population structure, Gene flow, Genetic variation.
COMMITTEE: Prof. Dr. Beria FALAKALI MUTAF

Prof. Dr. Battal CIPLAK

Prof. Dr. Fevzi BARDAKCI
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ONSOZ

Su {riinleri genetik kaynaklar1 giinlimiiz ¢evre kosullar1 ve avcilik baskisina
bagli olarak hizla azalma tehlikesi ile karsi karsiyadir. Bu nedenle pek c¢ok iilkede
genetik kaynaklarin populasyon bazinda karakterizasyonu yapilmaktadir. Bu ¢aligmanin
amac1 Sepia officinalis tiriinii model olarak alip, bu tiiriin Tiirkiye’nin Ege ve Akdeniz
sahillerinde bulunan populasyonlarinin genetik yapisi ve evrimsel dinamiklerinin
incelenmesi ve denizlerimizde yasayan tiirlerin populasyon 6zelliklerinin en iyi sekilde

belirlemesi amaci ile gen akigina etki eden faktorlerin karakterize edilmesidir.

Son yillarda biyolojik bilimlerin birgok alaninda hizla gelisen diizeylerdeki
molekiiler incelemeler, canlilarin genetik yapilar1 ve filogenilerinin daha 1iyi

Ogrenilmesine olanak saglanmaktadir.

Tezimin hazirlanmasi esnasinda yakinimda bulunan bir¢ok kisinin destegini
aldim. Bu kisiler arasinda Oncelikle ylirimeye karar verdigim yolda her zaman bana
destek veren goremediklerimi bana gosteren danismanim Prof. Dr. Beria FALAKALI
MUTAF’a, kariyerim igin sectigim yolda yliriimeye baglarken fikirleri ve bilimsel
katkilar1 ile kararlarimin sekillenmesinde destegi olan Prof. Dr. Battal CIPLAK’a,
sagladig1 olanaklar ile, tezim kapsaminda gergeklestirdigim analizler konusunda bana
onemli katkilar saglayan ikinci danmismanim Aberystwyth Universitesi dgretim iiyesi
Prof. Dr. Paul SHAW’a saygilarimi ve tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica tiim laboratuar
caligmalarim esnasinda bilgilerini ince ayrintisina kadar benimle paylasan ve her
asamada bana destek veren Londra Universitesi'nden arkadaslarim Romina NOVO
HENRIQUES ve Niall MCKEOWN’a tesekkiir ederim. Gegen bu zorlu siire¢ boyunca
benden maddi manevi hicbir seyi esirgemeyen ve varliklart hayattaki en Onemli
dayanagim olan biricik aileme beni bu giinlere kadar destekledikleri i¢in minnettarligimi1
ifade etmek istiyorum. Gerek yurt disinda gecirdigim siireg, gerekse de tezimin yazim
asamasinda sabirla yanimda olan, her anlamda bana destegini esirgemeyen Cemile
KOKCEN’e sevgilerimi ve tesekkiirlerimi sunarim. On yillik lisansiistii egitimimin
basladig1 gilinlerden sonuna geldigim bu giinlere kadar gerek fikirleri, gerek destekleri
ile yanimda olan beni diisiinen mesai arkadaglarima tesekkiirlerimi sunarim. Tim
planlamalarimi, veri analizlerimi yaptigim odamda yasadigim sikintilarima ortak olan

ve biiylik bir sabirla beni destekleyen oda arkadasim Mesut YILMAZ’a sonsuz
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tesekkiirlerimi sunuyorum. Ayrica tezimin bilgisayar analizlerini gerceklestirdigim
siirede katkilar1 ve paylastigi fikirleri icin Sarp KAYA’ya tesekkiirlerimi sunarim.
Tamamlamis oldugum bu yol ¢ok g¢aba sarf ederek ilerledigim bir yoldur. Bu yolun
sonuna ulasmis olmak bana ¢ok biiyilk mutluluk vermesinin yaninda, gelecekte
karsilasacagim sorunlarin iistesinden gelebilmek anlaminda kendime giivenimi daha da

giiclendirmistir.

Gergeklestirilen ¢alisma TUBITAK, Bilim Insam1 Destekleme Daire
Bagkanligi’nin lisansiistii 6grencilere yonelik programlarindan “2214 — Yurt Dist
Arastirma Burs Programi (Doktora ogrencileri ig¢in)” kapsaminda desteklenmistir.
Calismanin laboratuar uygulamalar1 kismi Londra Universitesi, Royal Holloway Koleji,

Biyolojik Bilimler Okulu, Ekoloji, Evrim ve Davranis merkezinde gergeklestirilmistir.
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1. GIRIS

Niifus artigina paralel olarak artan besin gereksinimlerinin kargilanmasi amaci ile
tim diinyada dogal stoklar hizla tiiketilmektedir. Tarih boyunca birgok medeniyet
tarafinda; degerlendirilmis olan su drlinleri de, gilinlimiizde gereksinime cevap
verebilmek amaci ile giderek artan miktarlarda talep gormektedir. Anonim (2009)’ nun
yaymladigr balikgilik istatistikleri  verilerini inceledigimizde, diinya c¢apinda
gerceklestirilen toplam su {iirlinleri aveiliginin yillara gore degisimi, stoklar tizerinde her
gecen giin artan av baskisini 6zetlemektedir (Sekil 1.1). 1950’1i yillarda 2 — 3.5 milyon
ton arasinda degisen avlanan miktari, 1996 yilinda 96.736.521 milyon ton ile 1950 —
2009 yillar1 arasinda gozlenen en yiiksek miktara ulasmistir. 1996 yili sonrasinda
avlanan miktarlarindaki artis yerini azalmaya birakmustir. Ozellikle biiyiik yirtict balik
tiirleri lizerinde olusan yogun avcilik baskist sonucunda dogada bu tiirlerin stoklarinda
onemli azalmalar gdzlenmistir (Hilborn 2007). Ust grup avci tiirler olan baliklarm
sayisinin azalmasi, firsatci tiirler olan kafadanbacaklilarin tizerlerindeki avci baskisinin
azalmasina neden olmustur (Caddy ve Rodhouse 1998). Denizel biyokiitlede baliklarin
azalmasi ile olusan bosluk kafadanbacakli tiirlerinin populasyon biiyiikliiklerini
arttirmasina firsat saglamistir (Roper vd 1984). Bu nedenle alternatif besin kaynaklari
arayisi icerisinde olan insanlar ilgilerini kafadanbacakli tiirlerine yonlendirmistir. Son
yillarda yiiksek protein degerlerine sahip zengin bir besin kaynagi olan kafadanbacakli

sinifi tiyeleri diinya pazarlarinda da baliklardan bosalan yeri doldurmaya baglamistir.

FAO degerlendirmelerinde, iilkemiz denizlerini de kapsayan 37 numarali
(Akdeniz ve Karadeniz) ana avlanma sahasi verilerine gore, 1998 yilina kadar benzer
bir degisim gosteren kemikli balik ve kafadanbacakli av miktarlar1 belirtilen yil iginde
strast ile 1.756.782 ton ve 83.346,5 ton seviyelerine ulastigi bildirilmistir (Sekil 1.2 ve
1.3). Ancak kemikli baliklar i¢in sonraki donemlerde avlama miktarlarinda énemli bir
degisimin gozlenmedigi halde kafadanbacakli av miktar1 2007 yilinda 73.492,5 milyon
ton ile tarihteki ikinci tepe noktasina ulagmistir (Sekil 1.3). Gozlenen bu durum
yukarida belirtilen biyokiitledeki degisimin ve bunun balik pazarlarina yansimasinin

Akdeniz’deki hikadyesini 6zetlemektedir (Anonim 2009).
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Sekil 1.1. 1950 — 2009 yillar1 arasinda tiim diinyada avlanan toplam av miktarlar
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Sekil 1.2. 1950 — 2009 yillar1 arasinda FAO’nun 37 numarali balik¢ilik bolgesinde
avlanan toplam kemikli balik miktarlar1 (Anonim 2009’dan yararlanilarak
olusturulmustur)
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Sekil 1.3. 1950 — 2009 yillar1 arasinda FAO’nun 37 numarali balik¢ilik bolgesinde
gerceklestirilmis olan kafadanbacaklilara ait avcilik miktarlart (Anonim
2009’dan yararlanilarak olusturulmustur)



Otuzyedi numarali avcilik bolgesinde yer alan 21 iilkede kafadanbacakli avcilig
gergeklestirilmesine ragmen, miirekkepbaligi tiirliniin avlanmasina dair dokuz iilkeye ait
(Arnavutluk, Cezayir, Kibris, Fransa, Yunanistan, Libya, Slovenya, Tunus ve Tiirkiye)
veri bulunmaktadir. 1950 — 2009 yillarinda bu iilkeler arasinda en yiiksek toplam
avlama 168.204 ton ile Tunus da gerceklestirilirken Ulkemiz toplam 39.070 ton ile 3
sirada yer almaktadir. Bolgede avlanan miirekkepbalig1 avciligi, toplam kafadanbacakli

avinin yaklasik 1/8 ini olusturmaktadir (Sekil 1.3).

Tiirkiye icin bildirilen av miktarlarin1 inceledigimizde, avciligi yapilan
kafadanbacaklilarin miirekkepbaligi, ahtapotlar ve kalamarlar olmak {izere ii¢ ana grup
altinda degerlendirildigi goriilmektedir (Sekil 1.4). 1989 yilinda tiim gruplar i¢in en
yiiksek av miktarlari elde edilmistir. Bu gruplar arasinda 1995 yilina kadar en yiiksek av
miktarii miirekkepbaliklari i¢in vermistir. Bunun yaninda 1995 — 2009 yillar1 arasinda

kalamar veya miirekkepbaliklar1 donemsel olarak en yiiksek av miktarlarini vermistir.
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Sekil 1.4. Ulkemiz denizlerinde 1950 — 2009 yillar1 arasinda avlanan toplam
kafadanbacakli miktarlar1 (FAO, 2009°dan yararlanilarak olusturulmustur)

Diinya capinda balikgilik stoklar1 azalmaktadir. Sirdiiriilebilir balik¢ilik
yonetimi cabalarinin genelde tamamen basarisiz olmadigi, ancak uygulamalardan
kaynaklanan sorunlar nedeni ile diinyanin belirli bolgelerinde basaridan ¢ok uzakta
kalindig1 goriilmiistiir. Avrupa’da gerceklestirilen en giincel ¢aligmalarda, bolgede karst
karsiya olunan asir1 balik¢ilik baskisinin azaltilabilmesi adina ¢oziimler aranmaya

calisilmakta ve sorunun c¢oziimii i¢in siirdiiriilebilir balik¢iligin, ekosistem dikkate



almarak gerceklestirilmesinin  6nemi vurgulanmistir (Gascuel vd 2011). Balik
stoklarinin azalmaya devam etmesi durumunda ilerliyen donemlerde gereksinimin
karsilanabilmesi adina kafadanbacakli tiirleri {izerindeki av baskisinin artacagi

distintilmektedir.

Ulkemizde balikgilik yonetimi adma ilgili bakanliklar tarafindan bolgesel veya
tir bazinda gerceklestirilen koruma kontrol ¢abalari s6z konusudur. Daha kapsaml
stirdiiriilebilir balik¢ilik yonetiminin hayata gecirilebilmesi i¢in, yetkililerin korunacak
bolge ve bolge icerisinde bulunan stoklar hakkinda temel verilere sahip olmasi,
planlanmis olan uygulamalarin basariya ulagsmasinda biiyiik 6neme sahiptir. Bir bolge
icin balik¢ilik yonetiminin planlanmasi oncesinde, bolgedeki tiirlerin tespit edilmesi,
tiirlerin populasyon yapilarinin, iireme izolasyonlarinin belirlenmesi, gen akisina etki
eden faktorlerin ortaya konulmasi ve balik¢iligin gen havuzu istiindeki etkilerinin

ayrintili olarak ortaya konulmasi gerekir.

Bu nedenle ekonomik 6neme sahip miirekkepbalig1 tiiriiniin model canli olarak
elealinarak, siirdiiriilebilir balik¢ilik  yonetim planlanmasma yardimci olacak
populasyon bilgisine ulasmak calismada temel amactir. Genetik verilerin morfometrik
caligmalar, markalama caligmalar1 gibi klasik yontemler ile birlikte kullanilmasi,

incelenen populasyonlarin dinamiklerinin belirlenmesi agisindan énemli katkisi vardir.

Bireylerde ait genetik bilginin belirlenmesine ve bu bilginin ekolojik
caligmalarda kullanimima olanak saglayan araclar olarak molekiiler belirtecler
kullanilmaktadir. Hedeflenen amaclara ulagsmak adina farkli 6zellikler tasiyan DNA
tabanli molekiiler belirtegler tercih edilmektedir. Calismamiz kapsaminda incelenen
populasyonlarin genetik 6zelliklerinin ortaya konulmasi amaci ile 6rneklenen bireylerin
mitokondriyal DNA’larinda sitokrom oksidaz I gen bolgesi (COI) ve genomik

DNA’larinda tiire 6zgii 5 adet polimorfik mikrosatelit lokusu incelenmistir.

Mitokondriler hiicre igerisinde yogun adenozin trifosfat (ATP)’in sentezi ile
enerji kaynagi olarak kullanilan organellerdir. Hiicresel solunumda kullanilan
proteinlerin ¢ogunlugu mitokondriyal DNA (mtDNA) tarafindan kodlanmaktadir.
mtDNA kromozomal proteinlerden yoksun halkasal bir DNA sarmalidir. Genomik
DNA’ya oranla ¢ok daha kisa bir bolge olmasindan dolay1 ekolojik ¢aligmalarda tercih



edilmektedir (Avise 2000, Freeland 2008). Ayrica tasidigi gen bolgelerinin 1yi
korunmasi nedeni ile evrensel oldugunun belirlenmis olmasi birgok ¢alismada tercih
edilen primerlerin kullanilmasina olanak saglamaktadir. Niikkleer DNA’da goriilen ve
hiicre boliinmesi ardindan gergeklesmis hatalarin diizeltilmesi gorevini yliklenmis olan
onarim mekanizmalarina oranla mtDNA da daha zayif bir onarim mekanizmasi islev
gormektedir. Bu nedenle korunan gen bolgeleri disinda kalan bolgelerde yiiksek
miktarlarda mutasyon oranlar1 gozlenmektedir. Yiiksek mutasyon oranlarinin
neticesinde mtDNA bol miktarda polimorfizim gostermekte ve bu 6zelliklerinden dolay1
filogenetik ve filocografik calismalarda tercih edilmektedir. Ayrica rekombinasyon
gozlenmemesinden dolayr bireyler annelerinin mtDNA’sinin  bir  kopyasini
tasimaktadirlar. Bu nedenle genomik DNA’ya oranla daha saglikli sonuclar elde
edilmektedir. mtDNA, haploit 6zellikte olmas1 ve tek bir ebeveynden kalitilmasi
nedeniyle incelenen populasyondaki genomik DNA’nin dortte biri miktarindadir.
Bundan dolay1 nispeten daha az sayida DNA kopyasi degerlendirildiginden, incelenen
populasyonlarin demografik tarihinde yasadiklar1 darbogaz veya ani genisleme
olaylarinin belirlenmesinde daha hassas sonuglar vermektedir. Belirtilen o6zellikleri
nedeni ile genetik soyun belirlenmesi ¢aligmalarinda tercih edilen molekiiler belirtegler

icermektedir (Freeland 2008).

Mikrosatelitler (basit baz dizisi tekrarlar1 - SSRs), alt1 baz ¢iftine kadar uzunluga
sahip ardi ardina dizilen ve birden fazla tekrar gosteren DNA pargalaridir (Tautz 1989).
Genellikle niikleer genom igerisinde bulunmalarina ragmen baz tiirlerde mitokondrinin
genomunda da varliklar tespit edilmistir. Diger baz dizilerine oranla ¢ok daha yiiksek
mutasyon gosterirler. Uzak gegmiste gerceklesen evrimsel degisimlerin hikayesinin
ortaya konulmasinda kullanish olmamalarina ragmen yiiksek mutasyon oranlarina sahip
olmalarindan dolay1 bireyler ve populasyonlar arasindaki farkliklasmanin ortaya
konulmasinda ve populasyonlarin cografik yapilanmalarinin belirlenmesinde ¢ok
elverisli belirteclerdir. Ayrica giinlimiize yakin gerceklesmis olan genetik degisimlerin

ortaya konulmasina da olanak saglarlar.



2. KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI

Yumusakcalarinn Cephalopoda sinifi iiyeleri 43 familyaya ait yaklasik 1000
kadar tiir ile temsil edilmektedir. Cephalopoda sinifi Octopoda (ahtapotlar), Decapoda
(miirekkepbaliklar1 ve kalamarlar) olarak adlandirilan iki takim ve tek bir tiir barindiran

Vampyromorpha (vampir kalamar) ile 6 tiir barindiran Nautilidae takimlarindan olusur

(Young vd 1998) (Sekil 2.1).

(Kalamarlar ve Mirskkephaliklar) (Wampir Kalaman )
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Mancoleaidea {vazayan tom kafadan haraklilar)

Coleoidea

Sekil 2.1. Kafadanbacakli ana gruplarinin filogenisi (Boyle ve Rodhouse 2005’dan
diizenlenerek)

Tamami denizel ortamlarda yasamlarini siirdiiriirler. Yiizey sularindan 5000 m
ye varan derinliklere kadar uzanan genis bir derinlik konturunda dagilim gosterirler.
Soliter olarak yagamini siirdiiren tiirlerin yaninda milyonlarca birey igeren siiriiler
olusturan tiirleri de vardir. Bilateral simetri gdsteren viicutlari, ¢ok gelismis bir bas ve
ayak ile manto ile sarili i¢ organlarin toplandigi kismda olusur. Dokunaglar {izerinde
tiire bagh olarak vantuz ve/veya kancalar bulunur. Tiimiinde olamamak kayd: ile bir¢cok
tiir, gerek boyut gerekse de morfolojik yapr bakimindan eseysel dimorfizim gosterir.
Disi bireyler genellikle erkek bireylere oranla daha biiyliktiir. Erkek bireyler, tireme
esnasinda disi bireye iireme hiicresi paketlerini aktarmak icin 6zellesmis olan kollari
(hektokotlus) sayesinde disi bireylerden ayirt edilebilir. Kafadanbacaklilar sinifi bilinen
en biiylik yumusakca tiirlerini barindirir. Dev kalamar disinda kalan birgok tiir de 50 —
60 kg viicut agirligina ulagsmaktadir. Sinif tiyelerinin biiyiik bir kism1 1 — 10 kg viicut



agirhigina sahiplerdir. Evrimsel siire¢ igerisinde yasam ortamlarmma uyum saglamak
iizere dis kabuk korelmistir. Bu durum kuvvetli kaslardan olusan mantonun gelisimine
neden olmustur. Mantolarinin  kasilip gevsemesi sayesinde solunumlarini  ve
hunilerinden basingli olarak biraktiklari su sayesinde hareketlerini saglarlar. Yumurta
bakimi yapan tiirlerin disi bireyleri, hunileri ile olusturduklar: su sirkiilasyonu sayesinde
zemine sabitledikleri yumurtalarinin etrafindaki oksijen seviyesini yiikseltirler. Huninin
bir diger islevi ise miirekkep kesesi igerisinde toplanan miirekkebin manto boslugundan
disar1 atilmasin1 saglamaktir. Bu sayede peslerine diisen avcilarimi sasirtarak

bulunduklar1 bolgeden uzaklasirlar (Roper vd 1984).

Bir¢ok tiir geceleri daha sig bolgelerde, giindiizleri ise daha derin bolgelerde
bulunmak amaci ile vertikal olarak go¢ davranist gosterir. Yirtict canlilar olan
kafadanbacaklilar, besin olarak avlarinin yalnizca yiiksek kalitede besin degerine sahip
parcalarimi tercih ederler. Diisiik besin degeri tasiyan ve sindirimi zor olan kisimlari
besin olarak almazlar. Yiiksek metabolik hizlar1 sayesinde besini ¢ok etkin bir sekilde
viicut kiitlelerini arttirmakta kullanmalar1 sayesinde ¢ok erken donemlerde ergin birey
boyutlarina ulasabilirler (Boyle ve Rodhouse 2005). Erginleri ufak baliklar, karidesler,
yengecler ve diger kafadanbacakli tiirleri ile beslenirler. Ornegin ahtapotlarin diyeti
icerisinde diger kafadanbacaklilara ek olarak bivalvler de bulunmaktadir. Buna karsilik
bu sinif {iyeleri balinalar, foklar, deniz kuslari, bentik ve pelajik baliklarin en 6nemli
besin kaynagini olusturmaktadirlar.  Besin zinciri igerisinde av ve avci olarak
istlendikleri rol nedeni ile kafadanbacakli organizmalarin varliklar1 dogal dengenin

korunmasinda biiylik 6nem tagimaktadir.

Kafadanbacaklilar ayr1 eseyli canllardir. Ureme esnasinda erkek bireyler
gametlerini spermatafor denilen yapilar ile paketler halinde disi bireylere aktaririlar.
Disi bireyler dolleme islemini yumurtalarin birakilmasi esnasinda gerceklestirirler.
Kalamarlarda, miirekkepbaliklar1 ve ahtapotlarin tersine ilireme amaci ile siiriiler
olusturma davranisi vardir. Ureme sonrasinda ergin bireyler kisa zamanda oliir. Bu
nedenle belirli tiirler disinda yasam stireleri bulunduklar1 bolgedeki su sicakligina bagl
olarak 1 ila 2 yil arasinda degismektedir. Tiire bagh olarak, deniz zeminine
konumlandirilan birka¢ biiylik yumurtadan, planktonda serbest halde bulunan ve

milyonlarca yumurtadan olusan kitlelere kadar farkli sekillerde kulugka donemine



sahiplerdir. Diger yumusakca tiirleri ile karsilastirildiginda yumurta sayilari azdir.
Yumurtalarinda embriyoyu beslemek amaci ile biiyilk besin taneleri bulunur.
Ahtapotlarda yumurta bakimi s6z konusudur. Kulugka siireleri deniz suyu sicakligi ile
ters orantilidir. Yumurtadan ¢ikan bireyler bagkalasim gostermezler ve ergin bireylerin

minyatiirleridir.

Biyolojik ve ekolojik 6zellikler goz onilinde bulunduruldugunda, kafadanbacakli
siift iyelerinin, gen akisina etki ederek populasyonlarin yapilanmasina sekil veren
fiziksel ve evrimsel faktorlerin belirlenmesinde model olarak incelenmeye uygun

oldugu goriilmektedir.

Calismamiz kapsaminda degerlendirdigimiz tiir olan miirekkepbalig: (Sekil 2.2),
yasam dongiisiinii 0 — 200 m derinlikler arasinda gegiren nektobentik o6zellikte bir
tiirdiir. Dagilim gosterdigi bolgelerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri etkisinde 1 ila 2 yil
arasinda bir yasam siiresine sahiptir. Ureme kabiliyetine erken donemde erisirler ve
Omiirleri boyunca yalnizca bir defa lireme aktivitesi gosteririler. Yumurtalarimi 1 ila 10
m derinlikler arasinda kalan sahil bolgelerinde, zeminde bulunan sert cisimlerin, su
bitkilerinin iizerine birakirlar. Yumurtalardan ¢ikan yavrular da nektobentik davranig
sergilerler. Ergin bireyler mevsimsel olarak sahil bolgeleri ile derin sular arasindan gog
gerceklestirseler de yiizme kabiliyetleri gelismemistir. Dogu Atlantik ve Karadeniz
disinda tiim Akdeniz de dagilim gostermektedir (Sekil 2.4) (Boletzky 1987).

Tiirlin taksonomik konumu (Boyle ve Rodhouse, 2005);

Alem: Animalia

Sube: Mollusca

Sinif: CEPHALOPODA

Altsinf: COLEOIDEA Bather 1888

Usttakim: DECABRACHIA Boettger 1952

Takim: SEPIOIDEA Naef 1916 (cuttlefish)
Aile: SEPIIDAE Keferstein 1866 (cuttlefish)
Cins: Sepia

Tiir: Sepia officinalis (Linnaeus, 1758)



Tiiriin tanimlayici 6zellikleri: Belirgin ylizgecleri vardir ve mantonun arka kisimlarina
dogru hafif¢e genisler. Kollar {izerinde 4 sira vantuz bulunur. Erkek bireylerde ventral
konumlu sol kol hektokotiliis ad1 verilen bir yapiya doniigsmiistiir. Hektokotil {izerinde 6
sira normal boyutlu vantuz bulunur. (Sekil 2.3 A). Tentakiiller lizerinde 5 — 6 adet
enine konumlu vantuz bulunur. Tentakiillerin orta kisimlarinda ¢ap1 diger vantuzlarin
iki kat1 olan 5 — 6 adet vantuz yer alir (Sekil 2.3 B). Manto destegi olan kabugun
posterior kismi1 yuvarlaktir ve kitin bir kilif ile desteklenen kisa bir diken bulunur (Sekil

2.3 C) (Jereb ve Roper 2005).

BAS VE BACAKLAR MANTO

Sekil 2.2. Miirekkepbalig1 dig morfolojisi (* Tentakiiller) (Jereb ve Roper 2005)



Sekil 2.3. Miirekkepbaliginin tanimlayic1 6zelliklerinin sematik ¢izimleri (A. Tentakiil
yapist; B. Hektokotil yapisi; C. Viicut destek kabugu) (Jereb ve Roper 2005)
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Sekil 2.4. Miirekkepbaliginin (Sepia officinalis) bilinen yayilis alan1 (Jereb ve Roper
2005)
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Miirekkepbaligt (Sepia officinalis, L. 1758) Akdeniz’de dagilim gosteren
kafadanbacaklilar arasinda yliksek miktarlarda avlanan tiirlerden birisidir. Tiirlin
insanlar tarafindan farkedilmesi uzun yillar 6ncesine dayanmaktadir. Aristo, (~ MO
330), "Historia Animalium" isimli eserinde miirekkepbaliklarinin yasam sekilleri ve
tireme Ozelliklerine dair bir¢cok tanimlama yapmistir. Giiniimiizde de tiire olan ilgi
devam etmektedir. Yirminci ylizy1l icerisinde kafadanbacaklilarin 6zelliklerini ortaya
koymaya yonelik ¢aligmalar yogunlagmistir. Miirekkepbaligi en kolay temin edilen ve
cevresel faktorlere en kolay uyum saglayan tiir olmasi nedeni ile kafadanbacakl
arastirmalarinda model tiir olarak tercih edilmistir. Tompsett (1939), Sepia cinsinin
anatomik oOzelliklerini gdsteren ayrintili ¢izimler yayinlamigtir. Tiirlin biyolojik
ozelliklerinin derlendigi en Onemli c¢alismalardan birisi Boletzky (1987)’nin
“Kafadanbacaklilarin Yasam Dongiileri” isimli kitapta yayinladigi kisimdir. Bahsi
gecen calismalar tiiriin arastirmacilar tarafindan taninmasina olanak vermistir. ilerleyen
yillarda tiirlin iireme 6zelliklerinin ortaya konuldugu bircok ¢alisma gerceklestirilmigtir
(Bouchaud 1991, Gauvrit vd 1997, Hanlon vd 1999, Laptikhovsky vd 2003). Ureme
Ozelliklerinin ortaya konulmasimnin ardindan arastirmacilarin  yoneldigi sonraki
caligmalar ise, tiirlin yetistiricilik kosullarina uyumunun ortaya konulmasinin

amaclandig1 uygulamalardir (Forsythe vd 1994, Domingues vd 2001).

Ulkemizde ise kafadanbacaklilar faunasinin belirlenmesi amaci ile Katagan vd
(1993) ve Salman vd (1997, 1998a, 2002)’nin sirast ile Marmara Denizi, Ege Denizi,
Kuzey Kibris ve Dogu Akdeniz’de calismalar siirdiirmiislerdir. Gergeklestirilen bu
caligmalarin {iriinii olan ve kafadanbacaklilarin 6zelliklerinin belirtildigi, denizlerimizde
bulunan kafadanbacakli tiirlerinin bildirildigi ve belli bash tiirlerin yetistiricilik
uygulamalarmin agiklandig ilk Tiirkge kitapgik Tarim ve Koy Isleri Bakanligi katkisi
ile yaymlanmistir (Salman vd 1998b). Daha sonraki yillarda diger kafadanbacakli
tiirlerinin degerlendirildigi birgok calismanin yaninda, Giiven (2004) Akdeniz’de,
Onsoy ve Salman (2005) Ege Denizi’nde miirekkepbaliginin iireme 6zelliklerini

arastirmislardir.

Son yillarda geleneksel yontemler kullanilarak gergeklestirilen caligmalarin

yaninda miirekkepbalig1 tiirliniin populasyonlarinin cografik-genetik yapilanmasinin
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ortaya konulabilmesi icin genetik belirteclerin kullanildig1 bir¢ok arastirma calismasi
gergeklestirilmistir (Pérez-Losada vd 1999, Pérez-Losada vd 2002, Garoia vd 2004,
Wolfram vd 2006, Pérez-Losada vd 2007, Turan ve Yaglioglu 2010).

Tiirtin dagilim gosterdigi bolgelerden Atlantik Okyanusu — Akdeniz ayriminin
calisma alan1 olarak belirlendigi iki calisma s6z konusudur. Bunlardan ilkinde
arastirmacilar tiiriin bolgedeki populasyonlarinin c¢ografik yapilanmasini belirlemek
amaci ile allozim farklilagsmasini incelenmistir (Pérez-Losada vd 1999). Calisma
sonunda, Messinian da Cebelitarik Bogazi’nin kapanmasi sonucunda Akdeniz ve
Atlantik Okyanusu’nun birbirinden ayrilmasi ve 100 — 200 m’ lere varan su seviyesi
azalmalarma dikkat c¢ekilmektedir. Bu olay, populasyonlarin birbirlerinden izole
olmalarina neden olmus ancak, bogazin agilmasi sonrasinda populasyonlar arasinda
ikinci bir temasin gerceklesmesi saglanmistir. Bahsi gecen olaymn, gecidin her iki
yaninda bulunan populasyonlarin yapilanmasinda birincil etkiye sahip oldugu
arastirmacilar tarafindan belirlenmistir. Ayrica bolgesinin hidrografik 6zelliklerinin de
Akdeniz’den Atlantik Okyanusu’na gen akisina engel olurken Atlantik kaynakli gen
akisina firsat tanidigi belirtilmis ve bu durumunda populasyonlarin yapilanmasinda

ikincil 6nem tasiyan fiziksel etki oldugunu savunmuslardir.

Shaw ve Pérez-Losada (1999) populasyonlar arasindaki varyasyonlarin
belirlenmesinde daha etkin olan tire 6zgli yedi polimorfik mikrosatelit lokus
belirlemistir. Allozimler seg¢ilim baskilarindan etkilenmelerine ragmen, mikrosatelit
belirtegler populasyon yapilanmasinin belirlenmesinde daha etkin sonuglar vermektedir.
Yeni molekiiler belirteglerin varligi, 6nceki yillarda gerceklestirilmis olan ¢alismalarda
elde edilen sonuglarin ayrintili olarak irdelenmesine olanak saglamigtir. Mikrosatelit
belirtecler varliginda arastirmacilar tlirlin populasyon yapilanmasinin daha ayrintili
incelenmesini saglamak iizere bolgede yeni bir calisma gerceklestirme olanagi
bulmuglardir (Pérez-Losada vd 2002). Bu calismada arastiricilar, Akdeniz — Atlantik
Okyanusu gecisinde miirekkepbaliginin genetik yapilanmasina etki eden faktorlerin
belirlenmesi amaci ile alternatif hipotezleri test etmislerdir. Ayrica Cebelitarik
Bogazi’nin tiir i¢in giiniimiizde halen gen akisina kisitlama getiren bir engel olusturup
olusturmadigimi arastirmiglardir. Calisma sonucunda, daha onceden greceklestirilmis

olan allozim farklilasmasimin degerlendirildigi calismanin sonuglarinda da belirtilen,
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son buzul caglarinda Cebelitarik Bogazi’nin kapanmasi sonucunda Atlantik Okyanusu
ile Akdeniz’in birbirinden ayrilmis olmasinin populasyonlarin yapilanmalarinda etkin
olmas fikrini desteklemislerdir. Ispanya’da bulunan Almeira ile Cezayir’de bulunan
Oran bolgeleri arasinda varligi bilinen gili¢lii okyanus akintilarinin etkisi ile belirtilen
bolgeler arasinda uzanan ve gen akigini baskilayan bir bariyerin varlig1 ve bariyerin iki
yaninda ayr1 gen havuzlarinin bulundugu bildirilmistir. Ayrica tiiriin bolgesel olarak
gosterdigi genetik varyasyonun cografik mesafeler ile korelasyon gostermesi nedeni ile
tiir i¢in mesafeye bagl izolasyon hipotezinin gecerliligi bildirilmistir.

Italyan arastirmacilar, iilkeleri i¢in yiiksek 6neme sahip olan Adriyatik Denizi
balik stoklarmin belirlenmesine yonelik gerceklestirdikleri ve FAO tarafindan
desteklenen ADRIAMED projesi kapsaminda bdlgedeki tiirlerin populasyonlarinin
yapilanmalarini ortaya koymay1 amaglayan arastirmalar gergeklestirilmislerdir. Bu proje
kapsaminda S. officinalis’in incelendigi ¢alismada, tiire 6zgii mikrosatelit belirtegler
degerlendirilerek, tiiriin Adriyatik Denizi icerisindeki genetik varyasyonunun ortaya
konulmasi amaglanmistir (Garoia vd 2004). Calisma sonunda bolgede tiirlin gen akisina
etki edebilecek herhangi bir fiziksel faktoriin olmadigina deginilmis ve homojen
dagilim gosteren tek bir gen havuzunun varligi bildirilmistir.

S. officinalis tiiriiniin dagilim bodlgesinin kuzeyini olusturan Ingiliz Kanali ve
Biscay Korfezi’'nde, tiiriin bireylerinin farkli tireme 6zellikleri gosterdigini bildiren
(Mangold 1966, Boucaud-Camou ve Boismery 1991) ve kesin kanitlanmamis olsa da
Biscay Korfezi ile Ingiliz Kanali’nda bulunan S. officinalis populasyonlarinin
ayrildigini bildiren ¢alismalar (Le Goff ve Daguzan 1991, Dunn 1999, Wang vd 2003)
s0z konusudur. Wolfram vd (2006) bu g¢alismalarin ortaya attifi goriisii test etmek
amaci ile miirekkepbaliginda polimorfik mikrosatelit bolgelerindeki farklilagmalari
incelemis ve tlirlin bolgedeki genetik varyasyonunun ve populasyon yapilanmasini
belirlemeyi amaclamiglardir. Calisma sonrasinda arastirmacilar, karsilastirdiklarn iki
bolge arasinda 6nemli miktarda gen akisi olmasina ragmen homojen tek bir populasyon
olusturmadiklarin1 ve ortak bir tireme 6zelligi gostermediklerini vurgulamislardir.

Tiim bu ¢aligmalarin ardindan, Pérez-Losada vd (2007) miirekkepbalig tiiriiniin
degerlendirildigi ve tiiriin giinlimiiz-gegmis populasyon dinamiklerinin ortaya
konuldugu en kapsamli c¢alismay1 gerceklestirmisdir. Calisma kapsaminda Atlantik

Okyanusu ve Akdeniz’den orneklemeler yapilmig ve 6rneklenen bireylerin mtCOI gen
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bolgesi degerlendirilmistir. Calisma sonunda mesafeye bagli genetik farklilasmanin
tiirlin gegmisteki ve gilintimiizdeki populasyon yapilanmasinda birincil etken oldugu
fikrini belirtmislerdir. Calismada Atlantik Okyanusu ile Akdeniz arasinda gozlenen ve
gen akisina etki eden bircok bariyerin belirlenmesine ragmen Akdeniz igerisinde
yalnizca Bati Akdeniz ile Ege Denizi arasinda gen akisim1 kisitlayan bir bariyer
bolgesinin  varhig1 bildirilmistir. Bariyer bolgelerin  bir¢ok tilirlin  populasyon
yapilanmasinda etken olmasina ragmen, yapilan analizler sonucunda belirlenen bariyer
bolgeleri ve komsu bdlgeler ile arasinda gergeklesen gocler nedeni ile bu faktoriin S.
officinalis tlirlinlin populasyon yapilanmasinda Onemli etkilerinin olmadigini

belirtmislerdir.

Son olarak caligmamiz ile aym bolgede, S. officinalis tiiriiniin populasyon
yapilanmasinin belirlenmesi amaci ile mtDNA ND 5/6 bolgesinin degerlendirildigi bir
caligma gergeklestirilmistir (Turan ve Yaglioglu 2010). Calismada genetik verilere ek
olarak bireylerin morfometrik Ol¢timleri ve miirekkepbaligt kemiginin kimyasal
ozellikleri de bolgeler arasindaki farklilagmay1 gozlemek amac ile degerlendirilmistir.
Arastiricilar calisma bolgeleri olan Akdeniz (iskenderun Korfezi, Antalya Korfezi), Ege
Denizi ve Marmara Denizi’nden toplamda 4 bdlgeden 6rnekleme gerceklestirmigler ve
calisma sonucunda degerlendirilen bdlgelerin tamaminin genetik, morfometrik ve

kimyasal 6zellikleri bakimindan birbirleri ile farklilik gdsterdiklerini bildirmislerdir.

Incelenen c¢alismalarin tamaminda bircok degisik faktdriin etkisi altinda S.
officinalis tiri populasyonlarinin arasinda genetik farklilasmalar go6zlendigi
bildirilmistir. Aragtirmacilarin birgogu gen akisimna etki eden bariyer bdolgelerinin
varligindan ve etkilerinden bahsetmislerdir. Bunun yaninda mesafeye bagli genetik
farklilagsmanin miirekkepbalig1 i¢cin populasyon yapilanmasinda 6nemli etkisi oldugu

fikri 6ne ¢ikmaktadir.

Gergeklestirdigimiz bu tez calismasinda mtCOI bolgesi ve bes polimofrik

mikrosatelit lokusunun degerlendirilmesi ile;

s Sepia officinalis tiiriinlin lilkemiz Akdeniz ve Ege Denizi sahillerindeki genetik

cesitliliginin saptanmasi,
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s Bolgesel olarak farklilasmis alt populasyonlarin bulunup bulunmadiginin
belirlenmesi,

% Tirkiye sahil populasyonlarinin gegmiste yasamis olduklart degisim veya
gelecekte yasanmasi olasi dinamiklerin tahmin edilmesi,

% Tirkiye sahil populasyonlarinin Akdeniz’in diger populasyonlari ile iliskileri

veya genetik farkliliklarinin saptanmasi amacglanmaktadir.
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3. Materyal ve Metot

3.1. Ornekleme

Sunulan c¢alismada Ege Denizi ve Akdeniz sahillerinde belirlenmis olan 22
istasyondan ticari balik¢1 tekneleri ile Ornekleme gerceklestirilmigtir (Sekil 3.1).
Orneklemeler kapsaminda her biri kendi 6rnekleme bolgesine sahip balik¢1 barinaklar:
tercih edilmistir. Orneklemeler bizzat her istasyon ziyaret edilerek gerceklestirilmistir.
Belirlenen istasyonlarin kodlar1 ve doku alinan bireylerin sayis1 Cizelge 3.1°de

verilmistir.

Cizelge 3.1. Calisma kapsaminda Ege Denizi ve Akdeniz’de 6rnekleme gergeklestirilen
istasyonlar ve 6rneklenen birey sayilar1 (N: birey sayisi)

Istasyon Adi Istasyon Kodu N

Cevlik Cv 5

Yumurtalik YM 5

Karatas KT 5

Mersin Limani ML 77

N Tasucu TU 4
5 Ovacik ov 5
= Aydincik AY 5
< Bozyazi BY 5
Alanya ALN 4

Antalya Limani AL 80

Fenike FN 5

Fethiye F 15

Koycegiz KY 15

Marmaris M 50
Bodrum BD 14

:E Kusadasi KA 4
o Seferihisar SE 57
% Cesme FC 5
oy [zmir Korfezi IK 5
Aliaga AG 5

Ayvalik AV 5
Saroz Korfezi EZ 72
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Sekil 3.1. Calisma kapsaminda drneklemelerin gergeklestirildigi bolgeler
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3.2. DNA Izolasyonu

Orneklenen bireylerin tentakiillerinin agiz bolgesine yakin kisimlarindan alman

doku parcalari molekiiler islemler uygulanincaya kadar etil alkol igerisinde cryo-

tiiplerde saklanmigtir. Dokulardan total DNA’nin izolasyonu amaci ile CTAB DNA

izolasyon protokolii kullanilmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. CTAB DNA izolasyon protokolii (Freeland 2008’den)

1.
2.
3
4.
5
6

10.

11.

12.

Bireylerden alinan ~ 50 mg doku 6rnegi 1.5 ml hacimli tiiplerde aktarildu.

Tiiplere 400 pl saflastirma tamponu (CTAB) (Cizelge 3.3) eklendi.

Inkiibasyon Gncesi tiiplerin igerisine 10 pl proteinaz K * (10mgml™) eklendi.
Tiipler inkiibasyon amaci ile 55 °C’de 2 saat siire ile bekletildi.

Tiip igerisine 400 ul Kloroform : IAA eklenerek 10 dak. calkalandi.

Tiipler 13000 rpm’de 10 dak. siire ile santrifii edildi ve siipernatant 1.5 ml hacimli
yeni bir tiipe aktarildi.

Yeni tiip icerisindeki siipernatanta 500 ul — 20 °C bekletilmis saf etanol ilave
edildi ve tiipler 1 saat siire ile derin dondurucuda bekletildi.

Derin dondurucudan alinan tiipler 13000 rpm’de 10 dak. siire ile santrifij edildi
ve tiip igerisindeki siipernatanat (etanol) uzaklastirildi.

Peletler yikanmak ve niikleik asitler disinda kalan diger maddelerin
uzaklastirilmasi amaci ile % 70°lik etanol eklendi.

Tiip igerisindeki siipernatanat (etanol) uzaklastirild: ve peletler 10 dak. siire ile 37
°C sicakliktaki inkiibatorde kurutuldu.

Icerisindeki etanol tamamen uzaklastirilmis olan tiiplerde bulunan peletler 100 ul
ddH,O ile sulandirildu.

DNA’lar 4 °C ‘de saklandu.

* Proteinaz K, molekiiler biyoloji uygulamalarinda genellikle proteinlerin
parcalanmasimi ve bu sayede niikleik asitlerin kontamine olmasin1 engeller.
Ayrica niikleaz enzimini inaktif duruma getirmesinden dolay1 niikleik asitler
arasinda bulunan fosfodiester baglarin korunmasina olanak saglar (Freeland

2008).
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Cizelge 3.3. Saflastirma Tamponu

Kullanilan Miktar
Kimyasallar

CTAB % 2

NaCl 1.4M
EDTA 20 mM (pH 8)
Tris — HCI 100 mM ( pH 8)

3.3. mtCOI Gen Dizilerinin Eldesi

Calisma kapsaminda Sepia officinalis populasyonlarinin  ge¢miste ve
giinimiizdeki genetik dinamiklerinin karakterize edilmesi amaci ile mitokondriyal
sitokrom oksidaz geninin birinci alt birimi (mtCOI) analiz edilmistir. Bu kapsamda 22
ornekleme bolgesinden toplamda 225 bireyden izole edilmis DNA’lardan, Folmer
vd’nin (1994) dizayn ettikleri primerler (HCO1-2198 — 5'-TAA ACT TCA GGG TGA
CCA AAA AAT-3"'ve LCO1-1490 5'-GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATA TTG-3")
kullanilarak COI gen bolgesi (625 bg) cogaltilmistir. Hedeflenen gen bdolgesinin
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) kullanilarak ¢ogaltimi esnasinda omurgasiz canlilar
ile yapilan calismalarda tercih edilen standart PZR kosullart (Cizelge 3.5) kullanildi.

Belirlenen optimum reaksiyon karisimi gizelge 3.4‘de verilmistir.

PZR friinleri % 2 lik agoroz jellere yiiklenerek hedeflenen iiriiniin varligi
belirlendi. Daha sonra elde edilmis olan PZR f{irlinleri incelenen bireylerin mtCOI alt
iinitesi dizileri belirlenmesi amaci ile Macrogen (Giiney Kore) firmasindan hizmet alim1

yoluyla belirlenmis ve elde edilen diziler bilgisayar analizlerinde kullanilmistir.

Cizelge 3.4. Reaksiyon karigimi

Kimyasallar Konsantrasyon Miktar
Taq Tampon 10X 2.5 ul
Cozeltisi
Mg,Cl 25 mM 0.75 pul
dNTP’ler 10 mM 2.5 ul
Primerler 10 mM 2.5 pl (Her bir
primer)
Taq 0.1 pul
ddH,O 4.15 pl

Toplam: 15 pl
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Cizelge 3.5. Standart PZR kosullari

Sicaklik (°C) Siire
95 (baslangi¢ denatiirasyon) 3 dak.
95 (denatiirasyon) 30 sn.
45 (Primerlerin baglanmast) 45 sn.
72 (DNA sentezi) 1 dak.
72 5 dak.

3.4. Tiire Ozgii Mikrosatelit Lokuslarinin Genotiplerinin Belirlenmesi

Orneklemelerin gerceklestirildigi istasyonlar icerisinde, birey sayis1 daha fazla
olan 5 istasyondan (Mersin Liman, Antalya Liman, Marmaris, Seferihisar, Saroz
Korfezi) toplamda 341 birey i¢in, populasyon i¢i genetik ¢esitlilik ve populasyonlar
aras1 genetik farkliliklarin belirlenebilmesi amaci ile Shaw ve Pe’rez-Losada (1999)
tarafindan tanimlanmis mikrosatelit lokusular1 degerlendirilmisti. Bahsi gegen
mikrosatelit lokuslar1 ile gerceklestirilmis onceki calismalarda bildirilen SOF1 — SOF5
ve SOF7 arasinda gdzlenen baglanti dengesizligi durumundan dolayr bildirilmis tiire

0zgl yedi mikrosatelit lokusundan besi ile (Cizelge 3.6) ¢aligilmustir.

Cizelge 3.6. Miirekkepbalig1 (Sepia officinalis) tiiriine 6zgii polimorfik mikrosatelit
lokuslar1 (Shaw ve Pe’rez-Losada, 1999’ dan diizenlenerek)

Allel
Lokus Primerler T (°C) Allel Boyu (b¢) Ho— % (Hg)
Sayisi
F: CgCgeTTTgTCTACACCAg 217-223 57-82
SOF1 (ATT)17 51 16
R: AATCATTTCAGTATgTCggAAg 235-274 (54-83)
F: CAgTTATATCAETTTTCCAAAgC 76-84
SOF2 (AAT)16 51 157-187 11
R: ATTAACAETTTTCAgCAACgA (81-87)
F: ATATCTggCTgAAAACAAAATC 172-220 74-85
SOF3  (AAT)15 56 23 (16)*
R: AATgAgTCTATTggAgTCTTTACC (185-203)* (80-84)
F: ATAACTCTgAgATgAggTATTgTg 24-59
SOF4  (ATT)10...5...4 55 132-171 14
R: ggACTATgTCATCTTCgTTGC (68-82)
F: ggATTgTTgAgeTTTTCgTg 71-86
SOF6 (ATT)17 56 218-257 14
R: CAACTAgCCCAgAACgATTg (80-88)

* SOF3 iki paralel allel dizisi sergilemektedir.
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Hedeflenen baz dizilerinin PZR ile ¢ogaltimi esnasinda secilen her bir lokus i¢in

kullanilan uygun reaksiyon kosullar1 ve reaksiyon karigimlari ¢izelge 3.7°de verilmistir.

Cizelge 3.7. Mikrosatelit primerleri i¢in kullanilan uygun reaksiyon kosullar1 ve
reaksiyon karigimlari

SOF1

Reaksiyon karisimm

Taq Tampon Cozeltisi 10X 2.5 ul

Mg,Cl 25 mM 0.75 ul

dNTP’ler 10 mM 2.5 ul

Primerler 10 mM 2.5 ul (Her bir primer)

Taq 0.1 pul

ddH,0 4.15 pl

PZR kosullari Sicaklik (°C) Siire

1. basamak 94 (baglangi¢ denatiirasyon) 2 dak.
2. basamak 93 (denatiirasyon) 30 sn.
3. basamak 60 — 50 (Primerlerin baglanmasi)* 45 —-30 sn.
4. basamak 72 (Dizi sentezi) 1 dak.
5. basamak 20 10 sn.
SOF2

Reaksiyon karisii

Taq Tampon Cozeltisi 10X 2.5l

Mg,Cl 25 mM 0.75 pl

dNTP’ler 10 mM 2.5 ul

Primerler 10 mM 2.5 ul (Her bir primer)

Taq 0.1 ul

ddH,0 4.15 ul

PZR kosullari Sicaklik (°C) Siire
1. basamak 94 (baslangi¢ denatiirasyon) 3 dak.
2. basamak 93 (denatiirasyon) 30 sn.
3. basamak 59 — 49 (Primerlerin baglanmas1)* 45 —30 sn.
4. basamak 72 (Dizi sentezi) 1 dak.
5. basamak 20 5 dak.
SOF3, SOF4, SOF6

Reaksiyon karisim

Taq Tampon Cozeltisi 2.5 ul

Mg,Cl 10X 0.75 ul

dNTP’ler 25 mM 2.5 ul

Primerler 10 mM 2.5 pl (Her bir primer)

Taq 10 mM 0.1 ul

ddH,0 4.15 ul

PZR kosullari Sicaklik (°C) Siire
1. basamak 94 (baslangi¢ denatiirasyon) 3 dak.
2. basamak 93 (denatiirasyon) 30 sn.
3. basamak 60 — 55 (Primerlerin baglanmasi)** 45 —30 sn.
4. basamak 72 (Dizi sentezi) 1 dak.
5. basamak 20 5 dak.

* Her dongiide sicaklik 1 °C disiiriildi
** Her dongtide sicaklik 0.5 °C disiiriildii
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Elde edilen iiriinler, ALFexpress'™ (Pharmacia Biotech) dizi analizi cihazi
kullanilarak % 6’lik poliakrilamit jel igerisinde ayristirilmistir. Sonuglar Fragment
Manager 1.2 programi kullanilarak incelenmis ve iirlinlerin boylari tespit edilmistir.
SOF3 disinda tiim lokuslardaki alleller 3 bg farki tekrarli motifi gostermektedir. SOF3
lokusunda ise Shaw ve Pe’rez-Losada (1999)’da da bildirildigi lizere, 1 bg fark ile iki

paralel iki allel dizisi gozlenmistir.

3.5. Verilerin Analizi
3.5.1. mtCOlI sekanslarinin analizi

Niikleotid dizileri CLUSTAL X (Thompson vd 1997) kullanilarak hizalanmustir.
Elde edilen mtCOI gen bdlgesine ait tanimlayicr istatistikler (haplotip sayisi, polimorfik
pozisyon sayisi, parsimonik bilgilendirici pozisyon sayis1), haplotip c¢esitliligi (h),
niikleotid cesitliligi (m) ve ortalama niikleotid farklilagmasinin miktar1 (k) DNASP
5.10.01 (Librado ve Rozas 2009) programindan yararlanilarak tespit edilmistir.

Calisma alanindaki populasyon farklilagsmalarin belirlenebilmesi amac ile elde
edilen sekanslardan olusan veri setinden 6rnekleme bolgelerinin ikili kargilastirmali Fgr
degerlerinin tespit edilmesi amaci ile Arlequin 3.5.1.2 (Excoffier ve Lischer 2010)
programindan faydalanilmistir.

Analizler sonucu elde edilen, bireylere ait baz dizilerinin hangi tiir filogenetik
analizlere uygun oldugunun belirlemek amaci ile, TreePuzzle (Schmidt vd 2002)
programi kullanilarak olasilik haritalama analizi (Strimmer ve Haeseler 1997)
gerceklestirilmistir.

Haplotipler arasindaki iliskiyi ortaya koymak amaci ile Network 4.5.1.6
(Bandelt vd 1999) programindan faydalanilarak median joining-network
olusturulmustur.

Veri seti i¢in en uygun niikleotid degisim modelini belirlemek amaci ile
JMODELTEST 0.1.1 (Posada 2008) programi kullanilmis ve elde edilen model
maksimum olasilik ve Bayesian analizlerinde kullanilmistir.

Veri setini olusturan diziler arasindaki evrimsel iliskisini ortaya koyabilmek i¢in
filogenetik aga¢ analizleri gerceklestirilmistir. Bu amacla MEGA 4.0 (Tamura vd 2007)
programi kullanilarak, maksimum bilesik tutumluluk modeli (MCL) altinda komsu
baglama (Neighbor-joining — NJ), yakin komsu degisimi ii¢lincii derece tarama segenegi

ile 10 tekrarli maksimum tutumluluk (Maximum parsimony — MP) ve belirlenen
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evrimsel model kullanilarak PAUP 4.0b10 (Swofford 2002) programi ile 10 tekrar ve
agac bolme ve baglama (TBR) dal degisimi ile maksimum olasilik (Maximum
likelihood — ML) algoritmalar1 uygulanmistir. Elde edilen agaclarin giivenilirliginin test
edilmesi amaci ile NJ ve MP algoritmalarinda 1000 tekrarli, ML algoritmasinda ise 100
tekrarli se¢-bagla (bootstrap) filogeni testi (Felsenstein 1985) gergeklestirilmistir.

Bayesian filogeni hesaplamalar1 MRBAYES 3.1.2 (Ronquist ve Huelsenbeck
2003) programi kullanilarak gerceklestirilmistir. Her Markov zinciri rastgele bir agagtan
baslatilmis ve 5.0 x 10’ dongii gerceklestirilmistir. Her 1000. dongii zincir igin
orneklenmistir. Analizler HKY basit niikleotid modeli kullanilarak gergeklestirilmistir.
Ayrica her bir kodon pozisyonunun kendi oranina sahip olmasina olanak veren kodon
boliimleme modeline gore de analizler gergeklestirilmistir. Analizlerin kararliligi
TRACER 1.5.0 (Rambaut ve Drummond 2003) programi kullanilarak kontrol
edilmistir.

Tiriin populasyon yapilanmasinin belirlenmesi amaci ile Arlequin 3.5.1.2
(Excoffier ve Lischer, 2010) programi kullanilarak 22 06rnekleme bdolgesinden
olusturulan gruplar arasinda 10.000 degisimli molekiiler varyans analizleri (AMOVA)
gergeklestirilmistir.

Gen akisma engel olusturan bariyerlerin belirlenmesi amaci ile Monmonier'in
maksimum farklilik algoritmasini kullanan Barrier 2.2 (Manni vd 2004) programini
kullanarak, arastirma alani icerisinde bulunan genetik bariyerlerin tespiti amaglanmistir.

Tiirlin  incelenen bodlgedeki tarihsel demografik durumunu (niikleotid
cesitliliginin notraliteden uzaklasip uzaklasmadigl) ortaya koymak amaci ile DNASP
5.10.01 (Librado ve Rozas 2009) programi kullanilarak Tajima’ D (Tajima 1989) testi,
Fu ve Li’nin D* ve F* testleri ve Fu’ Fg testi (Fu 1997) gerceklestirilmistir. Tarihsel
stirec icerisinde tlirlin  belirlenen filogenetik gruplarmin  genigleme gecirip
gecirmediklerinin belirlenmesi amaci ile uyumsuzluk dagilimi analizleri (Mismatch

Distribution) (Harpending 1994) ayn1 program kullanilarak gergeklestirilmistir.

Tim ornekleme grubu i¢in zaman igerisinde populasyon biiytikliiklerinin
degisimini belirlemek amaci ile Beast 1.6.1 (Drummond ve Rambaut 2007) programi
kullanilarak Bayesian Skyline Plot (BSP) (Minin vd 2008) analizi gerceklestirilmis ve

sonuglar Tracer 1.5.0 (Rambaut ve Drummond 2003) programi kullanilarak grafik
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haline getirilmistir. Kat1 molekiiler saat hipotezinin gerg¢ek¢i olamayan varsayimlardan
kacinmak i¢in analiz esnasinda log-normal gevsek molekiiler saat hipotezi tercih
edilmistir. Analizler esnasinda daha o6zgiin bir ortalama baz degisimi oranin
olmamasindan dolayr Wilke (2003)’nin Protostomia i¢in belirledigi oran (alt sinir: 0.015
— Ust sinir: 0.025) kullanilmastir.
3.5.2. Mikrosatelit genotip verilerinin analizi

Secilen mikrosatelit primerleri kullanilarak elde edilen {iriinler poliakrilamit jel
icerisinde ayristiritlip ve allel boylar1 belirlenerek veri seti olusturulmustur. Genetik
cesitliligin  belirlenmesi amaci1 ile Genepop 4.0 (Rousset 2008) programindan
faydalanildi. Bu amagla allel biiytikliigii, lokus basina allel sayis1 (V,), gézlenen (H,) ve
beklenen (H,) heterozigotluk degerleri hesaplanmistir. Ayrica Genepop programi
kullanilarak tiim lokuslara ait genotipler olas1t Hardy Weinberg dengesinden sapmalar ve

baglant1 dengesizliklerinin belirlenmesi amaci ile test edilmistir.

Ornekleme bélgeleri arasindaki genetik farklilasmanin (Fsr degerleri) ortaya
konulmasi amaci ile Genepop 4.0 (Rousset 2008) programi kullanilarak analizler
gerceklestirilmigtir. Ayrica null allellerden kaynaklanan hatalarin etkisinin diizeltilmesi
amaci ile FreeNA (Chapuis ve Estoup 2007) programi kullanilarak genetik farklilagsma
tespit edilmistir.

Ornekleme bélgeleri arasindaki mesafenin, incelenen gruplar arasindaki genetik
farklilagmaya etkisinin belirlenmesi amaci ile “Isolation by Distance” ag servisinden
(Jensen vd 2005) (siirtim 3.16) yararlanilarak 10.000 tekrarli Mantel test gergeklestirildi.
Analiz esnasinda Orneklemelerin gerceklestirildigi bolgelere ait Fsp degerleri ve null
allel diizeltmesi sonrasi elde dilen Fgsr degerleri ile bolgeler arasindaki cografik

mesafeler kullanilmistir.

Tiirlin incelenen bolgedeki populasyon yapilanmasinin belirlenebilmesi igin
bayesian metodunun kullanilan Structure 2.3.3 (Falush vd 2007) programi tercih
edilmistir. Structure programi, herhangi bir 6n bilgiye gereksinim duymaksizin allel
frekanslar1 arasindaki iliskilerden yararlanarak, Markov zinciri sayisinin ve
uzunlugunun saptanmasi1 yontemi ile incelenen bireyleri gruplara ayirir. Analiz
gergeklestirilirken, bireylerde ¢alisilan lokuslar agisindan bir genetik karisim varligimi

kabul eden ‘“admixture modeli” kullanildi ve allel frekanslarinin bagimsiz oldugu
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Ongoriildii. Populasyonu olusturan grup sayisini ifade eden K degerinin 1 — 8 arsinda
oldugu Ongoriilmiis ve hesaplamalar esnasinda her bir K degeri i¢in 20 tekrar
gerceklestirilmistir. 100000 tekrarli yazdirma (Length of burnin period) ve yazdirma
sonrast 100000 tekrarli simiilasyon (Number of MCMC reps after burnin) yapilmustir.
Uygun K degerinin (populasyon sayisinin) belirlenmesi esnasinda K degerleri
arasindaki olasilik degisimi miktarlarinin  degerlendirildigi AK istatistik metotu

kullanilmistir (Evanno vd 2005).

Gen akisina engel olusturan bariyerlerin belirlenmesi amaci ile Monmonier'in
maksimum farklilik algoritmasimi kullanan Barrier 2.2 (Manni vd 2004) programi
kullanilmastir.

Bireylerin orneklendigi 5 farkli bolgede 5 farkli mikrosatelit lokusu
degerlendirilerek tiiriin populasyon yapilanmasinin ortaya konulmasi amaci ile Arlequin
3.5.1.2 (Excoffier ve Lischer 2010) programi kullanilarak olusturulan gruplar arasinda
tim lokuslar ve her bir lokus i¢in 10.000 degisimli molekiiler varyans analizleri
(AMOVA) gergeklestirilmistir. Yapilan hesaplamalarda sirasi ile bes lokus igin tiim
populasyonlarin ve tek tek her bir lokus i¢in tiim populasyonlarin degerlendirildigi
analizler gerceklestirilmistir. Haplotipler arasindaki mesafenin hesaplanmasinda farkl
allelerin ~ sayilarinin ~ degerlendirildigi  Fsr  ve  mikrosatelit  verilerinin
degerlendirilmesinde kullanilmak {tizere gelistirilmis olan, farkliliklarin karelerinin

degerlendirildigi Rgr (Slatkin 1995) metotlarinin her ikisi de kullanilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. mtCOI Sekanslarinin Analizi

Sepia officinalis tiiriine ait mtCOI i¢in 225 bireyin dizileri incelenmistir. Yapilan
incelemeler sonucunda tiim veri setinde 49 6zgilin haplotipin varligi belirlenmistir.
Belirlenen haplotipler saptandiklar1 populasyon basina paylasilan birey sayisi ve
analizlerde kullanilan haplotip kodlar1 ve toplam birey sayilar1t Cizelge 4.1° de
verilmistir.

Toplam haplotip ve niikleotit ¢esitliligi siras1 ile (h = 0.925 £ 0.007) ve (w =
0.01202) olarak belirlemistir (Cizelge 4.2). Tek tek ornekleme bolgelerinden ede edilen
sonuglar incelendiginde haplotip ¢esitliliginin 1 e yakin degerlere ulastig
goriilmektedir. Calismamiz igin tercih ettigimiz mtCOI bolgesinin mutasyona ugrama
hizinin fazla olmasi, yiiksek haplotip cesitliligi degerlerinin gézlenmesine neden
olmaktadir. Genetik cesitliligin tespiti amaci ile niikleotid farklilasma miktarlarinin
degerlendirilmesi bizi daha saglikli sonuclara ulastiracaktir. Baz dizilerinin 47
bolgesinde varyasyon goriiliirken bu farklilasmalarin yalnizca 29'u parsimonik anlamda
Oonem tasimaktadir. Niikleotid farklilagmasinin ortalama miktar1 (k) ise 7.513 dir.

Populasyonlarin farklilagsma derecelerini belirlemek icin yakin veya benzer
cografyalarda gelismis populasyonlar gruplanmistir (Cizelge 4.3). Buna gore
iskenderun ve Mersin Kérfezleri'nde konumlanmis olan ve bdlgenin s1g sularinda
gorece daha rahat lireme birligi olusturacagi on goriilen istasyonlar Dogu Akdeniz
grubu altinda toplanmistir. Mersin Korfezi’nin s1§ sularimin bitimi ile Antalya
Korfezi’nin s1g bolgelerinin baslangicina kadar konumlanmis olan istasyonlar Orta
Akdeniz grubu altinda toplanmistir. Antalya Korfezi’nin batisinda yer alan si§
bolgelerin bitiminden baglayarak Ege Denizi ile Akdeniz’in ayrim bdlgesi oldugu 6n
gorillen Marmaris Korfezi’'ne kadar konumlanmis istasyonlar Bati Akdeniz grubu
altinda toplanmistir. Marmaris Korfezi ile Kusadasi Korfezi arasinda kalan bolgede
bulunan istasyonlar Giiney Ege grubu altinda toplanmistir. Izmir Koérfezi’ni de icine
alarak Canakkale bogazinin glineyinde kalan bolgede bulunun istasyonlar Kuzey Ege ve
Canakkale bogazinin kuzey kisminda yer alan tek istasyon olan Enez istasyonu da

analiz i¢in Saroz olarak gruplanmiglardir.
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Cizelge 4.1. Belirlenen hoplotiplerin kodlar1 ve bolgelere gore dagilimi

EZ AV AG IK FC SE KA BD M KY F FN AL ALN BY AY OV TU ML KT YM CV Total

HP2
HP3
HP4
HP5
HP6 1
HP7 1
HP8 1

DN =

—

HP10 1

HP13
HP14
HP15
HP16
HP17
HP18 1

HP19 1
HP20 1
HP21 1

HP22 1

HP23 1

HP24 1

— ) e ek

HP27 3

HP28

HP29

HP30

HP31

HP32 3

HP33 1
HP34 1 3 1 1 1 1 2 14 2 3
HP35 1 2

HP36 1 1

DO = D e
—

HP38 1 4 12 2
HP39 1

HP41 1 1 2 1 4 6 15

HP43
HP44 2 1 2 1 3 9 3 2 23
HP45 1 1
HP46
HP47 1
HP48
HP49
Toplam 20 5 5 S5 5 25 4 14 24 15 15 S 23 4 5 5 5 4 22 5

n
L
L
L
—
2

T T
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Cizelge 4.2. Ornekleme bolgelerinde genetik cesitlilik

Cv YM KT ML TU oV AY BY ALN AL FN

N 5 5 5 22 4 5 5 5 4 23 5
k 3 4 4 7 3 3 4 3 3 8 2
S 3 4 9 18 12 8 10 9 11 17 2
h 0700 0900 0900 0597 0.833 0.800 0.900 0.700 0.833 0.700  0.400
n 0.0026 0.0029 0.0086 0.0061 0.0096 0.0074 0.0064 0.0083 0.0096 0.0087 0.0013
F KY M BD KA SE FC IK AG AV EZ  Toplam
N 15 15 24 14 4 25 5 5 5 5 20 225
k 3 3 7 7 3 8 3 2 3 5 9 49
S 2 2 18 8 12 18 11 11 9 15 17 46
h 0448 0562 0790 0868 0.833 0.773  0.700  0.400  0.700 1.000 0.847 0925

n 0.0009 0.0010 0.0093 0.0028 0.0125 0.0085 0.0074 0.0070 0.0083 0.0131 0.0087 0.0120

N: Birey sayisi, k: Niikleotid farklilasmasinin ortalama miktari, S: Farklilik gosteren bdlge sayisi, h: Haplotip
cesitliligi, m: Niikleotid ¢esitliligi
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Cizelge 4.3. Genetik farklilasmanin belirlenmesinde incelenen gruplari olusturan
ornekleme bolgeleri ve birey sayilart

Gruplari olusturan ornekleme bolgelerinin

kodlan N

Dogu
Akdeniz Cv YM KT ML 37

Orta
Akdeniz TU oV AY BY ALN 23
Bati Akdeniz AL FN F KY 58
Giiney Ege M BD KA SE 67
Kuzey Ege FC IK AG AV 20
Saroz EZ 20

Gergeklestirilen ikili Fgr analiz sonuglarina gore en yiiksek farklilik miktart
0.42122 ile Saroz ile Dogu Akdeniz gruplar arasinda goriilmektedir. Ayrica Dogu
Akdeniz grubunun tiim diger bolgelerden belirgin miktarda farklilastigi gézlenmistir.
Degerler gz onilinde bulunduruldugunda Akdeniz ve Ege Denizi’nde dagilim gosteren

populasyonlar arasinda da bir ayrimin var oldugu belirlenmistir. (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Gruplandirilmis Ornekleme bdlgelerinin arasinda gozlenen genetik
farklilagsma (Fst degerleri)

Dogu Orta Bati Giiney Kuzey
Akdeniz Akdeniz Akdeniz Ege Ege
Dogu Akdeniz -
Orta Akdeniz  0.09229%** -
Bati Akdeniz  0.13859*** 0,0171 -
Giiney Ege  0.39303***  (0.15615%***  (.20863%*** -
Kuzey Ege 0.40336***  0.12871*** 0.16612***  (0.0011 -
Saroz 0.42122%**  0.13977**  0.18092**  -0.0191 -0.0372

#p<0.05. **p<0.01. ***p<0.001

Gergeklestirilen olasilik haritalama analizi sonucunda elde etmis oldugumuz
diyagram (Sekil 4.1), yi1ldiz tipi evrimlesmenin ifade edildigi bolgenin % 12.9, agag ile
coziimlenebilecek bir filogenin varligini ifade eden kismin % 84.7 ve ag seklinde ifade
edilebilecek bir filogeni varligim1 % 2.4 oraninda gostermektedir. Bu sonuglara gore
elimizdeki veri setinin dikotomik filogenetik agac yontemi ile ¢ézlimlenebilecegi ancak
elde edilecek agaclarda sekanslarin gosterdigi evrimsel gelisime bagli politomik

kisimlarin bulunacagi anlasilmaktadir. Verinin daha net ortaya konulabilmesi igin
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gergeklestirilecek olan filogenetik aga¢ analizlerinin ag tipi filogeninin ifade

edilmesinde tercih edilen network analizi ile desteklenmesi gerekliligi goriilmektedir.
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Coziimlenmis bolgeler (1+2+3) = % 84.7

Kismen ¢oziimlenmis bolgeler (4+5+6) = % 2.4

Céziimlenmemis bélge (7) =% 12.9

Sekil 4.1. mtCOI bolgesine ait baz dizilerinin analizi sonucunda elde edilmis olan
olasilik haritalama diyagrami

Belirlenen 49 haplotip ile gergeklestirilen network analizi sonucunda ikisi Ege
Denizi, diger ikisi ise Akdeniz kokenli dort farkli haplotip grubu belirlenmistir (Sekil
4.2). Yapilan analizlerde GR1, GR2, GR3 ve GR4 olarak isimlendirilecek olan bu
haplotip gruplar1 ana hatlar ile siras1 ile Cevlik — Antalya Liman1 (CV — AL), Mersin
Limant — Finike (ML — FN), Mersin — Enez (M — EZ), Fethiye — Enez (F — EZ)
istasyonlar1 arasinda kalan bolgelerde drneklenen bireyleri kapsamaktadir. GR1 50 birey
ve birisi (HP34) atasal olmak {izere 16 haplotip, GR2 34 birey ve birisi (HP38) atasal
olmak {iizere 7 haplotip, GR3 66 birey ve ikisi (HP40 — HP42) atasal olmak iizere 9
haplotip, GR4 ise 75 birey ve licii (HP41 — HP43 — HP44) atasal olmak tlizere 17
haplotip bulundurmaktadir (Sekil 4.2, 4.3). Elde edilen network incelendiginde
belirlenmis olan filogenetik gruplarin atasal haplotiplerden yildiz seklinde
evrimlesmenin gerceklestigi goriilmektedir. Bu durum daha onceden gergeklestirmis
oldugumuz likelihood-mapping analizinde % 12.9'luk yildiz seklinde evrimin

gerceklestigine dair elde edilen sonucu desteklemektedir.
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Sekil 4.2. Belirlenen 49 haplotip kullanilarak olusturulmus olan haplotip ag1 (Atasal haplotipleri olusturan bireyler belirtilmistir)

31



ol Y el

"h-”r.-i..':"ﬂ"
— WA
Lt r

Ser 5N i S

Sekil 4.3. Filogenetik analiz
sonucunda
belirlenen dort
filogrubun cografik
dagilimi1 ve her bir
grubu olusturan
haplotiplarinin
bolgelere gore
frekanslar1

NIL -1 birey
TU - 1 birey

Een O e s

32



Filogruplarin 6rnekleme bolgelerine gére dagilimini inceledigimizde Fethiye (F)
ve Finike (FN) arasinda kalan bolgenin Ege Denizi (GR3, GR4) ve Akdeniz'de dagilim
gosteren filogenetik gruplara (GR1, GR2) smir teskil ettigi goriilmektedir. Gruplari
olusturan bolgeler ve birey sayilari incelendiginde, siras1 ile GR1'in Iskenderun
Korfezi'nden koken alarak batiya dogru genisledigi, GR2'nin Antalya Korfezi'ni kdken
alarak doguya dogru dagilim gosterdigi, GR3"lin tiim Ege Denizinde dagilim gosterdigi
ve GR4'lin Fethiye (F) — Kdycegiz (KY) bolgesini koken alarak Ege Denizi'nde dagilim
gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.4).

100,0

80,0

60,0

40,0

20,0

0,0

B GR4
mGR3
H GR2
EGR1

EZ AV AG IK FC SE KA BD M KY F FN AL ALN BY AY OV TU ML KT YM CV

Sekil 4.4. Network analizi sonucunda tespit edilmis olan 4 filogenetik grubun bdlgelere

gore dagilim frekansi

Network analizi sonuglar1 incelendiginde filogruplar1 olusturan haplotiplerin
bazilarinin atasal haplotip 6zelligi tasidigr goriilmektedir. Olasilik haritalama analizi
sonucunun igaret ettigi ags1 yildiz filogenide bu atasal haplotiplerden koken alan
evrimlesmeden kaynaklanmaktadir. Belirlenen atasal haplotiplerin  6rnekleme
bolgelerine gore yayilisini inceledigimizde GR4 filogrubunda bulunan HP41 disinda
kalan atasal haplotiplerin tamaminin Ornekleme alaninin tiimiinde temsi edildigi

gortilmektedir (Cizelge 4.5).

33




Cizelge 4.5. Tespit edilen atasal haplotiplerin bolgelere gore yayilisi (Bolgede temsil
edilen haplotip kirmizi renk ile belirtilmistir, her bir bolgede haplotipi

temsil eden birey birey sayisi belirtilmistir)

Huplutip Dahi wldugu

BEL AW A= DK H S K& HD K1 K¥
kuadu Il g 1w

F FWM AL ALM O BY AY O U ML Kl YMA oW

Network analizi sonucunda tespit edilmis filogenetik gruplarin evrimsel

hikayesinin ortaya konulabilmesi amaci ile likelihood-mapping analizi % 84.7 oraninda
filogenetik aga¢ ¢Oziimlemesini Onermektedir. Elde edilen bu deger filogeninin
cozlimlenmesinde aga¢ yonteminin temel filogenetik yapinin ortaya konuslmasinda
etkin olmasina karsin, tam anlami ile filogenini ortaya konulmasinda yetersiz kalicagini
gostermektedir.

Filogenetik aga¢ analizlerinde agacin i¢c dallarmin en 1yl sekilde
cozlimlenmesini saglamak amaci ile en uygun dig grubun belirlenmesi Gnem
tasimaktadir. Caligilan tiirtin - Dogu Akdeniz disinda kalan dagilim alaninda
gerceklestirilmis olan benzer bir ¢aligmada filogenetik analizler sirasinda dis grup
olarak Sepia hierredda tercih edilmis olsa da, yapilan incelemelerde elimizdeki veri seti
icin yeterli ¢oziimleme yapamadigi gozlenmistir. Bu nedenle Sepia genusuna dahil
ondokuz tiir i¢in mtCOI geni alt bolgesi kullanilarak yapilmis olan eski ¢aligmalarda
elde edilmis sekanslar (Cizelge 4.6) GENBANK veri tabanindan temin edilmis ve baz
farklilik oranlar1 goz oniinde bulundurularak en uygun dis grup olarak Sepia bertheloti

(D'Orbigny 1835) tiirii belirlenmistir.
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Cizelge 4.6. Analizlerde kullanilacak dis grubun belirlenmesi amaci ile degerlendirilen

tirler

Tiir GenBank Kodu Kaynak
Sepia furcata AY530210 Chuan-Wen. ve Chung-Cheng, 2005
Sepia hirunda AY530213 Chuan-Wen. ve Chung-Cheng, 2005
Sepia elegans AY293707 Nishiguchi, vd 2004
Sepia latimanus AY185506 Lin vd 2004
Sepia pharaonis AF359555 Lin vd 2004
Sepia esculenta AF359554 Lin vd 2004
Sepia robsoni AF350495 Lin vd 2004
Sepia subtenuipes AB430414 Yoshida vd (Yaymlanmamis)
Sepia recurvirostra AB430413 Yoshida vd (Yaymlanmamis)
Sepia tokioensis AB430412 Yoshida vd (Yayinlanmamais)
Sepia tenuipes AB430411 Yoshida vd (Yaymlanmamis)
Sepia madokai AB430407 Yoshida vd (Yaymlanmamis)
Sepia gibba AB430405 Yoshida vd (Yayinlanmamais)
Sepia bertheloti AB430403 Yoshida vd (Yayinlanmamais)
Sepia aureomaculata AB430402 Yoshida vd (Yaymlanmamis)
Sepia andreana AB430401 Yoshida vd (Yayinlanmamis)
Sepia aculeata AB430400 Yoshida vd (Yayinlanmamis)
Sepia kobiensis AB193813 Masa-aki vd 2006
Sepia pardex AB193809 Masa-aki vd 2006

Filogenetik agac¢ analizlerinde kullanilmak {izere jModeltest programi
kullanilarak Akaike Information Criterion (AIC)’ e gore denenen 56 farkli model
arasindan veri seti i¢in en uygun model olarak HKY + I (Hasegawa vd 1985)
belirlenmistir. Bu modele gore baz frekanslar1 (A = 0.2823, C =0.1891, G = 0.1564, T
= 0.3722), baz degisim oranlar (AC = 2.6276, AG = 7.8847, AT = 1.4791, CG =
1.1113, CT =7.1552, GT = 1.0), (Ti/Tv oran1 = 3.4661) ve korunan bolgelerin oran1 (p-

inv = 0.7761) olarak tespit edilmistir.
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Maksimum tutumluluk algoritmasi ile gergeklestirilen analiz ¢alisilan bolge igin
esit derecede parsimonik uzunlikta (132 adim) 9571 farkli aga¢ hesaplamistir
(CI=0.81065, R1=0.8996). Bu agaglarin tiimiinde desteklenen dallar1 gosteren kat1 uyum
agacit ve 1000 tekrarli full-heuristik agac¢ taramali se¢-bagla dal destek degerleriyle
birlikte Sekil 4.6. de verilmistir.

Orneklenen bireylere ait mtCOI baz dizilerinin evrimsel hikayesinin filogenetik
aga¢c c¢Ozlimlemesi yontemi ile belirlenmesi amaci ile farkli yaklasgimlarda
gerceklestirilen analiz sonuglarinin birbirleri ile uyustugu ve temel 4 filogenetik grubu
isaret ettikleri goriilmektedir. Elde edilen bu sonu¢ network analizi sonucunda elde
edilen sonug¢ ile oOrtiigmektedir. Komsu baglama algoritmast (NJ) (Sekil 4.5) ve
maksimum tutumluluk algoritmasi (MP) (Sekil 4.6) sonuglar1 incelendiginde Dogu
Akdeniz’den koken alan GR1 soy hatti ile geri kalan bolgelerde bulunan ii¢ soy hattinin
olusturdugu bazal bir dallanmanin varligini ortaya koymaktadir. GR2-GR3-GR4’iin
olusturdugu dali daha ayrintili inceledigimizde ise, tiim Ege Denizi’nde dagilim
gosteren GR3 iin diger gruplardan bazal dal olacak sekilde ayrildigi ve Akdeniz’de
konumlanan GR2 ve Ege Denizi'nde konumlanan GR4’nin monofiletik oldugu

goriilmektedir.

Bunun yaninda AIC'in 6nerdigi HKY+I maksimum olasilik algoritmas1 (Sekil
4.7) ve bayesian analiz (Sekil 4.8) sonuclar1 bazal bir dortlii dallanma ortaya
koymaktadir. Bu durum, filogenetik gruplarin yakin bir gecmiste ortak bir atadan hizli
bir farklilagsma sonucunda ortaya ¢iktiklar: diisiincesini akla getirmesinin yaninda, GR1
ve GR4 de gozlenen ¢oziimlenememis politomik kisimlarin grup igerisinde gézlenen

yildiz seklindeki evrimlesme durumundan kaynaklandig: diistintilmektedir.

Gergeklestirilen tiim analizlerde, aga¢ tabanindan dallara dogru incelemeye
devam ettigimizde bootstrap desteklerinde diisme oldugu  goriilmektedir.
Gergeklestirilmis tiim aga¢ ¢oziimlemeleri icerisinde, ana dallara en yiliksek destekleri
maksimum olasilik algortmasi belirlemistir. Buna gére GR1 (85), GR2 (68) ve GR4
(57) oraninda destek gormiistiir. Ayni1 dallara verilen Bayesian posterior olasilik

degerleri ise; GR1 (81), GR2 (85), GR3 (65) ve GR4 (68) seklindedir.
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Filogenetik agac ¢oziimlemesi analizleri degerlendirildiginde dis grup olarak
kullanilmis olan Sepia bertheloti tiiriiniin kullanilabilecek en uygun secenek olmasina
karsin ana soy hatlarin1 olusturan dallarin u¢ kisimlarinda gozlenen politomileri
coziimlemede yetersiz kaldigi goriilmektedir. Buna ragmen Network analizinde de
belirlenmis olan dort ana soy hattinin varligi filogenetik aga¢ ¢oziimlemeleri ile de

desteklenmistir.

S. officinalis tiiriiniin caligma bolgesi igerisinde gosterdigi molekiiler varyasyon
miktarmin belirlenmesi amaci ile gergeklestirilen AMOVA analizleri sonucunda,
Iskenderun Koérfezi’nde yer alan CV, YM, KT, ML ve TU o6rnekleme noktalarinin
olusturdugu grubun tiim diger bdlgeleri ile arasinda (Va= % 20.78) belirgin bir
farklilagma tespit edilmistir. Ayrica KY — M Ornekleme alanlar1 arasinda kalan bolge ile
tiir icin Akdeniz ve Ege Denizi’nin ayrim noktasinin varligi gézlenmistir (Va= % 21.56)

(Sekil 4.9).

Arastirma bolgesinde incelenen tiiriin gen akisina engel olusturan ve bu sayede
populasyon yapilanmasina etki eden fiziksel bir engelin varligin1 arastirmak amaci ile
gerceklestirilen maksimum farklilik algoritmasinin analizleri gergeklestirilmistir (Sekil
4.10). Gergeklestirilen analizde birbirine yakin 6rnekleme bolgeleri arasindaki genetik
farklilagsma oranlar1 karsilastirilmis ve yakin bolgeler arasindaki yiiksek farklilagsma
miktarlar1 degerlendirilerek dot bariyer bolgelesi belirlenmistir. Buna gore Finike (FN)
ile Fethiye (F) ve Koycegiz (KY) ile Marmaris (M) drnekleme noktalar1 arasinda kalan
bolgelerde en yiiksek farklilasma degerlerine bagl olarak 1. ve 2. bariyer bolgeleri
tespit edilmistir. Belirlenen bu alanda sahil seridi boyunca devam eden ani
derinlesmeler s6z konusudur. Bolge gen akisina engel olusturmakta ve calismamiz

kapsaminda inceledigimiz Akdeniz ve Ege Denizi arasinda sinir teskil etmektedir.
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Sekil 4.5. Arastirmanin gerceklestirildigi bolgede dagilim gosteren Sepia
officinalis tiirline ait filogeninin komsu baglama algoritmasi ile
cozlimlenmesi. (Dallar i¢in hesaplanan 1000 tekrarli bootstrap
filogeni testi destek degerleri ifade ettigi dalin {istlinde
belirtilmistir)
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Sekil 4.6. Arastirmanin gergeklestirildigi bolgede dagilim gosteren Sepia officinalis
tiirline ait filogeninin maksimum tutumluluk algoritmasi ile ¢éziimlenmesi.
(Dallar i¢in hesaplanan 1000 tekrarli bootstrap filogeni testi destek degerleri
ifade ettigi dalin iistiinde belirtilmistir)
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Sekil 4.7. Arastirmanin gergeklestirildigi bolgede dagilim gosteren Sepia officinalis
tiiriine ait filogeninin maksimum olasilik algoritmasi: ve HKY + I niikleotid
degisim modeli altinda ¢ézliimlenmesi (Sirasi ile ana dallar i¢in hesaplanan
100 tekrarli seg¢-bagla (bootstrap) filogeni testi destek degerleri
belirtilmistir)
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Sekil 4.8. Bayesian filogeni ¢6ziimlemesi sonucunda elde edilen aga¢ ve ana dallar igin
destek degerleri (Posterior probability)
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Ornekleme Bolgeleri

Sekil 4.9. CV ornekleme bolgesinden baslayarak her bir 6rnekleme bolgesinin sirayla
katilmasi ile olusturulan 2’11 gruplarin belirlenen farklilagsma miktarlar

Gergeklestirilmis olan AMOVA analizlerinde de Koycegiz (KY) o6rnekleme
bolgesinin dogusu ile batisinda konumlanmis populasyonlar arasinda en yliksek
farklilagma degeri (% 21.56) elde edilmistir. Belirlenen tiiglincii bariyerin konumu ise
Tasucu (TU) ile Ovacik (OV) ornekleme noktalar1 arasindadir. Bahsi gegen bolgedeki
derinlik degisimleri incelediginde bodlgenin nispeten sig olan Mersin Korfezi ve
Iskenderun Korfezi’nin tiir igin uygun iireme alanlarinin smir1 oldugu gériilmektedir.
AMOVA analiz sonuglari incelendiginde TU 6rnekleme noktasinin dogu ve batisinda
bulunan populasyonlar arasinda ise en yiiksek ikinci farklilagsma degerleri (20.78) tespit
edilmistir. Belirlenen dérdiincii bariyer bolgesi ise Izmir Korfezi’'nde bulunan

populasyonlar1 kismen izole edecek sekildedir.
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Sekil 4.10. mtCOI alt bolgesi i¢in genetik farklilik miktarlar1 degerlendirilmesi ile
belirlenen ve tiiriin gen akisini smirlayan bariyer bolgelerinin cografik
konumlari
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Filogenetik gruplara ait Tajima D degerleri incelendiginde, gruplarin tamaminda
yiiksek miktardaki yeni mutasyonlara bagli populasyon genislemesi durumu
gozlenmistir. Degerlendirilen gruplar igerisinde yalnizca GR1 0.02 6nem seviyesinde
anlamli ¢ikmigtir. Tim diger gruplar i¢inde negatif degerler elde edilmistir. Fu'nun Fg
testi sonuglarini inceledigimizde tiim gruplar icin negatif degerlerin elde edildigini
gormekteyiz. Bu durum bize yakin zamanda gergeklesen bir populasyon genislemesini
gostermektedir. Fu ve Li'nin D* ve F* testlerinin sonuglar1 da populasyon genislemesi
sonucunu desteklemektedir. Elde edilen tiim sonuclar 0.05 ve 0.02 6nem seviyelerinde
anlamli ¢itkmistir (Cizelge 4.7). Elde edilen tim bu negatif degerler, filogruplarin
tamaminda yliksek miktarda yeni ortaya c¢ikmis ender haplotiplerin varligindan
kaynaklanmaktadir. Gozlenen bu durum yakin zamanda gerceklesmis olan populasyon

genislemesine isaret etmektedir.

Cizelge 4.7. Tespit edilen filogruplar i¢in tarafsizlik analizleri sonug¢lar1 ve demografik

parametreler
GR1 GR2 GR3 GR4
S 14 13 8 16
n 0.00159  0.00509  0.00130  0.00227
Tajima'min D -2.07073* -1.70124 -1.34041 -1.73849
Fu ve Li'nin D* testi -3.29454* -3.08126* -2.47972* 3.48690%*%*
Fu ve Li'nin F* testi -3.40793** -3.10446* -2.47963* 3.40268**
Fu'nun Fg testi -15.853 -2.079 -4.667 -11.362
Tau 0.993 0 0.813 1.419
01 0 1.622 0 0
02 1000 1000 1000 1000
r 0.0753 0.0442 0.1525 0.0910
t (% 0,7 / Milyon y1l) 0.1135 - 0.0929 0.1622
t (% 2,5/ Milyon yil) 0.0318 - 0.0260 0.0454

S: Polimorfik bdlge sayisi; w: Niikleotid cesitliligi; Tau (2ut): Populasyonun
biliylime zamani (u:tiim gen bolgesinin mutasyon hizi; t: populasyon biiylimesinden
buyana gecen kusak siiresi); 01 ve 02, sirasi ile biliylime Oncesi ve sonrasi
populasyon biiyiikliikleri; r: Reggedness istatistik tesiti (Harpenging, 1994).

*P <0.05; ** P <0.02
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Filogenetik gruplarin i¢ genetik varyasyonunun kullanilmasi yontemi ile tarihsel
demografilerinin ortaya konulabilmesi amaci ile “uyumsuzluk dagilim” analizleri
gerceklestirilmistir. Sonug grafikleri incelendiginde GR2 disinda kalan tiim gruplar tek
tepeli (unimodal) bir dagilim gosterdigi goriilmektedir. Cok tepeli dagilim gdsteren
GR2 i¢in r degerinin (r = 0.0422; p < 0.05) diistik oldugu gozlenmistir. Bu durum GR2
grubu i¢in populasyonda tarihsel bir genislemesinin s6z konu olmadigini
gostermektedir. Grupta belirlenen biiylime, giinlimiizde halen devam etmekte olan bir
bliytimedir. Gruplara ait filogenetik aga¢ ¢ozliimlemeleri de incelendiginde haplotip
artisinin agacin dal uglarina yakin gergeklestigi goriilmektedir. Bu durum populasyon
biiylimesinin yakin zamanlarda gergeklestigi fikri giiclenmektedir (Sekil 4.11). Nétralite
testleri sonucunda belirlenmis olan populasyon biiylimesi olayr uyumsuzluk dagilimi
analizleri sonuglar1 ile de destek gormiistiir. Analiz sonuglarina gore filogruplar icin
biiylimenin belirlenmesinde kullanilan % 0.7/milyon yil mutasyon orani i¢in 92.900 —
162.200 yil, % 0.25/milyon mutasyon orani yil i¢in ise 26.000 ile 45.400 yil 6nce
gergekleistigi hesaplanmistir.

45



015
o5 ;
G R 1 G Rz e 30zlE en Ul im
05 4 s Zekleen Def hrn (Sabit BIviE ok,
i mes Skle men Deif hrn (Artiz-nz=hs)
04 1

L]
0,2

L

01

Frekans

W GR3

05 1

LLE=
0,2

v

01

-
o
-
o
4
-

10

E

a1

Farklilagsma Miktari

Sekil 4.11. Belirlenen filogenetik gruplarin uyumsuzluk dagilim grafikleri
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Calisma alaninda dagilim gosteren Sepia officinalis tliriiniin populasyonlarinin
geemisteki  dinamikleri incelendiginde, belirlenen dort kladin  olusturuldugu
populasyonun giiniimiizden 0.003 — 0.020 milyon yil 6nce ki zaman araliginda

genislemeye bagladigi goriilmektedir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Zaman i¢inde populasyon genislemesinde degisimini gosteren BSP grafigi
(Mavi bolgeler % 95 HPD araligin1 gostermektedir)

4.2. Polimorfik Mikrosatelit Lokuslar1 Analiz Sonug¢lari

Tiim 6rnekler i¢in bes mikrosatelit lokusunun belirlenmis olan allel biiyiikliikleri
ve degiskenlik degerleri ¢izelge 4.8’ da verilmistir. Lokus basina ortalama allel sayisi
7.0 — 15.0 arasinda degisim gostermektedir. SOF4 lokusu disinda kalan tiim lokuslar
icin ortalama beklenen ve gozlenen heterozigotluk miktari sirasi ile 0.624 — 0.902 ve
0.621 — 0.918 olarak tespit edilmistir. Seferihisar (SE) 6rnekleme noktasi en diisiik

ortalama gozlenen ve beklenen heterozigotluk degerlerine sahiptir.

Beklenen ve gozlenen heterozigotluk degerlerinin arasindaki farkin tiim
populasyonlar i¢in benzer oldugu goriilmektedir. Bu durum tiriin @ tim
populasyonlarinda esit oranda genetik cesitlilik barindirdigin1 gostermektedir. Lokuslar

g0z onilinde bulunduruldugunda ise beklenen — gdzlenen heterozigotluk farkinin SOFI,
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SOF2, SOF3 ve SOF6 lokuslar1 i¢in ¢ok yliksek olmadigi gozlenmistir. SOF4 lokusu
incelendiginde ise tiim ornekleme bolgeleri icin H, ve H, degerlerinde HW dengesinden
belirgin sapmanin oldugu ve heterozigot noksanlifinin varligr tespit edilmistir
(p<0.001). Bu durum incelenen lokus i¢in primerin kalip DNA molekiiliine
baglanamamasi sonucunda ortaya ¢ikan ve heterozigot eksikligine neden olan null-allel
varliginin gostergesidir. Ayrica Fis degerleri incelendiginde de SOF4 lokusu i¢in tiim
ornekleme bolgelerinde heterozigot azligr gozlenmektedir. S6zii edilen bu lokus igin

genetik farklilasma analizlerinde null-allel varlig1 g6z 6niinde bulundurulmustur.

Degerlendirilen mikrosatelit lokuslart igin gerceklestirilen 50 karsilastirmali

baglant1 dengesizligi testi sonucunda 6nemli bir iligki tespit edilmemistir. (p < 0.05).

Tim lokuslara ait allel frekanslar1 incelendiginde, SOF1 lokusu disinda kalan
tim allel frekanslari bakimindan belirgin bir cografi farkliligmmin olmadig
goriilmektedir. SOF1 lokusu allel frekansalari incelendiginde ise ML ve AL
bolgelerinin olusturdugu Akdeniz populasyonlarinin frekans dagilimi agisindan Ege
Denizi populasyonlarindan belirgin bir sekilde ayrildigi goriilmektedir. Ayrica SOF3 ve
SOF6 lokuslarin da Akdeniz de dagilim gosteren gruplara 6zgii, SOF4 lokusunda ise
Ege Denizi’'nde dagilim gdsteren gruplara 6zgii allelerin varligi tespit edilmistir (Sekil

4.13).

Populasyonlar arasindaki genetik farklilasmanin tiim lokuslar g6z Oniinde
bulundurularak hesaplanmasi sonucunda, Ege Denizi’nde yer alan EZ ve SE gruplari
arasindaki farklilasmanin, Akdeniz de yer alan ML, AL ve M gruplar ile belirlenen
farklilasma miktarlarindan daha diisiik oldugu gézlenmistir. Benzer bir durum Akdeniz
de konumlanmis olan gruplar icin de gegerlidir. SOF4 lokusunda tespit edilmis null-
allel etkisinin ortadan kaldirilmasi i¢in FreeNA programu ile gerceklestirilmis olan ENA
diizeltmesi sonrasinda elde edilmis olan Fgr degerleri incelendiginde ise gruplar
arasindaki farklilasmanin azalmasma ragmen halen varhigimi korudugu gozlenmistir

(Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.8. Bes ornekleme bolgesi i¢in incelenen bes mikrosatelit DNA lokusunda
belirlenen genetik ¢esitlilik degerleri

Lokus Ornekleme Bolgeleri Ortalama (SD)
ML AL M SE EZ

SOF1 (ATT)

N n=66 n =80 n=50 n=157 n=71

Allel biiyiikliigiic 220-259 217 - 265 235-265 235-268 220 -274 217-274

Na 10 15 11 11 14 12.2 2.2)

H, 0.624 0.862 0.819 0.729 0.873 0.781 (0.105)

H, 0.621 0.850 0.860 0.702 0.859 0.778 (0.111)

Fis (W&C) 0.0047 0.0143 -0.0501 0.0368 0.0159 0.0043 (0.033)

SOF2 (AAT)

N n=66 n=79 n =49 n=157 n="72

Allel biiyiikliigii 160-190 157 -196 157 - 196 157 -193 157 -193 157 - 196

Na 11 11 13 13 13 12.2 (1.1)

H, 0.887 0.869 0.902 0.891 0.896 0.889 (0.013)

H, 0.864 0.810 0.918 0.877 0.819 0.858 (0.044)

Fis (W&C) 0.0259 0.0682 -0.0179 0.0151 0.0851 0.0353 (0.042)

SOF3 (AAT)

N n=75 n="79 n=>50 n=157 n="72

Allel biiyiiklagia 175-226 172-214 181 -211 184 -211 184 -223 172 -226

Na 13 14 11 9 14 12.2 (2.2)

H, 0.872 0.885 0.841 0.815 0.881 0.859 (0.030)

H, 0.840 0.873 0.860 0.825 0.847 0.849 (0.018)

Fis (W&C) 0.0369 0.0134 -0.0223 -0.0113 0.0383 0.011 (0.028)

SOF4 (ATT)

N n=75 n=80 n=48 n=157 n="72

Allel biiyiiklagii 135-168  135-171 135-183 132-174 126 - 189 126 - 189

Na 12 13 13 13 14 13.0 (0.7)

H, 0.861 0.901 0.887 0.815 0.842 0.861 (0.034)

H, 0.453 0.388 0.625 0.456 0.333 0.451 (0.110)

Fis (W&C) 0.4734***  (.5697*** 0.2957*** 0.4404*** 0.6040*** 0.477 (0.121)

SOF6 (AAT)

N n=64 n=79 n=45 n=157 n=71

Allel biiyiiklagii 215-257 227 -260 236 - 254 230 - 257 233 -257 215-260

Na 14 12 7 10 9 10.4 2.7

H, 0.879 0.850 0.803 0.846 0.824 0.840 (0.029)

H, 0.828 0.772 0.689 0.667 0.775 0.746 (0.067)

Fis (W&C) 0.0581 0.0915 0.1419* 0.2116 0.0603 0.113 (0.065)

Toplam

Ortalama Na 12.0 13.0 11.0 11.2 12.8 12.0

(SD) 1.6 1.6 2.4 1.8 2.2 (1.0)

Ortalama H, 0.825 0.873 0.850 0.819 0.863 0.846

(SD) 0.113 0.020 0.043 0.059 0.029 (0.040)

Ortalama H, 0.721 0.739 0.790 0.705 0.727 0.736

(SD) 0.179 0.200 0.126 0.164 0.222 (0.166)
Toplam

AR 11.24 11.91 10.90 10.71 12.25 12.71

Ornek bilyiikl{igii (n), standart sapma (SD), lokus bagma allel sayis1 (Na), beklenen heterozigotluk (H,), gdzlenen
heterozigotluk (H,), tiim lokus ve bdlgeler igin Fig degerleri ve bolgelere gore ortalama allel zenginligi (AR). (*P < 0.05,

*%% P <0.001)
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Sekil 4.13. Bes mikrosatelit lokusu i¢in allel frekanslarinin bolgelere gore dagilimi. Y-ekseni allel biiyiikliigiinii gostermektedir. X-
ekseninde soldan saga dogru dogu-bat1 diizleminde 6rnekleme bolgeleri (ML, AL, M, SE, EZ) siralanmaktadirlar (Cember
biiytikliikleri allelin frekansini belirtmektedir)
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Cizelge 4.9. Degerlendirilen tiim lokuslar icin ornekleme gruplarinin null allel
dogrulamas1 oncesi ve sonrasinda genetik farklilasmasi (Ust ¢aprazda
null-allel dogrulamas1 yapilmis, alt capraz null-allel dogrulamasi
yapilmamus ikili Fsr degerleri bulunuyor)

Tiim Lokuslar ML AL M SE EZ
ML - 0.0294 0.0852 0.0902 0.0644
AL 0.0316 - 0.0418 0.0543 0.0324
M 0.0882 0.0416 - 0.0284 0.0248
SE 0.0936 0.0539 0.0335 - 0.0344
EZ 0.0648 0.0363 0.0300 0.0399 -
SOF1 ML AL M SE EZ
ML - 0.0542 0.2544 0.2921 0.2135
AL 0.0554 - 0.1030 0.1427 0.0734
M 0.2568 0.1030 - 0.0452 0.0234
SE 0.2936 0.1427 0.0452 - 0.0582
EZ 0.2164 0.0739 0.0234 0.0582 -
SOF2
ML AL M SE EZ
ML - 0.0136 0.0000 0.0023 0.0132
AL 0.0134 - 0.0043 0.0217 0.0084
M 0.0001 0.0046 - 0.0008 -0.0034
SE 0.0026 0.0218 0.0008 - 0.0126
EZ 0.0127 0.0079 -0.0039 0.0121 -
SOF3 ML AL M SE EZ
ML - 0.0153 0.0519 0.0565 0.0248
AL 0.0154 - 0.0441 0.0343 0.0102
M 0.0520 0.0441 - 0.0082 0.0349
SE 0.0563 0.0343 0.0082 - 0.0163
EZ 0.0249 0.0102 0.0349 0.0163 -
SOF4 ML AL M SE EZ
ML - 0.0222 0.0510 0.0654 0.0168
AL 0.0308 - 0.0260 0.0466 0.0381
M 0.0653 0.0262 - 0.0825 0.0557
SE 0.0845 0.0451 0.0984 - 0.0778
EZ 0.0261 0.0549 0.0754 0.0958 -
SOF6 ML AL M SE EZ
ML - 0.0444 0.0522 0.0155 0.0366
AL 0.0467 - 0.0209 0.0171 0.0307
M 0.0567 0.0235 - 0.0097 0.0173
SE 0.0183 0.0195 0.0091 - 0.0144
EZ 0.0376 0.0320 0.0170 0.0145 -
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Populasyonlarin cografik yapilanmasi ortaya koymak amaci ile bes bdlgeden
orneklenen bireylerde incelenen 5 lokusa ait mikrosatelit veri setinin Structure programi
kullanilarak analiz edilmesi sonucunda, ¢alismanin gerceklestirildigi Tiirkiye Ege
Denizi ve Akdeniz sahillerinde temel anlamda 3 ana grubun varligi belirlenmistir.
Tespit edilen populasyonlardan ilkini lilkemiz Akdeniz sahillerinde bulunan iki (ML,
AL) istasyondan temin edilmis olan bireyler olusturmaktadir. Belirlenen ikinci
populasyon Giiney Ege Denizi’nde bulunun Marmaris ve Seferihisar Ornekleme
bolgelerinden temin edilmis olan bireylerden olusmaktadir. Ugiincii populasyon ise
Kuzey Ege de yer alan tek Ornekleme bolgesi olan Enez orneklerinin olusturdugu
populasyondur (Sekil. 4.14). Uggen grafik kullanilarak drneklenen bireylerin belirlenen
gruplara gore dagilimina baktigimizda, gruplar arasinda birden ¢ok grubun 6zelligini
ifade eden bireyler olsa bile belirgin bir gruplasmanin varligi goézlenmektedir (Sekil.
4.15). Incelenen her bir bireyin belirlenen 3 populasyon grubu igerisinde ne sekilde
dagilim gosterdiginin ayrintisint gorebilmek amaci ile bar grafik olusturulmustur (Sekil
4.16). Grafik tlzerinde, dikey eksende incelenen bireyin belirlenen gruplara oransal
olarak benzerlik durumu (Grup 1: Kirmizi; Grup 2: Yesil; Grup 3: Mavi), yatay
eksenden ise incelenen birey sayisi verilmistir. Parantez igerisinde bireyin déahil oldugu

ornekleme noktasi belirtilmistir (1-ML; 2-AL; 3-M; 4-SE; 5-EZ).
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Sekil 4.14. Mikrosatelit verilerinin degerlendirilmesi sonucunda belirlenen populasyon
yapilanmasi
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Sekil 4.15. Tiirkiye Ege Denizi ve Akdeniz sahillerinde bulunan Sepia officinalis
tiiriinlin populasyon yapilanmast

Veri setinde 6rnekleme bolgelerinin tek tek degerlendirildigi ve Ege Denizi ve
Akdeniz ayrimi géz Oniinde bulundurularak olusturulan alt grup igin {iggen dagilim
grafikleri olusturulmustur (Sekil 4.17). Elde edilen grafik incelendiginde ML ve AL
istasyonlarindan temin edilen bireylerin yogunlukla birinci grubu olusturdugu, M ve SE
istasyonlarindan temin edilen bireylerin yogunlukla ikinci grubu olusturdugu ve EZ
istasyonundan O6rneklenen bireylerin de {i¢ilincii grubu olusturdugu goriilmiistiir. Ayrica
ilkemiz denizleri icin ML — AL (Akdeniz) / M — SE - EZ (Ege Denizi) seklinde

gerceklesen populasyon ayriminin varlig tespit edilmistir.
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Sekil 4.16. Structure analizi sonuglari. Grafikler de yer alan her bir dikey kolon analize
dahil edilen bir bireyi temsil etmektedir. (A. Tek bir satir igerisinde
0zetlenmis cubuk grafik, B. Coklu satirla ifade edilmis olan analiz sonuglar1)
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Sekil 4.17. Calisma bolgesindeki populasyon yapilanmalarinin 6rnekleme bolgelerine
bazinda incelenmesi ve Ege Denizi ve Akdeniz’de bulunan populasyonlarin

yapilanmasi
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Ornekleme bolgeleri arasinda bulunan cografik mesafe ile tespit edilen genetik
farklilik miktarlar1 arasinda iliski olup olmadiginin belirlenmesi amaci ile Mantel testi
gerceklesmistir. Test sonuglarina gore null-allel dogrulamasi oncesi (r= 0.2926, P=
0.1850) ve sonrasinda (r= 0.2952, P= 0.1939) genetik farklilik ile cografik mesafe

arasinda 6nemli bir iliski tespit edilmemistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. Genetik farkliliklar ile cografik mesafelerin serpilme diyagrami. (A. Fsr
degerleri ile cografik farklilagmalarin iligkisi; B. Null allel dogrulamasi
ardindan belirlenen Fsr degerleri ile cografik farklilagmalarin iligkisi)

Barrier programi kullanilarak gergeklestirilmis olan maksimum farklilik analizi
sonuglarina gore, mikrosatelit belirtecleri kullanarak inceledigimiz Akdeniz ve Ege
Denizi sahillerimiz de konumlanmis bes Ornekleme noktasi arasinda gen akisina
kisitlama getiren iki bariyer bolgesi tespit edilmistir. Bunlardan ilki Seferihisar (SE) ve
Marmaris (M) 6rnekleme bolgeleri arasinda bulunmaktadir. Ikinci bariyerin konumu ise
Antalya Limani (AL) ile Mersin Liman1 (M) 6rnekleme bolgeleri arasindadir (Sekil
4.19).
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Sekil 4.19. Mikrosatelit lokuslar1 i¢in genetik farklilik miktarlar1 degerlendirilmesi ile
belirlenen ve tiiriin gen akisia smir getiren bariyer bdlgelerinin cografik
konumlari.
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Tiiriin ¢calisma bolgesinde ki populasyon yapilanmasi, genetik farklilasma ve gen
akis1 miktarlarinin degerlendirilmesi yontemi olan molekiiler varyans analizi (AMOVA)
ile belirlenmistir. Molekiiler varyans hesaplamalar1 esnasinda benzer verilerin
degerlendirilmesinde kabul géren IAM (infinite allele mutation) ve SMM (step-wise
mutation) modellerinin her ikisi de denenmistir. Analiz sonuglar1 incelendiginde, SMM
metodunun IAM metoduna oranla, bolgeler arasinda ve bolgeleri olusturan
populasyonlar arasindaki genetik farklilagmanin daha yiiksek oranlarda olduguna isaret
ettigi gozlenmistir (Cizelge 4.10). Bunun yaninda SMM metodu kullanilarak elde edilen
sonuglarda, bolgeleri olusturan populasyonlarin i¢indeki ve bireyler arasindaki genetik
farklilagma degerlerinin ise IAM metodu sonuglarina goére daha diisiik oldugu tespit
edilmistir. Sonuclarin yorumlanmasi esnasinda mikrosatelit verileri i¢cin daha gecerli
sonuglar verdigi bildirilmis olan SMM metodu tercih edilmistir. Akdeniz ve Ege
Denizi’nin ayriminin gergeklestigi ongdriilen AL — M lokaliteleri arasinda kalan bolgeyi
vurgulamak i¢in olusturulan gruplamada (ML-AL/M-SE-EZ) en yiiksek gruplar arasi
farklilagsmanin varlig1 belirlenmistir (% 18.74, Va: 75.705). Ayrica ML lokalitesinin
tiim diger bolgelerden farkliliginin belirlenmesi amaci ile olusturulan gruplamada ise %
16.31 gruplar arasi farklilasma gozlenmistir (Va: 67.396). Structure programi ile
belirlenen populasyon yapilanmasi dogrultusunda olusturulan gruplandirmanin analizi
sonunda da % 16.19 oranla (Va: 63.165) en yiiksek {igiincii farklilasma degeri tespit
edilmistir. Populasyon icerisindeki heterozigot miktarini degerlendiren F-istatistiklerine
gore, incelenen gruplar arasinda (0.074 — 0.202) ve gruplari olusturan populasyonlar
arasinda (-0.024 — 0.187) onemli bir genetik farklilasma olmadig1 goriilmektedir (p <
0.05). Populasyonlar1 olusturan bireyler arasindaki farkliligin genetik varyasyonun

temel nedeni oldugu goriilmektedir (p < 0.05).
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Cizelge 4.10. Olusturulan gruplar arasinda, iki farkli model kullanilarak tespit edilmis
olan gruplar aras1 ve gruplar1 olusturan populasyonlar arasi farklilasma
degerleri ve tiim lokuslar i¢in F-istatistikleri sonuglari

IAM modeli
Bolgelerin
gruplandiriimasi va v Vb % Fsc Fer
ML / AL-M-SE-EZ 0.023 1.34 0.079 4.62 0.047 0.013
ML-AL / M-SE-EZ 0.057 3.31 0.054 3.11 0.032 0.033
ML-AL-M / SE-EZ 0.020 1.16 0.078 4.54 0.046 0.012
ML-AL-M-SE / EZ -0.019 -1.12 0.098 5.77 0.057 -0.011
ML-AL /M-SE / EZ 0.047 2.76 0.053 3.09 0.032 0.028
SMM modeli
Bolgelerin
gruplandirilmasi va " b " Fsc Fer
ML / AL-M-SE-EZ 67.396 1631 42979 10.4 0.124 0.163
ML-AL / M-SE-EZ 75.705 18.74 25451 6.30 0.078 0.187
ML-AL-M / SE-EZ 26.266 6.80 57229 1482 0.159 0.068
ML-AL-M-SE / EZ -8.976 -242 767746 20.71  0.202 -0.024
ML-AL/M-SE/EZ 63.165 16.19  24.204 6.20 0.074 0.162

Ornekleme bélgeleri arasindaki molekiiler varyansin belirlenmesi amaci ile
olusturulan gruplarda incelenen bes lokusun her birinin gosterdigi farklilagsma miktarlar
[IAM ve SMM modelleri kullanilarak ayr1 ayr1 belirlenmistir (Cizelge 4.11, 4.12). Buna
gore, tiim lokuslar igerisinde en yiiksek gruplar aras1 varyasyon degerleri SOF1 lokusu
icin tespit edilmigtir. Tiim diger lokuslar arasinda SOF6 lokusu incelenen gruplamalar
icin ikinci yiiksek varyasyon degerlerini vermistir. Ayrica her lokus icin F-istatistikleri
de hesaplanmigtir. Buna gore incelenen tiim gruplandirmalar i¢in her lokus benzer
sonuglar vermektedir. Tium lokuslar birlikte degerlendirildiginde ulasilan ve
populasyonlart olusturan bireyler arasindaki farkliligin genetik varyasyonun temel

nedeni oldugu fikri, her lokus tek tek degerlendirildiginde de kabul gérmektedir.
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Cizelge 4.11. Her bir lokus i¢in, IAM modeli kullanilarak belirlenmis olan gruplar arasi
ve gruplart olusturan populasyonlar arasi farklilasma degerleri ve F-
istatistikleri sonuglari

Fst Metodu

ML / AL-M-SE-EZ Va % Vb % Fsc Fer
SOF1 0.054 11.14  0.036 7.47 0.084 0.111
SOF2 0.000 0.00  0.004 0.82 0.008 0.000
SOF3 0.005 1.03  0.011 2.42 0.025 0.010
SOF4 -0.007 -1.63  0.029 6.45 0.063 -0.016
SOF6 0.009 2.00  0.009 2.02 0.021 0.020

ML-AL / M-SE-EZ Va % Vb % Fsc Fcr
SOF1 0.062 12.97  0.020 4.150 0.048 0.130
SOF2 0.001 0.14  0.003 0.735 0.007 0.001
SOF3 0.008 1.69  0.008 1.818 0.019 0.017
SOF4 -0.007 -1.60  0.031 6.716 0.066 -0.016
SOF6 0.001 0.28  0.012 2.695 0.027 0.003

ML-AL-M / SE-EZ Va % Vb % Fsc Fer
SOF1 0.019 424  0.046 10.093  0.105 0.042
SOF2 0.000 -0.10  0.004 0.880 0.009 -0.001
SOF3 0.000 0.09 0.013 2.841 0.028 0.001
SOF4 -0.001 -0.14  0.026 5.763 0.058 -0.001
SOF6 -0.003 -0.76  0.014 3.344 0.033 -0.008

ML-AL-M-SE / EZ Va % Vb % Fsc Fcr
SOF1 -0.021 -4.87 0.067 15314 0.146 -0.049
SOF2 0.000 -0.03  0.004 0.834 0.008 0.000
SOF3 -0.006 -1.45  0.016 3.536 0.035 -0.015
SOF4 0.002 0.51 0.025 5.442 0.055 0.005
SOF6 -0.002 -042  0.013 3.065 0.031 -0.004

ML-AL /M-SE / EZ Va % Vb % Fsc Fer
SOF1 0.044 9.65  0.023 5.096 0.056 0.096
SOF2 -0.003 -0.60  0.006 1.287 0.013 -0.006
SOF3 0.008 1.71 0.007 1.564 0.016 0.017
SOF4 -0.002 -0.47  0.028 6.043 0.060 -0.005
SOF6 -0.002 -0.47  0.014 3.242 0.032 -0.005
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Cizelge 4.12. Her bir lokus i¢in, SMM modeli kullanilarak belirlenmis olan gruplar
arast ve gruplar1 olusturan populasyonlar arasi farklilasma degerleri ve F-
istatistikleri sonuglari

Rst metodu

ML / AL-M-SE-EZ Va % Vb % Fsc Fer
SOF1 80.627 36.31 27.578 12.42 0.195 0.363
SOF2 1.018 1.67 3.328 5.44 0.055 0.017
SOF3 -1.015 -1.67 6.935 11.43 0.112 -0.017
SOF4 3.467 3.34 5.385 5.18 0.054 0.033
SOF6 11.932 24.87 0.930 1.94 0.026 0.249

ML-AL / M-SE-EZ Va % Vb % Fsc Fer
SOF1 81.356 39.68 9.806 4.78 0.079 0.397
SOF2 -2.091 -3.50 5.047 8.45 0.082 -0.035
SOF3 1.287 2.09 5.684 9.21 0.094 0.021
SOF4 -1.479 -1.46 7.841 7.73 0.076 -0.015
SOF6 -2.566 -6.42 7.392 18.50 0.174 -0.064

ML-AL-M / SE-EZ Va % Vb % Fsc Fer
SOF1 36.485 19.32 38.548 20.41 0.253 0.193
SOF2 -2.004 -3.35 4.955 8.29 0.080 -0.034
SOF3 -3.822 -6.40 8.773 14.69 0.138 -0.064
SOF4 -3.940 -3.93 9.273 9.24 0.089 -0.039
SOF6 -3.290 -8.30 7.788 19.66 0.182 -0.083

ML-AL-M-SE / EZ Va % Vb % Fsc Fer
SOF1 1.067 0.61 60.031 34.31 0.345 0.006
SOF2 -2.619 -4.43 4.887 8.27 0.079 -0.044
SOF3 -2.534 -4.24 7.571 12.66 0.121 -0.042
SOF4 -5.601 -5.67 9.311 9.43 0.089 -0.057
SOF6 -4.044 -10.47 7.565 19.58 0.177 -0.105

ML-AL /M-SE / EZ Va % Vb % Fsc Fer
SOF1 60.183 32.05 13.764 7.33 0.108 0.320
SOF2 -4.404 -7.39 7.159 12.02 0.112 -0.074
SOF3 2.504 4.05 4.556 7.37 0.077 0.041
SOF4 5.359 5.19 2.793 2.71 0.029 0.052
SOF6 -5.668 -14.31 10.154 25.64 0.224 -0.143
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5. TARTISMA

5.1 Genetik Cesitlilik ve Farkhilasma

Aragtirmamiz kapsaminda mtCOI gen bolgesi Sepia officinalis tiirii i¢in genetik
farklilik belirlenmesi amact ile ilk kez degerlendirilmistir. Analizler sonucunda
ornekleme bolgeleri i¢in genetik ¢esitlilik miktarin (7) 0.0009 ile 0.0131 arasinda
degistigi goriilmiistiir. Bu durum tiiriin ¢alisma alanimiz disinda kalan tiim dagilim
bolgelerinde tespit edilen genetik ¢esitlilik miktar1 (0.001 — 0.012) ile ortiismektedir
(Pérez-Losada vd 2007). Incelenen 225 bireyde 49 06zgiin haplotipin varligi
belirlenmistir. Belirlenen haplotiplerin 17’si Akdeniz ile Ege Denizi’nin ayrim noktasi
olarak oOnerilen bolgenin batisina 6zgilidiir. Bunun yaninda 26 haplotip ise bdlgenin
dogusuna 6zgli bulunmustur. Belirlenen atasal haplotiplerden besi her iki bdlgede de
bulunmaktadir (HP 34, 38, 40, 42 ve 44). Yalnizca bir atasal haplotip (HP 41) Ege
Denizi’ne 6zgldiir. Pérez-Losada vd’nin (2007) tiirtin dagilim alaninda calismamiz
disinda kalan kisimlarinda gergeklestirdikleri arastirmalarinda toplamda 259 bireyde 73
Ozglin haplotip belirlenmistir. Her iki c¢alismada da tespit edilen haplotipler
karsilastirildiginda  yalnizca bir haplotipin  paylasildigi  goriilmiistiir. Arastirma
kapsaminda belirlenmis olan haplotipler Dogu Akdeniz ve Ege Denizi’ne 6zgiidiir.
Calismamizda belirlenen haplotip cesitliligi degerleri incelendiginde ise 0.4 ile 1.0
arasinda degisim gosterdigi tespit edilmisitir. Izmir Kérfezi ve Finike ornekleme
bolgeleri 0.4 ile en diisiik haplotip cesitliligine sahiptir. Bunun yaninda Akdeniz ile Ege
Denizi’nin ayrim noktasit olarak oOnerdigimiz Fethiye ve Koycegiz Ornekleme

noktalarinida da diisiik haplotip ¢esitliligi oranlar1 gozlenmistir.

Mikrosatelit belirtecler ile arastirilmig olan genetik cesitlik verilerine gore 5
ornekleme bolgesinde incelenen 5 lokus igin beklenen heterozigotluk miktarlar1 (Hp)
0.819 — 0.873 arasinda degismektedir. Ortalama beklenen heterozigotluk miktar1 ise
0.846’dir. Kuzey Atlantik (Wolfram vd 2006) (Hg = 0.556 — 0.795, ortalama = 0.630),
Adriyatik (Garoia vd 2004) (Hr = 0.581 — 0.664) ve Cebelitarik Bogazinda (Pérez-
Losada vd 2002) (Hg = 0.614 — 0.784, ortalama = 0.724) gerg¢eklestirilmis olan
caligmalardan elde edilmis sonuglar incelendiginde, tiiriin ¢calisma alanimizda dagilim
gosteren populasyonlarinin diger bolgelere oranla daha yiikksek genetik cesitlilik

gosterdigi gozlenmektedir. Bir diger genetik ¢esitlilik belirteci olan ortalama allel
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sayilari, tiiriin dagilim gosterdigi diger bolgelerde gerceklestirilen ¢alismalarda (Iber
Yarimadast ¢evresi 9.0 — 10.7, Pérez-Losada vd 2002, Adriyatik Denizi 6.2 — 7.0,
Garoia vd 2004, Ingiliz Kanali 6.0 — 10.9, Wolfram vd 2006) gbzlenen degerler ile
karsilastirildiginda, gergeklestirilen bu g¢alismanin tim diger bolgelere oranla daha

yiiksek grup i¢i varyasyona sahip oldugu goriilmiistiir.

Calismamizda degerlendirdigimiz tiire 6zgli bes mikrosatelit belirtecin Atlantik
Okyanusu ve Akdeniz’deki genetik g¢esitliligin belirlenmesi amaci ile kullanildigi
caligmalarin tamaminda SOF4 lokusu i¢in null allel etkisinin varligi bildirilmistir
(Pérez-Losada vd 2002, Garoia vd 2004, Wolfram vd 2006). Yaptigimiz analizler
sonucunda benzer bir durum bizim veri setimiz icin de belirlenmistir. Gergeklestirilen
analizler esnasinda bu durum g6z 6niinde bulundurulmustur.

Mikrosatelit bolgelerine ait belirlenen allel boylar1 diger ¢alismalarin sonuglar
ile karsilagtirildiginda, SOF3, SOF4 ve SOF6 lokuslart igin Dogu Akdeniz’e 6zgi
allelerin varlig1 tespit edilmistir (Cizelge 5.1).

Cizelge 5.1. Atlantik Okyanusu ve Akdeniz’de degerlendirilen mikrosatelit belirtegleri
icin belirlenmis allel biiyiikliikleri

Pérez-Losada vd
Garoia vd 2004 Wolfram vd 2006
Lokus 2002 Cahismamiz
(Adriyatik) (Kuzey Atlantik)

(Cebelitarik)
SOF1 217-274 235-259 220 -259 217-274
SOF2 157 -187 154 - 202 148 — 184 157 -196
SOF3 172 — 220 - 168 —216 172 - 226
SOF4 132 -171 141 - 153 130 - 163 126 — 189
SOF6 218 - 257 227 -287 217 -259 215-260

Populasyon farklilagsmasi ve populasyonlar arasi genetik mesafenin belirlenmesi
amaci ile tespit edilen fiksasyon indeksi (Fst) degerleri her iki molekiiler belirteg icin
degerlendirilmistir. Degerlendirme esnasinda mtCOI gen dizilerinin
karsilagtirilmalarinda olusturulan boélgesel populasyon gruplar1 (Cizelge 4.3) i¢in ikili
olarak ele alimmustir. Mikrosatelit lokuslar1 degerlendirilirken SOF4 lokusunda

belirlenen null allel varlig1 da g6z oniinde bulundurulmus ve analiz esnasinda SMM ve
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IAM mutasyon modellerinin her ikisi de ayr1 ayr1 kullanilmistir. Elde edilen sonuglar
incelendiginde, Ege Denizi ve Akdeniz’de konumlanmis populasyonlar arasinda
belirgin bir farklilik gdzlenmistir. Tiir iizerine yapilmis onceki ¢aligmalarda, benzer
farklilagmalara 6rnekleme bolgelerinin arasindaki mesafenin ve/veya bolgeler arasinda
gen akisina kisitlama getiren fiziksel bariyerlerin varliginin neden oldugu bildirilmistir
(Pérez-Losada vd 1999, Pérez-Losada vd 2002, Pérez-Losada vd 2007). Arastirmamiz
esnasinda Orneklemelerimizi gerceklestirdigimiz bolgeler arasindaki mesafeler, diger
caligmalarda  degerlendirilen  bolgeler arasindaki  mesafeler g6z  Oniinde
bulunduruldugunda birbirlerine daha yakin konumlanmistir. Ayrica mesafenin,
incelenen gruplar arasindaki genetik farklilasma etkisinin belirlenmesi amaci ile
gergeklestirilmis olan IBD analizi sonuglari incelendiginde de mesafenin genetik
cesitlenmeye Onemli oranda etki etmedigi gozlenmistir. Bu durum bizi, calisma
alanimizdaki genetik cesitlenmenin, fiziksel faktorlerin gen akisi iizerine etkisinden
kaynaklandig fikrine yonlendirmektedir. Incelenen bdlgede gen akisina birincil etki
eden faktoriin, incelenen tiiriin biyolojik Ozellikleri géz Oniine alindiginda, deniz

tabanindaki ani derinlesmeler oldugu diistiniilmektedir.
5.2. Molekiiler Filogeni

mtCOI gen alt bolgesine ait belirlenen 49 6zgilin haplotip baz dizisinin
degerlendirildigi filogenetik aga¢ ¢oziimleme algoritmalarinin (NJ, MP, ML, Bayesian)
hicbiri incelenen tiirin filogenetik durumunu tam olarak ¢oziimlememistir. Tim
algoritmalrin ortak ¢iktis1 calisma alaninda 4 filogenetik grubun var oldugudur.
Belirlenen filogruplar en yiiksek destek degerlerini ML algoritmasi ile gergeklestirilen
cozlimlemede almistir. Bu agaci inceledigimizde 4 filogurubun da politomik durumda
oldugu goriilmistiir. Olasilik haritalama analizi sonucunda veri seti i¢in Onerilen agsi-
yildiz filogeni ¢oziimlemesi dogrultusunda tiiriin filogenisi hakkinda tartigmalar ag
tizerinden gerceklestirilecektir. Gergeklestirilen network analizi sonuglar1 da filogenetik
agac cozlimlemeleri ile Ortiismektedir ve 49 haplotipin, ikisi Akdeniz, ikisi de Ege
Denizi’'nde olmak iizere 4 filogenetik gruba dagildigi goriilmektedir. Belirlenen
haplotipler icerisinde atasal 6zellik tasiyan haplotipler bulunmaktadir (HP 34, 38, 40,
41, 42, 44). Filogruplarin belirlenen bu atasal haplotiplerden yildiz seklinde evrimlestigi

goriilmistlir. Bu tip bir evrimlersme yakin zamanda gerceklesmis olan populasyon

64



biiyiimesi i¢in tipik bir durumdur. Benzer bir evrimlesme Pérez-Losada vd’nin (2007)

gergeklestirdigi calismada da gozlenmistir.

Pérez-Losada vd (2007)’nin Sepia officinalis tiirii i¢in Atlantik Okyanusu’nda
10, Akdeniz’de 15 bolgeden temin ettikleri Ornekler ile gerceklestirdikleri
caligsmalarinda 73 benzersiz haplotip tespit edilmistir. Arastirmacilar bu haplotipleri
kullanilarak olusturdugu netwokte temel filogenetik yapiy1 olusturan 3 filogenetik grup
belirlemislerdir. Bu gruplardan ilki Akdeniz ve Atlantik Okyanusu 6rneklerinin birlikte
olusturduklart bir temel grup, ikincisi Akdeniz’de konumlanmig politomik ii¢ kladin ve
Ege-lyon Denizi 6rneklerinin olusturdugu grup ve {¢iinciisii ise Bat1 Afrika ve Giiney

Iberya Yarimadasi’ndan temin edilen érneklerin olusturdugu bir gruptur.

Miirekkepbalig: tiirliniin Tiirkiye denizlerindeki soy hatlarinin yerini daha iyi
tanimlanmasi, belirlenen soy hatlarmin tiirlin - bilinen diger soy hatlar1 ile
karsilastirilmast sonucunda gerceklestirilebilecektir. Bu diisiince ile gergeklestirilen
network analizinde, Pérez-Losada vd’nin (2007) calismasinda tespit edilmis olan 73
haplotip ve calismamizda belirlenmis olan 49 haplotip birlikte degerlendirilmis ve
tilkemiz Akdeniz ve Ege Denizi sahillerinde bulunan miirekkepbalig1 populasyonlarinin
genetik Ozellikleri agisindan tlirin - geri kalan dagilim alani igerisinde nasil
konumlandig1 tespit edilmistir (Gliven vd 2009) (Sekil 5.1). Sekil iizerinde Pérez-
Losada vd’nin (2007) ¢alismasinda belirlenmis olan filogenetik gruplar Mavi (Grupl),
Turuncu ve Mor (Grup2) ve Kirmizi (Grup3) renkleri ile belirtilmistir. Calismamiz
kapsaminda belirlenen filogenetik gruplar ise Sar1 (GR4), Kahverengi (GR1), Yesil
(GR3) ve Pembe (GR2) renkleri ile belirtilmistir. Sonuglar incelendiginde,
calismamizda tespit edilmis olan tiim filogenetik gruplarin Onceki c¢aligmada
arastirmacilarin Akdeniz igerisinde belirledikleri Grup2 kladinin ayni gen havuzunda
bulunduklar1 goriilmektedir. Belirledigimiz filogenetik gruplar i¢cinde yalnizca diyagram
tizerinde sar1 renk ile ifade edilen GR4 filogenetik grubunun Ege-Iyon Denizi
orneklerinin olusturdugu gruba dahil oldugu goriilmiistir. Ayrica calismamiz
kapsaminda Giiney Ege’de tespit edilmis olan ve GR4’{i olusturan haplotiplerden birisi
olan NHP23 haplotipinin, Pérez-Losada vd’nin (2007) calismalarinda deginilen ve Ege
Denizi’'nde konumlanmis olan tiirlin populasyonlarinin Akdeniz’deki gruplarla

baglantisini saglayan hipotetik haplotip oldugu tespit edilmistir.
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Tire ait belirlenmis olan 3 ana kladdan yalnizca Akdenize 6zgii olan kladin
Tiirkiye sahillerinde temsil edildigi goriilmektedir. Calismamiz kapsaminda belirlenmis
olan 4 filogrubun 2’si lilkemiz sahilleri i¢in endemik oldugu vurgulanabilir. Bu
filogruplardan ilki (GR1) cografik olarak Dogu Akdeniz sahillerimizde konumlanmastir.
Ikinci endemik filogrup (GR3) ise Giiney Ege Sahillerimizde yogunlasarak tiim Ege

Denizi’nde yayilim gdstermistir.
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Sekil 5.1. Tiriin dagilim gosterdigi bolgelerin tiimiinde belirlenmis olan haplotipler ile olusturulmus network. (Pérez-Losada vd’nin (2007)
calismasindan elde edilen haplotipler HP 1 — 71; Calismamizdan kapsaminda belirlenen haplotipler NHP 1 — 49 )
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5.3. Populasyon Yapilanmasi

Populasyon yapilanmasinin belirlenmesi amacit ile mtCOI gen bolgesi
degerlendirilerek Network ve Barrier analizleri gerceklestirilmis ve belirlenen
haplotiplerin cografik bolgelere gore dagilimi yorumlanmistir. Analizler sonucunda
Akdeniz ve Ege Denizi’nde dort filogenetik grubun varligi tespit edilmistir. F — FN
ornekleme bolgeleri arasinda bulunan ani derinlik artisinin  olusturdugu fiziksel

bariyerin etkisi altinda gen akisinin baskilandig: diisiiniilmektedir (Sekil 5.2).

Sekil 5.2. Ege Denizi ile Akdeniz arasinda gen akisini sinirlandiran ani derinlik artigi

Bunun yaninda Akdeniz ve Ege Denizi’'nde dagilim gosteren filogenetik
gruplarin da yine derinlik etkisi altinda sekillendigi goriilmistiir. Belirlenen ikinci bir
ayriminda Dogu Akdeniz’de bulunan Mersin ve Iskenderun Kérfezlerinin gorece sig
sularinda yasamini siirdiiren populasyonlar i¢in s6z konusudur (Sekil 5.3). Akdeniz de
bulunan GRI1 filogenetik grubu Iskenderun ve Mersin Korfez’lerini olusturan sig
kesimde yogunlastifi ve dagilim alaninin Antalya Korfezi'ne kadar uzandig
gorilmektedir. Ayni bolgede bulunan GR2 filogenetik grubu ise Antalya Koérfezi’nde
bulunan sig kesimde yogunlasan ve Mersin Korfezine kadar ulasan bir dagilim
gosterdigi belirlenmistir (Sekil 5.4). Ege Denizi’nde bulunan filogenetik gruplar
inceledigimizde ise GR3’lin Giiney Ege’de yogun bir dagilim gdosterirken tiim Ege

Denizinde varligini siirdiirdiigii gézlenmistir. Bunun yaninda GR4’{in ise belirgin bir
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yogunlagma gostermeksizin tim Ege Denizinde dagilim gosterdigi belirlenmistir (Sekil
4.3).

Mersin (M)

Tasucu [TU)
e .

Sekil 5.4. Antalya Korfezi’nde bulunan s1g bolgeler

Calismamiz kapsaminda analizlerini gerceklestirdigimiz bir diger belirteg olan
mikrosatelit lokuslarinin degerlendirilerek populasyon yapilanmasiin belirlenmesi
amaci ile Structure ve Barrier programlar1 kullanilmistir. Aragtirma alaninda {i¢ farkli

populasyonun varligi tespit edilmistir. Bunlardan ilki Akdeniz’de dagilim
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gostermektedir. Diger iki populasyon ise Giliney ve Kuzey Ege Denizi’'nde

konumlanmustir.

Elde edilen sonuclar mtCOI belirteci analizi sonucunda elde edilen sonuglar ile
birlikte degerlendirildiginde, Akdeniz ile Ege Denizi’nin gen akisini sinirlandiran

derinlige bagl fiziksel bariyerin varlig1 fikri destek gormektedir.

Kullanilan iki belirteg i¢in elde edilen sonuglarda Akdeniz igerisinde gozlenen
populasyon yapilanmasi ortiismektedir. Gergeklestirilen 6rneklemenin sikligi sayesinde
mtCOI nin degerlendirildigi analizler Akdeniz ile Ege Denizi arasinda gozlenen ayrilma

bolgesinin deha kesin belirlenebilmesine olanak tanimaistir.
Tiir ile gerceklestirilen benzer ¢caligmalari inceledigimizde;

Pérez-Losada vd’nin (1999) Iber Yarmmadas: cevresinde gerceklestirilen
calismasinda arastiricilar  allozim  farklilagsmasinin  degerlendirerek  populasyon
yapilanmasinin belirlemislerdir. Calisma sonunda, Cebelitarik Bogazi’nin, gecidin her
iki yaninda bulunan populasyonlarin yapilanmasinda birincil etkiye sahip oldugunu
bunun yaninda bodlgede bulunan hidrografik yapilarin gen akismma etki ederek

populasyon sekillenmesine ikincil etkiyi olusturdugunu belirtmislerdir.

Iber Yarimadas: cevresindeki gergeklestirilen ikinci bir ¢alismada mikrosatelit
belirtegler kullanilmis ve populasyonlarin birbirlerinden ayiran hidrografik engeller
(Almeria-Oran) belirtilmistir (Pérez-Losada vd 2002). Yine ayni ¢alismada fiziksel
bariyerlere ek olarak uzakliga bagli olarak tiirlin populasyonlarin farklilagma

gosterdikleri bildirilmistir.

Bir diger ¢alisma da Adriyatik Denizi’nde gergeklestirilmistir (Garoia vd 2004).
Bu calismada ise, Adriyatik Denizi’nde tiiriin dagilimina etki edecek nitelikte
hidrografik bir engel olmadigi ve mesafenin gen akisina etki etmedigi bildirilmistir.
Bolgede bulunan populasyonlar homojen olarak dagilmakta ve tek bir gen havuzu
olusturmaktadir. Bu nedenle bolgede 6nemli bir populasyon yapilanmasinin gozlendigi

belirtilmistir.

Pérez-Losada vd (2007)’nin Atlantik Okyanusu ve Akdeniz’de gerceklestirdigi

calisma sonunda mesafeye bagli genetik farklilasmanin tiirlin - ge¢misteki ve
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giinlimiizdeki populasyon yapilanmasinda birincil etken oldugu fikrini belirtmislerdir.
Ayrica Bati Akdeniz ile Ege Denizi arasinda gen akisini kisitlayan olasi bir bariyer

bolgenin varligi bildirilmistir.

Yapilmis olan g¢aligmalarin tamaminda populasyon yapilanmalarinin iki ana
etken dogrultusunda sekillendigi bildirilmektedir. Bunlardan ilki mesafe etkisi digeri ise
calisma bdlgelerinde yer alan hidrografik bariyer bdlgeleridir. Arastirmamizda
bolgemizdeki populasyonlarin yapilanmalarinin mesafenin etkisi ile sekillendigi fikri,
gerceklestirdigimiz  “Mantle Testi” sonucunda reddedilmistir. Bunun yaninda
hidrografik engeller dogrultusunda populasyon yapilanmasinin olugsmasi fikri tiim analiz
sonuglarinda 6nemli destekler gormiistiir. Calisma alanimizla ortiisen cografyada Turan
ve Yaglioglu (2010)’nun gerceklestirdigi ve mtND 5/6 gen gdlgesinin degerlendirildigi
calismada Akdeniz’de 2, Ege Denizi’nde 1 ve Marmara Denizi’nde 1 olmak adet iizere
4 bolgeden oOrnekler temin edilmis ve S. officinalis tiirliniin bolgedeki populasyon
yapilanmasi incelenmistir. Belirtilen ¢caligma kapsaminda 6rnekleme noktalar1 arasinda
herhangi bir haplotip paylasimi olmadigt ve bolgeler arasi Onemli genetik
farklilagmanin varligt bildirilmistir. Aragtirmacilar bu durumun, 6rnekleme bdlgeleri
arasindaki mesafe ve incelenen tiirin kisith dagilim 6zelligi tasimasindan
kaynaklandigini bildirmislerdir. Calismamiz kapsaminda elde ettigimiz sonuglarda da
ornekleme bolgeleri arasinda belirgin genetik farklilasma degerleri gézlenmistir ancak
bu farklilasmanin bolgeler arasindaki mesafeden ziyade gen akisina etki eden fiziksel
faktorlerin varligi sonucunda sekillendigi olasiligi daha giicliidiir. Caligma alaninda
tiriin populasyon yapilanmasinit belirleyen etken olarak ortaya iki farkli fikrin
atilmasinin, lilkemiz denizlerinin jeolojik ve hidrografik yapisinin karmasikligindan
kaynaklanmaktadir. Miirekkepbaliginin populasyon yapilanmasinin saglikli bir sekilde
belirlenebilmesi i¢in bolgede gen akisina etki eden faktdrlerin etkin bir sekilde ortaya
konulmasi gereklidir. Bu durum calisma alaninda bulunan hidrografik faktoérlerin
dikkate alinarak oOrnekleme planinin c¢ikartilmasini gerektirmektedir. Calismamizda
gergeklestirilen 6rnekleme planini, bolgedeki hidrografik yapilarin etkilerinin ortaya
konulmasinda daha kapsamli sonuglar vermis olmasi bahsi gecen farkliligin temel

nedenidir.
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Network, Structure ve Barrier analizlerine ek olarak populasyonlar arasindaki
genetik varyasyonun hiyerarsik diizeyde cografik dagilisini test etmek tizere mtCOI gen
bolgesi ve bes mikrosatelit lokusuna ait veri setleri ile molekiiler varyans analizleri
(AMOVA) gergeklestirilmistir. AMOVA analizleri, miirekkepbalig1 populasyonlarinin
hem mikrocografik hem de makrocografik alandaki genetik yapilarinin ortaya
konulmasinda katki saglamistir. Tiim lokuslar i¢in ve her lokus icin tek tek, gruplar
arasinda, grup i¢inde populasyonlar arasinda ve populasyon iginde farklilasma oranlari
belirlenmistir. Gruplar arasindaki farklilasma miktarlari, makrocografik varyasyonu,
grup i¢inde populasyonlar arasinda ve populasyon icinde ise mikrocografik varyasyonu

gostermektedir.

Calismamizda incelenen gruplandirmalar, ornekleme bdlgelerinin cografik
konumlar1 ve gerceklestirilmis analiz sonuglarina gore belirlenmistir. mtCOI gen
bolgesi i¢in sonuglarini degerlendirdigimizde Tasucu (TU) 6rnekleme bolgesinin dogu
kesiminde bulunan bdlgelerin olusturdugu grubun tim diger bolgelerden farklilik
gosterdigi (Va= % 20,78) goriilmiistiir. Mikrosatelitlerin degerlendirildigi analizlerde
bolgeyi ifade eden gruplamada, gruplar arasi farklilagma en yiiksek ikinci deger olan %
16.31 (Va: 67.396) oraninda gozlenmistir. Bu durum Iskenderun Korfezi ile Mersin
Koérfezi’nde konumlanmis olan miirekkepbaligi populasyonlarinin arasinda gen akisini
baskilayacak bir olusumun olmadigi ve birlikte degerlendirilmesi gerekliligi fikrini
desteklemektedir. Tiim diger gruplamalarin arasinda, Mersin Limani1 (ML) ile Koycegiz
(KY) ornekleme noktalar1 arasinda kalan bolgenin dogusu ile batisinda konumlanmig
populasyonlarin karsilastirildigi gruplama igin farklilasma oranmin en yiiksek degere
(Va= % 21,56) ulastig1 gézlemlenmistir. Belirtilen bolgeyi ifade eden gruplandirma igin
mikrosatelit belirteclerin analizi sonucu en yiiksek gruplar arasi farklilagmanin varlig
belirlenmistir (% 18.74; Va: 75.705). Bu durum tiim diger analizlerde de isaret edilen
Ege Denizi ve Akdeniz arasindaki derinlige bagh fiziksel bariyerin varligi fikrini

desteklemektedir.

Tiriin ¢alisma bolgemiz disinda kalan dagilim bdlgelerin de mtCOI gen
bolgesinin degerlendirildigi AMOVA analiz sonuglarini inceledigimizde, Atlantik
Okyanusu ve Bati Akdeniz de konumlanmis olan populasyonlarin olusturdugu grup ile

Girit Adast’nin kuzeyinde yer alan iki ve Yunanistan’in batisinda yer alan bir bélgeden
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temin edilen 6rneklerin olusturdugu grup arasinda en yiiksek farklilasma oraninin (Va=
% 68.8) varligr bildirilmistir (Pérez-Losada vd 2007). Bu sonu¢ ¢alismamizda
vurguladigimiz Akdeniz ile Ege Denizi arasindaki gen akisinin sinirlanmis oldugu

fikrini desteklemektedir.

Arastirmanin gergeklestirildigi bolgede bulunan populasyonlar arasinda bulunan
ve gen akisini kisitlayan bariyer bolgelerinin belirlenmesi amaci ile mtCOI gen
bolgesinin ve bes polimorfik mikrosatelit bolgesi degerlendirilmistir. Gergeklestirilen
“Barrier Analizi” sonucunda Tasucu ornekleme bodlgesinde yar1 gegirgen bir bariyerin
varlig1 her iki molekiiler belirite¢ tarafindan da belirlenmisti. Bunu yaninda mikrosatelit
verileri Marmaris ile Seferihisar populasyonlar1 arasinda gen akisinin baskilandigini
gosterirken mtCOI gen bdlgesine ait verilerde bu tip belirgin bir farklilagamaya
rastlanmamistir. 1ki belirtecin analiz sonuglarinda gézlenen farkliligin nedeni, mtCOI
bolgesinin ¢alisilmasi amaci ile gergeklestirilmis olan Orneklemenin mikrosatelit
caligmasinda kullanilan 6rnekleme bolgelerine oranla daha sik olmasidir. Kusadasi ile
Bodrum 6rnekleme bolgeleri arasinda kalan ve tiir i¢in uygun yasam ortami olustran 0 —
200 m derinlik konturlarinin bulundugu s1g kesimin (Sekil 5.5) bdlgede tiiriin genetik
farklilagsmasi iizerinde etkisi daha etkin sekilde incelenmelidir. Bu nedenle ¢alismamiz
sonucunda miirekkepbaligi populasyonlarinin  yapilanmasinin daha net ifade
edilebilmesi i¢in bolgedeki mikrodatalit 6rnekleme noktalarini siklastirilmast gerekliligi

ortaya ¢ikmaktadir.
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Sekil 5.5. Kusadasi ile Bodrum 6rnekleme bolgeleri arasinda kalan s1g kesimin
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5.4. Demografik Ge¢mis

Calisma bolgesi igerisinde belirlenen dort filogenetik grubun demografik
tarihgesinin belirlenebilmesi amaci ile mtCOI gen bolgesi degerlendirilerek noétralite ve
uyumsuzluk dagilimi analizleri gergeklestirilmis ve gnaliz sonuglari incelendiginde tim

gruplarin demografik ge¢mislerinde biiylime oldugu belirlenmistir.

Bolgede bulunan tiim miirekkepbalig1 populasyonlarinin gegmisteki demografik
degisiminin ortaya konulmasi amaci ile koalesent teorisinin kullanildigit BSP analizi
gerceklestirilmigtir.  Analiz sonunda ¢alisma bdlgesinde bulunan miirekkepbaligi
populasyonlarmin 0.003 — 0.020 MY arasinda genisleme gosterdigi belirlenmistir.
Tiirtin calisma alanimiz disinda kalan populsyonlarinin degerlendirildigi ¢aligmada son
iki buzul devri arasinda (0.130 — 0.020 MY) populasyon biiyiikliiklerinde iistel bir
artisin tespit edildigi bildirilmistir (Pérez-Losada vd 2007). Caligma alanimizda bulunan
populasyonlar i¢in belirledigimiz biiylimenin zamani ile diger bolgeler icin belirlenen

zaman uyusmaktadir.

Incelenen filogruplar igin biiyiimenin % 0.7/milyon yi1l mutasyon orani icin
92.900 — 162.200 y1l, % 0.25/milyon mutasyon orani yil i¢in ise 26.000 ile 45.400 y1l
once gercekleistigi hesaplanmistir Biiylimenin gerceklestigi zaman dilimi, son buzul
doneminin bitigine denk gelmektedir. Donem sonunda su seviyelerinde gozlenen artig
miirekkepbalig1 tiirlinlin yasamasi i¢in uygun alanlarin artmasina sebep olmustur.
Ozellikle belirlenen 4 filogruptan GR1’in Mersin Kérfezi ve Iskenderun Koérfezi’nde
GR2’nin Antalya Korfezi’nde ve GR4’lin ise Giliney Ege’de olusan uygun yasam
kosullar1  neticesinde  populasyon  biytkliiklerini  arttirdiklar1  goriilmiistiir.
Gergeklestirilen “Notralite Testleri” ve “Uyumsuzluk Dagilim Analizi” sonuglari
belirlenen 4 filogurup ic¢in yakin donemde gerceklesmis olan populasyon
biiyiikliiklerinin artisin1 desteklemektedir. Filogruplarin temsil edildigi populasyonlarin
biiyiikliiklerin arttirmasina olanak veren uygun alanlar ayni zamanda filogruplarin
cografik olarak birbirinden kismen ayrilmasina da neden olmustur. Bu durum “Barrier
Analiz” sonucunda tespit edilen yar1 gegirgen bariyer bdlgelerinin konumlandiklar
bolgeler incelendiginde daha net goriilmektedir. Akdeniz ve Ege Denizi ayriminda
etkin olan 2 bariyer bolgesi, Marmaris ile Finike Ornekleme bolgeleri arasinda

belirlenmistir. Bunun yaninda Akdeniz’de Tasucu 6rnekleme bolgesinda tespit edilmis
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olan bariyer, Akdeniz icerisinde konumlanmis olan GR2 filogrubunun GR1 filo

grubundan ayrildig1 bolgedir.

Gerek mtCOI gen bolgesi, gerekse mikrosatelit verilerinin degerlendirilmesi ile
elde edilen genetik farklilasma miktarlar1 incelendiginde, belirlenmis olan filogruplar
arasinda herhangi bir iireme izolasyonunun s6z konusu olmadigi goriilmiistiir. Son
buzul doneminin kismen izole olmus olan miirekkepbalig1 populasyonlarinda iireme

izolasyonuna neden olacak kadar uzun siirmedigi goriilmektedir.
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6. SONUC

Gergeklestirilen bu tezin amaci S. oficinalis tiirliniin iilkemiz denizlerinden

Akdeniz ve Ege Denizi sahillerindeki populasyonlarin genetik farklilasmalarinin ortaya

konulmasi, populasyon yapilanmalarinda etkin olan fiziksel ve evrimsel faktorlerin

belirlenmesi ve tiire ait populasyonlarin demografik ge¢cmislerinin ortaya konulmasidir.

Bunu yaninda, miirekkepbaliginin model olarak degerlendirilmesi sonucunda tiiriin

dagilim gosterdigi bolgede diger tiirlerin populasyon yapilanmalarinda da etkin

olabilecek faktdrlerin tespiti amaglanmaktadir. Caligmamiz igin tercih ettigimiz her iki

molekiiler belirtecin degerlendirilmesi ile ge¢cmiste ve gilinlimiizde populasyonlari

etkileyen faktorleri etkin bir sekilde sinama sansi bulunmustur. Gergeklestirilen

ornekleme plani calisma bolgesinde bulunan jeolojik ve hidrografik olusumlar goz

onilinde bulundurularak belirlenmistir.

*
o
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>
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Ortaya konulan etkin Ornekleme, bdlgede bulunan stoklarin simirlarinin
belirlenmesine olanak saglamistir. Analizler sonucunda arastirma bolgesinde
belirgin filocografik ve genetik yapilanma tespit edilmistir.

Her iki molekiiler belirteg igin  gerceklestirilen analizler birlikte
degerlendirildiginde Akdeniz’de miirekkepbalig populasyonlarinin
genislemesine olanak taniyan uygun derinlikte iki bdlgenin varligl tespit
edilmistir. Bu bélgelerin ilki Dogu Akdeniz’de yer alan Iskenderun Kérfezi ve
Mersin Korfezi’nin olusturdugu alandir. Ikinci bolge ise Antalya Korfezi’de
bulunmaktadir. Tiiriin ¢aligma alaninda bulunan populasyonlarinin bahsi gecen
bolgelerin varliginda yapilandigi gériilmiistiir.

Marmaris ile Finike arasinda bulunan deniz zemininin ani derinlesmesi nedeni
ile tlirlin gen akis1 baskilanmis ve Ege Denizi’nde bulunan populasyonlar ile
Akdeniz’de bulunan populasyonlar arasinda bir ayrima neden olan fiziksel bir
etken olusturmustur.

Ege Denizi’nde yer alan populasyonlar1 degerlendirdigimizde ise, biri Marmaris
Korfezi ile Bodrum arasinda kalan bolgede yogunlagan, ancak tiim Ege
Denizi’'nde de dagilim gostere bilen, digeri ise tim Ege Denizi’ne dagilim
gosteren iki filogrubun varlig: tespit edilmisitir.

Yapilan incelemeler dogrultusunda tiir ile gergeklestirilmis birgok calismada

Onerilenin tersine populasyon yapilanmasina mesafenin etkisinin olmadigi,
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yapilanmanin gerceklesmesinde birinci derecede etkin olan nedenin bolgedeki

fiziksel faktorler oldugu gozlemlenmistir.

o
%

Gergeklestirilen demografik analizler sonucunda bolgede bulunan tim
populasyonlar igin genislemenin gergeklestigi goriilmektedir. Ozellikle tiir icin
uygun bir dagilim alam saglayan iskenderun Korfezi ve Mersin Korfezi'nde
bulunan populasyonda énemli derecede biiylime belirlenmistir. Bu durum tiiriin
asirt aveilia maruz kalmadigmin  gostergesidir. Ileride gergeklestirilicek
strtidiiriilebilir balik¢ilik yonetimi uygulamalarinda dikkate alinmas1 gereken en
onemli konu, Akdeniz ve Ege Denizi’'nde bulunan tiire ait populasyonlarin

birbirinden ayr1 degerlendirilmeleri gerekliligidir.

Caligma kapsaminda nektobentik oOzellikteki miirekkepbaliginin populasyon
yapilanmas1 ortaya konulurken tiirlin gen akisina etki eden faktdrler belirlenmistir.
Belirlenen bu etkenlerin, bolgede dagilim gosteren diger omurgali ve omurgasiz
tiirlerine olas1 etkilerinin degerlendirilmesi gerekmektedir. Calisma sonuglar1 bu

anlamda gelecekte gerceklestirilebilecek ¢alismalara zemin olusturmaktadir.

Calismamiz kapsaminda miirekkepbalig1 tiiriiniin iilkemizde dagilim gosterdigi
Akdeniz ve Ege Denizi degerlendirilmistir. Ancak tiirlin Marmara Denizi’nin giliney
kesimlerinde de dagilim gosterdigi bilinmektedir. Ege Denizi ile Marmara Denizi’nin
baglantisin1 saglayan Canakkale Bogazi’nin, diinyadaki benzer bolgelerin gen akisina
etkisi goz onilinde bulunduruldugunda, yapisinda bulunan hidrografik 6zellikler nedeni
ile tlrtin bolgedeki gen akisina Onemli etkilerinin olabilecegi Ongoriilmektedir.
Gelecekte Canakkale Bogazi sisteminin miirekkepbaligi modelinin degerlendirilmesi ile
gen akigina etkisinin ortaya konulmasi iilkemiz genetik cesitliliginin belirlenmesi

acisindan yararh bir ¢alisma olacaktir.

Gergeklestirilen ¢aligma sonucunda tiiriin populasyonlarinin yapilanmasinda
hidrografik etkenlerin 6nemi ortaya konulmustur. Daha onceki donemlerde tiiriin
dagilim gosterdigi diger bolgelerde gerceklestirilmis benzer ¢alismalarda gen akigina
etki edebilecek fiziksel sartlarin s6z konusu oldugu bolgeler bildirilmistir. Bu bolgelerin
hidrografik 6zellikleri goz Oniinde bulundurularak gergeklestirilecek daha kapsamli
orneklemeler sayesinde hidrografik sistemlerin gergek etkilerinin belirlenmesi tiiriin

yapilanmasinin daha saglikli bir sekilde ortaya konulmasina olanak verecektir. Ayrica
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Sepia officinalis tiriinliin Akdeniz’de dagilim gosterdigi bolgelerden yalnizca Kibris ve
Giiney Dogu Akdeniz bu giine kadar incelenmemistir. Bu bdlgelerin  de
degerlendirilmeye katilmasi ile Akdeniz’in insan eli ile olusturulmus ikinci kapist olan

Stiveys Kanali’nin tiiriin populasyonlar1 {izerindeki etkileri de belirlenebilecektir.

Yine arastirmamizda belirledigimiz diger bir 6nemli konu, ekocografik
engellerin, gen akisini tamamu ile kesintiye ugratmasa da 6nemli etkilerinin oldugudur.
Bu engellerin arkasinda miirekkepbaligi populasyonlari Mersin ve Iskenderun
Korfezleri’nde gozlendigi gibi kendilerine uygun ortamlar bulduklarinda populasyon
biiytikliiklerini arttirmaktadirlar. Tiiriin biyolojik o6zellikleri g6z oniine alindiginda
bariyerler arkasinda olusan bu kismi iireme birliklerinin  zaman igerisinde
miirekkepbalig: tiiriine etkilerinin izlenmesi, ilerleyen donemlerde daha belirgin genetik

farklilagmalarin varliginin arastirilmasina olanak saglayacaktir.

Barrier programi ile gerceklestirilen analizler sonucunda, kendine 6zgii fiziksel
ve kimyasal Ozellikleri nedeniyle, Ege Denizi’ndeki diger ornekleme bolgelerinden
farklilik gosteren Izmir Korfezi, aym1 zamanda iilkemizde S. officinalis tiiriinii hedef
alan balik¢ilik faaliyetinin gerceklestirildigi sayili bolgelerden birisidir. Diisiik haplotip
cesitliligi goz Oniine alindiginda, bolgede gergeklestirilen avcilik faaliyetlerinin genetik
cesitliligin kaybina neden olmasi riski s6z konusudur. Bolgede daha kapsamli
gerceklestirilecek incelemeler sonucunda populasyonun avcilik baskisi altinda olup

olmadigi daha net ortaya konulmalidir.
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