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Tiirkiye Ihtiyofaunasindaki Mullidae Ailesindeki Tiirlerin Filogenetik Yakinliklarinin Morfolojik Ve
Genetik Farklarla Korelasyonu

OZET

Bu ¢alismada, Mullidae ailesine ait Mullus barbatus, Mullus surmuletus, Upeneus moluccensis ve Upeneus
pori tiirleri ile Mullus barbatus ponticus alt tiiriine ait 6rneklerin, mtDNA’da bulunan Sitokrom B, 12S rRNA
ve Sitokrom Oksidaz II bolgeleri polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) teknigi kullanilarak ¢ogaltilmis ve dizi
analizleri gergeklestirilmistir. Dizi analizi sonrasi elde edilen veriler kullanilarak yapilan filogenetik
analizleri sonucunda tiirlerin birbirleri ile olan iliskileri ortaya konulmustur.

Caligsmada, ozellikle Mullus barbatus ile alt tiirii olarak kabul edilen Mullus barbatus ponticus arasindaki
filogenetik iliski, ilk defa dizi analizi ile elde edilen veriler yoluyla ortaya konulmustur.

Calismanin sonucunda, analizi yapilan {i¢ bolgeden de benzer sonuglar elde edilmistir. Dort farkli filogenetik
yontem ile ¢izilen dendrogramlarda, Mullus ve Upeneus cinslerine ait tirler ayrilarak iki ayr1 dal
olusturmustur. Beklendigi gibi, Upeneus pori ve Upeneus moluccensis Upeneus dali altinda birbirinden
ayrilirken, Mullus barbatus ile Mullus surmuletus da Mullus dali altinda birbirinden ayrilmistir. Gosterdigi
morfolojik farkliliklar ile alt tiir olarak tanimlanan Mullus barbatus ponticus ise, Mullus barbatus
orneklerinden, genetik bir farklilik gostermemektedir.

Anahtar kelimeler:12S rRNA, Filogeni, Morfoloji, mtDNA, Mullidae, Mullus, Mullus barbatus ponticus,
Sitokrom B, Sitokrom Oksidaz II, Upeneus



Correlation of Phylogenetic Relationships in Terms of Morphologic and Genetic Diversity among
Mullidae Species in Turkish Ichtyofauna

ABSTRACT

In this study, Cytochrome B, 12S rRNA and Cytochrome Oxidase II regions of mtDNA belonging to the
species Mullus barbatus, Mullus surmuletus, Upeneus moluccensis, Upeneus pori and the subspecies Mullus
barbatus ponticus of Mullidae family were amplified with polymerase chain reaction (PCR) and sequence
analysis were performed. The relationship between the species was revealed as a result of phylogenetic
analysis of the data, gathered from sequence analysis.

Phylogenetic relationship between Mullus barbatus and its subspecies Mullus barbatus ponticus was
revealed, by using the data obtained from sequence analysis, for the first time.

At the end of the study, similar results were obtained from all of the three regions that were analysed. Mullus
and Upeneus split into two different branches in the dendrograms constructed by using four different
methods. As expected, Upeneus pori and Upeneus moluccensis split up under Upeneus branch, Mullus
barbatus and Mullus surmuletus split up under Mullus branch. Mullus barbatus ponticus, which was defined
as subspecies according to its morphological differences, shows no genetic difference from Mullus barbatus
samples.

Keywords: 1258 rRNA, Cytochrome B, Cytochrome Oxidase II, Morphology, mtDNA, Mullidae, Mullus,
Mullus barbatus ponticus, Phylogeny, Upeneus.
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1.GiRiS

Misir’da Nil Nehri tizerine kurulan Asuan Baraj1 ve farkli ekolojik 6zelliklere sahip Kizildeniz ile Akdeniz’in
1869 yilinda Siiveys Kanali ile birlestirilmesi, Akdeniz’de biiyiik bir biyo-ekolojik degisimin baslamasina
neden olmustur. Bunun sonucunda ekolojik uyumu yiiksek bir¢ok canli grubu Akdeniz’e go¢ etmistir (Ben-
Tuvia 1978). Siiveys Kanalinin agilmasi iigyiizden (bunlarin yaklasik 50°si balik olmak iizere) fazla tiirtin
Kizildeniz’den Akdeniz’e go¢ etmesine neden olmustur (Por 1978, Boudouresque 1999, Galil 2000). Bu
gocle ilgili olarak ilk kez Por, “Lesepsiyen Go¢” terimini kullanmistir. Kizildeniz’den Akdeniz’e go¢ ederek
kendilerine uygun biyotoplar bulan, zamanla ¢ogalip popiilasyonlar olusturan ve i¢inde bazi omurgasizlarin
da bulundugu bu gogmen tiirlere Siiveys Kanali’nin mimart olan Fransiz diplomat ve ingaat miihendisi
“Ferdinand de Lesseps” anisina “Lesepsiyen Gogmenler” ad1 verilmistir (Mater vd 1995).

Bu gogmen canlilar arasinda Mullidae (Actinopterygii, Perciformes) ailesine ait tiirler ekonomik olarak
biiyiik 6nem tasir. Mullidae ailesi, i¢erisinde 15 farkli cins barindirir ve bunlardan sadece ii¢ cinse (Mullus,
Upeneus ve Pseudupeneus) ait tiir Akdeniz ihtiyofaunasinda bulunur (Whitehead vd 1986). Tirkiye
ihtiyofaunasinda ise bu say1 ikiye (Mullus ve Upeneus) inmektedir.

Ulkemizde Mullidae ailesinin de iginde bulundugu demersal baliklar ve bunlarin avciligi 6nemlidir.
Demersal baliklardan olan barbun (Mullus barbatus Linnaeus, 1758), tekir (Mullus surmuletus Linnaeus,
1758), pasa barbunu (Upeneus moluccensis (Bleeker, 1855)) ve nil barbunu (Upeneus pori (Ben-Tuvia &
Golani, 1989)) ekonomik agidan olduk¢a degerli baliklardir. 2000 yili verilerine gore yilda 2450 ton barbun,
2300 ton da tekir avlanirken bu miktarlar 2004 verilerinde 1848 ton barbun ve 961 ton tekir olarak kayitlara
geemistir (Anonim 2004). Yiiksek ekonomik degerleri nedeniyle Mullidae ailesine ait tiirler iizerindeki av
baskis artmaktadir ve bu nedenle iilkemizdeki popiilasyonlar olumsuz yonde etkilenmektedir. Av araglar1 ve
teknolojilerinin de gelismesi ile bu olumsuzlugu desteklemektedir.

Ekolojik ve ekonomik olarak biiyiik 6neme sahip bu tiirlerin biyolojileri ve ekolojileri ile ilgili birgok
arastirma (Labropoulou ve Eleftheriou 1997, Platell 1998, Martin 1999, Mazzola vd 1999, Celik ve Torcu
2000, Levi ve Francour 2004, Ozbilgin vd 2004, Metin 2005, ismen 2006) yapilmasina ragmen bu tiirlerin
genetik yapilar ile ilgili yapilan ¢alismalar ok kisithdir. Ozellikle {ilkemizde bulunan Mullidae ailesine ait
tiirlerin genetik yapilar, birbirleri ile ve Indo—Pasifik tiirlerle olan genetik yakinliklar1 ve bu tiirlerle iliskileri
sonrasi olusan genetik farkliliklar hakkinda bir aragtirma bulunmamaktadir.

Bu ¢aligsmada; Tiirkiye ihtiyofaunasinda bulunan Mullus barbatus, Mullus surmuletus, Upeneus moluccensis
ve Upeneus pori tirleri ile sadece Karadeniz’de bulunan Mullus barbatus ponticus alt tlirline ait 6rneklerin
morfolojik ve molekiiler diizeyde ayrilmasiyla bu tiirlerin filogenetik iliskilerinin belirlenmesi amaglanmstir.
Bu amacla Akdeniz, Ege Denizi, Marmara Denizi ve Karadeniz’in ¢esitli noktalarindan toplamda 242 adet
ornek toplanmig, Orneklerin morfolojik ayrimda sik¢a kullanilan karakterleri incelenmis ve tiir ayrim
anahtarlar1 yardimiyla morfolojik ayrimlart yapilmistir. Molekiiler incelemelerde ise Orneklerin
mitokondriyal DNA’larindan filogenetik caligmalarda anlam ifade eden bolgeleri (16S rRNA, 12S rRNA,
Sitokrom B (Cytochrome B; CytB), Sitokrom Oksidaz II (Cytochrome Oxydase II; COII) polimeraz zincir
reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction; PCR) ile g¢ogaltilip, incelenen tiirler arasindaki benzerlik ve
farkliliklarin ortaya ¢ikarilmasi amaci ile dizi analizi uygulanmustir.

Bu c¢alismanin bir amaci da Karadeniz’de bulunan Mullus barbatus ponticus alt tiiriiniin Akdeniz, Ege
Denizi, Karadeniz ve Marmara Denizi’nden elde edilen Mullus barbatus Ornekleri ile olan molekiiler
yakmligmin ortaya g¢ikarilmasidir. Bu alt tiire iliskin daha once yapilmis herhangi bir molekiiler ¢aligma
bulunmamaktadir. Sadece morfolojik karakterlerden yola ¢ikilarak alt tiir olduguna karar verilen Mullus
barbatus ponticus’un filogenideki yeri, bu ¢aligma ile molekiiler olarak da incelenmistir. Mullidae ailesi ile
ilgili benzer ¢aligmalar farkli arastiricilar tarafindan yapilmis olsa da, Tiirkiye ihtiyofaunasinda bulunan tim
Mullidae ailesine ait tiirlerin molekiiler olarak incelendigi kapsamli bir ¢alisma daha 6nce yapilmamustir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Mullidae (Barbungiller)

Mullidae ailesinin iiyelerinin boylart 15-40 cm arasinda degisir. 10 yil kadar yasayabilir ve 1 veya 2.
yaglarindan itibaren cinsi olgunluga erisirler (Can ve Bilecenoglu 2005). Su sicakliginin 14°C’ye yiikselmesi
ile derinlerden sahillere siiriiler halinde gogerler. Mayis ayindan Temmuz ayma kadar sig sulara
yumurtalarini birakirlar. Yumurtalar: 0.8 mm ¢apinda ve pelajiktir (Atay ve Bekcan 2000).

Erginleri su sicakligi 24°C’yi bulunca, yavrular ise sonbaharda derinlere gogerler. Kis1 100-300 m derinlikte
gecirirler. Larvalar planktonla, erginler dipte kiigiikk omurgasiz hayvanlar ve baliklarin yavrulan ile
beslenirler. Renkleri, sirtta hafifge esmer kirmizi, yanlart erguvan kirmizisi veya sarimsi pembe, karin
genellikle a¢ik renklidir (Atay ve Bekcan 2000).

Fanyal1 aglar ve trol aglartyla avlanirlar. Ayrica sepet, paraketa ve olta ile de yakalanirlar. Sularimizda dort
onemli tiirti (barbun, tekir, paga barbunu, nil barbunu) bulunur (Atay ve Bekcan 2000).

Cizelge 2.1. Mullidae ailesinin siniflandirilmast (Myers vd 2006).

Alem Animalia
Eumetazoa
Bilateria
Deuterostomia
Sube Chordata
Craniata

Alt Sube Vertebrata
Ust Siuf Gnathostomata

Euteleostomi
Siif Actinopterygii
Alt Simif Neopterygii
Teleostei
[OSME1SIll Acanthopterygii
Takim Perciformes
Alt Takim REEEIGS
Aile Mullidae

2.1.1. Mullidae ailesine ait tiirlerin diinyadaki dagilhim

Mullidae ailesi, igerisinde hem Atlanto-Mediteran hem de Indo-Pasifik zoocografik kokene ait tiirler
bulundurmaktadir. Cok genis bir dagilima sahip olan Mullidae ailesine ait tiirler, Dogu Atlantik’te, Avrupa
ve Afrika kiyilar1 boyunca, Ingiltere adalarindan Kanarya Adalari’na kadar ve tiim Akdeniz’de (Whitehead
vd 1986); 100-300 m derinliklere kadar uzanabilen sahil bdlgesinin, dipleri kumlu—¢amurlu ya da tamamen
camurlu kesimlerinde dagilim gosterir (Aksiray 1987).



2.1.2. Mullidae ailesine ait tiirlerin Tiirkiye’ deki dagilimi

Mullidae’ye ait tiirler sularimizda en fazla Akdeniz, Ege Denizi’nin Anadolu sahillerinde, Marmara Denizi
kiyilarinda ve az miktarda da Karadeniz’de bulunur (Atay ve Bekcan 2000, Can ve Bilecenoglu 2005).
Mullidae ailesine ait tiirlerin iilkemiz denizlerindeki dagilimi Cizelge 2.2.’de gosterilmistir.

Cizelge 2.2. Mullidae ailesine ait tiirlerin tilkemiz denizlerindeki dagilimi (Bilecenoglu vd 2002).

A

Mullus barbatus (barbun) iF + + +
Mullus surmuletus (tekir) + + + +
Mullus barbatus ponticus (Karadeniz barbunu) - - - aF
Upeneus moluccensis (pasa barbunu) + + - -
Upeneus pori (nil barbunu) A - - -

2.1.3. Barbun: Mullus barbatus Linnaeus, 1758

Zoocografik koken olarak Atlanto—Mediteran bir tiirdiir. Demersal bir tiir olan Mullus barbatus’un yasam
ortamint 2-200 m derinliklerde, kumlu ve ¢amurlu zeminler olusturur. 200 m’nin altindaki derinliklerde
nadiren rastlanir (Whitehead vd 1986, Fischer vd 1987, Mater vd 2003). Tiirkiye’de Karadeniz, Marmara
Denizi, Ege Denizi ve Akdeniz’de yaygin olarak bulunur (Bilecenoglu vd 2002).

Sekil 2.1. Mullus barbatus (Bauchot 1987).

Boyu en ¢ok 30 cm olmakla beraber, 10-20 cm boydaki bireyler yaygindir (Whitehead vd 1986, Fischer vd
1987, Mater vd 2003). Birinci sirt ylizgecinde 7-8 diken 1s1n, ikinci sirt yiizgecinde 1 diken, 7-8 yumusak
1s1n bulunur. Yanal ¢izgide 31-35 adet biiyiik pul vardir. Bas profili diktir. Cene altinda g6giis yiizgecinden
daha kisa olan bir cift barbel (bryik) vardir. Alt ¢cenede ¢ok kiiglik kadifemsi disler mevcut iken iist ¢cene
digsizdir. Viicudu sirtta kirmizi veya kahverengi tonlardadir; yanlarda kirmizi lekelere rastlanir; karin kismi
beyaz renktedir (Can ve Bilecenoglu 2005).



Karadeniz’de Haziran—Agustos aylari, Marmara Denizi’'nde ve Ege Denizi’nde Nisan — Eylil aylari,
Akdeniz’de Mayis—Eyliil aylar1 arasinda iirerler, ancak en yiiksek yumurtlama Haziran-Temmuz aylarinda
gerceklesir. ilk eseysel olgunluga yaklasik 14 cm boy ve 1. yasta erisir. Larva doneminden 3—4 cm boya
ulasincaya kadar su kiitlesi icinde yasarlar (pelajik), sonra dip bolgelere inerler (Whitehead vd 1986, Fischer
vd 1987, Akyol vd 2000, Mater ve Coker 2002) .

Sekil 2.2 Mullus barbatus (Anonim 2006a).

Ekonomik degeri ¢ok yiiksektir. Ailenin diger tiirleri olan Mullus surmuletus ve Upeneus moluccensis ile
birlikte y1lda 4750 ton avlanmaktadir (Anonim 2000). Avcilig1 dip, trol ve uzatma aglariyla yapilir.

2.1.4. Karadeniz barbunu: Mullus barbatus ponticus (Essipov, 1927)

Sekil 2.3. Mullus barbatus ponticus (Svetovidov 1964).

Karadeniz’de bulunan Mullus barbatus ponticus, alt tirii oldugu Mullus barbatus’tan gézaltindaki pul sayisi,
alt ¢gene uzunlugu ve renk farklilig1 gibi morfolojik karakterlerin farklilig1 ile ayrilmaktadir. Bu karakterler
Cizelge 2.3.’de gosterilmistir.


http://www.fishbase.org/

Sekil 2.4. Mullus barbatus ponticus (Anonim 2006b).

Cizelge 2.3. Mullus barbatus ponticus 'u Mullus barbatus’dan ayiwran morfolojik karakterler (Hureau 1986).

Renk Kirmizi-Kahverengi Glimiisi, sirt bolgesinde koyu renklenme var
Alt Cene Gozlin 6n kismi hizasina ulagir Go0ziin 6n kismi hizasina ulagmaz
Gozalt1 pul sayisi 3 4

2.1.5. Tekir: Mullus surmuletus Linnaeus, 1758

Zoocografik kdken olarak Atlanto—Mediteran bir tiirdiir. Demersal bir tiir olan Mullus surmuletus’ un yagam
ortam1 5—100 m derinliklere kadar olan kumlu, ¢camurlu ve kayalik zeminlerdir (Whitehead vd 1986, Fischer
vd 1987, Mater vd 2003). Tiirkiye’de Karadeniz, Marmara Denizi, Ege Denizi ve Akdeniz’ de yayilim
gosterir (Bilecenoglu vd 2002).

Sekil 2.5. Mullus surmuletus (Bouchot 1987).
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Boylar1 en ¢cok 40 cm olmakla beraber genellikle 25 cm’yi gecmez (Whitehead vd 1986, Fischer vd 1987,
Mater vd 2003). Birinci sirt ylizgecinde 7-8 diken 1s1n, ikinci sirt yilizgecinde 1 diken ve 7—8 yumusak 1sin
bulunur. Birinci sirt yiizgecindeki sar1 leke ve bas profilinin egimli olmasiyla Mullus barbatus tiirinden
kolayca ayirt edilebilir. Cenesinin altinda bir ¢ift barbeli olup, uzunlugu goégiis ylizgeci uzunlugundan
fazladir. Alt genesinde ¢ok kiigiik, kadifemsi disler mevcuttur, ancak iist ¢enesi digsizdir. Yanal ¢izgide 33-37
adet pul vardir. Viicudu sirtta kahverengi veya kirmizi, karinda ise beyaz renktedir. Go6ziiniin arkasindan
baslayip kuyruga kadar uzanan kirmizimsi bir serit mevcuttur. Ayrica yanlarda 2—3 adet sar1 seride rastlanir.
Kuyruk yiizgeci genellikle sarimsi tondadir (Can ve Bilecenoglu 2005).

Ege Denizi'nde Mart-Haziran, Akdeniz’de Mayis—Agustos aylari arasinda tirerler. Yumurta ve larvalar
pelajiktir. Ik eseysel olgunluk boyu 14 cm’dir (Whitehead vd 1986, Fischer vd 1987, Mater vd 2003).

Sekil 2.6. Mullus surmuletus (Anonim 2006¢).

Ekonomik degeri ¢ok yiiksektir. Aveilig1 dip trolii ve uzatma aglarinin yani sira oltayla ve zipkinla da yapilir.

2.1.6. Pasa barbunu: Upeneus moluccensis (Bleeker, 1855)

Zoocografik koken olarak Indo-Pasifik bir tiirdiir (Can ve Bilecenoglu 2005). Demersal bir tiir olan Upeneus
moluccensis’in yasam ortami derinligi 100 m’yi gegcmeyen kumlu ve ¢amurlu ortamlardir (Atay ve Bekcan
2000). Turkiye’de Akdeniz ve Ege Denizi’nde yayilim gosterir (Bilecenoglu 2002).

Sekil 2.7. Upeneus moluccensis (De Bruin vd 1995).
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Boyu en fazla 24 cm uzunluga erigebilir ve genellikle 10-15 cm uzunlukta olur. Alt ¢enenin altinda bir ¢ift
uzun biyik bulunur. Burun olduk¢a az derin ve yuvarlaktir. Viicudu glimiisiimsii renkli ve gdzden itibaren
kuyruk yiizgecine kadar belirgin sar1 banthidir. Viicudu uzun, yanlardan hafif basik, sirt yiizgecleri
birbirinden ayrilmis, birinci sirt yiizgeci ilki ¢ok kiigiik 8 dikenli, ikinci sirt yiizgeci bir diken ve 8 1sinhidir
(Atay ve Bekcan 2000).

Sekil 2.8. Upeneus moluccensis (Randall 1997).

Ureme donemi Mayis ile Temmuz aylar1 arasindadir. Ekonomik degeri yiiksek olan bu tiiriin aveiliginda trol,
manyat, uzatma aglari ve voli aglar1 kullanilmaktadir.

2.1.7. Nil barbunu: Upeneus pori (Ben-Tuvia & Golani, 1989)

Zoocografik koken olarak Indo-Pasifik bir tiirdiir. Demersal bir tiir olan Upeneus pori’nin yasam ortami
derinligi 50 m’yi gegmeyen kumlu ve ¢amurlu ortamlardir. Tiirkiye’de sadece Akdeniz de yayilim gosterir
(Can ve Bilecenoglu 2005).

Boyu en fazla 17 cm uzunluga erisebilir ve genellikle 5-14 cm uzunlukta olur. Viicut uzamisg, 6nden silindirik
goriinimde ve orta noktaya dogru basiktir. Birbirinden ¢ok net ayrilmis 2 sirt yilizgecine sahiptir. Birinci
diken en uzunudur. Ikinci sirt yiizgeci anal yiizgecin kargisinda bulunur. Kuyruk yiizgeci derinlemesine ve
catalims1 goriinimdedir. Cenesinde bir ¢ift barbel bulunur. Sirt yiizgegleri arasinda dort sira pul bulunur.
Renk geride ve yanlarda alacali, kahverengi-kirmizimsi, karin beyazimsidir. Kuyruk yilizgecinin iist lobunda
3-7 adet beyaz aralikli, kirmizimsi-kahverengi serit, alt lobunda ayni renklerde 4-5 serit bulunur (Hureau
1986).

Sekil 2.9. Upeneus pori (Randall 1997).
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2.2. Taksonomi

Taksonomi, canlilarin benzerlik, akrabalik ya da koken iligkisiyle siniflandirilmasi olarak tanimlanir. Bugiine
kadar taksonomide kullanilan morfolojik karakterlere dayali taksonominin yani sira, molekiiler genetigin
gelismesiyle canlilarin genetik yapilarindan yola ¢ikilarak yapilan taksonomi g¢aligmalartyla da evrimsel
siirece dair ¢cok dnemli bilgiler elde edilmektedir (Qi vd 2007).

2.2.1. Morfolojik taksonomi

Morfolojik taksonomi ¢alismalarinin iki 6nemli agamast bulunur. Bunlardan birincisi teshistir. Teshis
yapilirken 6rnekler daha dnceden taksonomide yerleri belirlenmis bireylerle karsilastirilir ve taksonomik
acidan anlam tasiyan karakterleri agisindan degerlendirilir. Bu karakterler bir taksona ait bireyleri diger bir
taksona ait bireylerden kesin olarak ayirt edebilen karakterlerdir.

Sut Yiirgeci
r 1

Ust Cene Solungag Kapad Diken Ismlar Yumusak Ismlar Kuyruk Yiizzeci
(Ust Lobu)

}?"?(‘l.’:'_-‘_- =y -

e e e

Fuyruk Yiizgeci
[Alt Lobu)

Sekil 2.10. Kemikli baliklarda temel viicut boliimleri.

Ikinci asama ise simiflandirmadir. Siniflandirmada tiir, cins, aile gibi taksonomik gruplar gesitli dzellikleri
bakimindan birbirleriyle karsilastirilarak diizenlenir. Siniflandirma yapilirken taksonlarin birbirleri ile
akrabaliklar1 6nem tagir.



2.2.2. Molekiiler taksonomi

Baliklarda yiiriitiilen sistematik ¢aligmalar, diger bir¢ok canli tiiriinde de oldugu gibi klasik olarak morfolojik
karakterlerden yola c¢ikilarak yapilmaktadir. Bugiline kadar olusturulan taksonomik siniflandirmalarda
genellikle morfolojik karakterlerden yararlanilmigtir. Molekiiler genetik alanindaki gelismeler sonrasinda
genetikciler ve taksonomistler, tiirleri tanimlamada, her bir tlirlin sahip oldugu farkli genetik yapidan
yararlanma yolunu se¢mislerdir.

Canlilarin taksonomik yerlerinin kesin olarak belirlenebilmesi i¢in kimi zaman degisik tiirler arasinda
morfolojik ve anatomik Ozelliklerin farkliliklar1 yeterli olmamaktadir. Ayrica canlilarin yasadiklar1 farkli
habitatlar da morfolojik ve anatomik yapilarinda farkli degisimler meydana gelmesine neden olacagindan,
ayni tiirlere ait bireyler morfolojik ve anatomik olarak birbirinden farkliliklar gosterebilirler. Taksonomik
calismalarda bizi genetik yapidan faydalanmaya iten en 6nemli neden de genotipin fenotipten daha iistiin,
kararli bir yapiya sahip olmasidir. Bir karakteri birden fazla lokusun belirlemesi, bir genin birden fazla
karakteri etkilemesi ve genotip-cevre etkilesimi gibi iligskiler morfoloji yoluyla elde edilen bilgilerin tek
bagma yeterli olmasini engellemektedir (Klug ve Cummings 2000). Bu sebeple giiniimiizde taksonomi ve
filogeni ¢aligmalarinda DNA’y1, 6zellikle de mitokondriyal DNA’y1 hedef alan molekiiler teknikler siklikla
kullanilmaya baslanmustir.

2.3. Mitokondriyal DNA (mtDNA)

Giintimiizde, mitokondriyal DNA’nin molekiiler temeli ve genlerinin fonksiyonlar ile ilgili ¢ok fazla bilgi
bulunmaktadir. Pek ¢ok dkaryotta mtDNA cift zincirli kapali halkasal yapidadir, yari sakli (semikonservatif)
olarak kendini esler ve Okaryotlarin bir 6zelligi olan kromozomal proteinlere bagh degildir. Biiyiikligii
bakimindan mtDNA organizmadan organizmaya farklilik gosterir. Insan da dahil pek ¢ok hayvanda mtDNA,
16.000 ila 18.000 bg (16-18 kb) biiyiikliiglindedir. Omurgalilarda organel basina 5 ila 10 mtDNA molekiilii
bulunurken, bitkilerde ise bu say1 organel basina 20-40 kopyaya kadar ¢ikabilir (Klug ve Cummings 2000).

Birkag¢ istisna diginda gen tekrari hi¢ yoktur ya da g¢ok azdir ve replikasyonu c¢ekirdek DNA’sindan
sentezlenen enzimlere baglidir. Mitokondriyal genler, ribozomal RNA’lari, 20°den fazla tRNA’y1 ve
organelin hiicresel solunum gorevini yapabilmesi i¢in gerekli pek c¢ok proteini kodlamaktadir (Klug ve
Cummings 2000).

Sekil 2.11. mtDNA (Sorenson 2003).
9



Cekirdekteki DNA ile mtDNA’nin farkli evrimsel kdkenlerden geldikleri ve mtDNA’nin bakterilerde
bulunan halkasal genomlardan tiiredigi diisiiniilmektedir. Bu 6zelligi ile prokaryot hiicreden 6karyot hiicreye
gecis konusuna 1g1k tutar. Ayrica evrimsel siirecle ilgili bircok calismaya da dayanak olmustur. Eseyli iireyen
Okaryotlarda dollenme esnasinda sadece yumurta hiicresindeki mitokondriler zigot igerisinde Kkalir.
Spermatozoidin ¢ogunlukla tek olan mitokondrisi ise dollenme gergeklestiginde spermle birlikte Oliir.
Boylece normal diploid hiicre DNA’s1 hem anne hem de babadan gelen genlerle olusurken, mitokondriyal
DNA sadece anneden alinmis olur (Meusel vd 1993).

Mitokondriyal DNA’nin taksonomik ¢aligmalarda 6nemli olan 6zellikleri sdyle 6zetlenebilir:

Sadece anneden gelen halkasal kod dizisine sahiptir.

Kod dizisi hiicre DNA’sindan ¢ok daha kisa.

Sadece mutasyonlarla degisim gostermis.

Mayoz bdliinme gegirmemis.

Mutasyonlar takip edilerek filogenetik soy agaci olusturmaya imkan tanir.

bl

Bu bilgiler 15181nda, inceledigimiz tiirlerin mtDNA’sinda bulunan, yliksek evrimsel stabiliteye sahip ve
filogenetik ¢aligsmalarda sikca kullanilan genlerin, molekiiler teknikler ile izolasyonu, bunlarin jel
elektroforezinde goriintillenmesi, polimeraz zincir reaksiyonu teknigi ile cogaltilip, dizi analizlerinin
yapilmasi ile elde edilecek verilerden yola c¢ikarak yapilacak bir filogenetik analiz ile daha dogru bir
taksonomik inceleme yapmak miimkiin olacaktir.

2.4. Jel Elektroforezi

Elektroforez, yiiklii molekiillerin, bir elektriksel alan uygulandiginda, sivi igeren bir ortamda hareket
hizlarmin 6l¢iildiigii bir yontemdir (Klug ve Cummings 2000). Temel bir elektroforez seti Sekil 2.12.°de
goriildiigii gibidir. Jelin kendisi nisasta, agar veya poliakrilamid gibi bilesenlerin birinden yapilmis olan
jelatin benzeri gézenekli bir levhadir. Jelin bir ucunda bazen de ortasinda, 6rneklerin jele uygulandigi kuyular
bulunur. Ayristirilacak molekiil karisimi igeren soliisyon pipet aracilifiyla bu kuyulara doldurulur. Daha
sonra, 1slak kalmasmi ve elektrik akimini iletmesini saglamak i¢in jel, bir tampon c¢ozelti icerisine
yerlestirilir. Elektrotlara baglanmis olan bir gii¢ kaynagi jel ortaminda bir elektriksel alanin olusmasini saglar
(Freeman ve Herron 1999).

Gilg kaynagi

Elektroforez ile (-) Elektrot
ayrilacak orneklerin
jele uygulandian
(damlatiidigi) oyuklar
=

>

____— (+) Elektrot

Tampon cozelti ile doldurulan jel tanki

Sekil 2.12. Jel elektroforezi (Freeman ve Herron 1999).
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Proteinler ve DNA dahil, ¢ogu biyolojik molekiil ¢ozeltilerde elektriksel olarak yiiklidiir. Elektriksel olarak
yiiklii olduklarindan, bu molekiiller elektriksel alanin etkisi ile jelde hareket ederler. Ornegin, negatif yiiklii
molekiiller pozitif elektrota dogru hareket ederler. Bir molekiiliin jelde hareket etme hiz1 bir takim etkenlerle
belirlenir. Bunlarin bazilari;

1. Molekiiliin elektrik yiikiiniin, molekiiliin kiitlesine olan orani. Elektriksel ytikii yiiksek, kiitlesi kiigiik
olan molekiiller daha hizli hareket ederler.

2. Molekiiliin fiziksel biiyiikligii — Kii¢clik molekiiller jeldeki gdzeneklerden daha kolaylikla gecerler
ve dolayisiyla daha hizli hareket ederler.

Eger jel iizerindeki kuyulara uygulanan karisim farkli yiik-kiitle oranlar1 ve/veya farkli biiyiikliiklere sahip
molekiiller iceriyorsa, bu molekiiller jelde farkli hizlarda hareket edeceklerinden birbirlerinden
ayrilacaklardir (Freeman ve Herron 1999).

2.4.1. DNA elektroforezi

DNA molekiilii, oncelikle her bir niikleotidte bulunan fosfat grubu nedeniyle soliisyon iginde negatif
yiklidiir. Uzunluklar1 ne olursa olsun, tiim DNA molekiilleri yaklagik ayni yiik/kiitle oranina sahiptirler.
Ancak, kiiciilk DNA molekiilleri elektroforez jelinde daha hizli hareket ederler. Eger bir jel {izerinde degisik
uzunluga sahip DNA fragmentleri iceren bir karisim yiiriitiiliirse, bu DNA fragmentleri biiyiikliiklerine gére
birbirinden ayrilir. Eger jel tizerindeki bantlar1 boyar veya fliioresans hale getirerek goriiniir kilarsak, bu
bantlar1 fragment biiyiikliigline gore ayirt edebiliriz (Sekil 2.13.) (Freeman ve Herron 1999).

e

|
\‘I ]

-ges

Sekil 2.13. Agaroz jel. Etidyum bromiir ile boyanmus ve ultraviyole 15181 altinda goriintiilenen DNA
garozj 'y Y Y g g
parcalarinin birbirlerinden ayrimini gosteren agaroz jel (Freeman ve Herron 1999).

2.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction; PCR)

1986 yilinda gelistirilen PCR, molekiiler biyoloji, insan genetigi, evrim, gelisim ve adli vakalar gibi pek ¢ok
disiplinde uygulama olanagi bulmustur (Klug ve Cummings 2000).

PCR, DNA molekiilleri toplulugunda, 6zgiil hedef DNA dizilerinin dogrudan ¢ogaltilmasina dayanir ve bu
yontemin uygulanabilmesi igin, nanogram diizeyindeki miktarlarda DNA bile yeterlidir. PCR ile belirli bir
bolgeyi ¢ogaltabilmek igin, hedef DNA’nin niikleotit dizisi hakkinda bazi bilgiler gerekir. Bu bilgi, tek
zincirli hale getirilmis DNA’ya baglanacak olan iki oligoniikleotit primerin sentezi i¢in kullanilir. Bu
primerler, ¢ogaltilacak tek zincirli DNA molekiiliindeki tamamlayici dizilerle hibridize olur. Isiya dayanikli
bir DNA polimeraz (Taq polimeraz olarak adlandirilir), calisan DNA’daki hedef bdlgenin sentezini saglar
(Sekil 2.14.). PCR reaksiyonunda ii¢ temel basamak vardir ve ¢ogaltilmis iiriiniin miktari, teorik olarak bu ii¢
adimin tekrarlanma sayisina baglidir:
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IIk adimda, cogaltilacak DNA denatiire edilerek tek zincirli hale getirilir. Bu DNA, temiz olmak
zorunda degildir ve genomik DNA degisik kaynaklardan elde edilebilir. Cift zincirli DNA, tek
zincirli hale gelene kadar isitilir (90-95°C’de, yaklasik 5 dakika siireyle).

Sicaklik 50 ila 70°C arasinda bir degere diisiiriiliir ve primerlerin tek zincirli hale getirilmis DNA’ya
baglanmasi saglanir. Bu primerler yapay oligoniikleotitlerdir (15-30 niikleotit uzunlugunda) ve
cogaltilacak DNA kisminin uglarindaki tamamlayici dizilere 6zgiil olarak baglanir. Bu primerler,
kalip DNA’nin sentezi igin, baslangi¢ noktasi olarak gorev yaparlar.

DNA polimerazin 1stya dayanikli bir sekli (sicak su kaynaklarinda yasayan bir bakteriden elde
edilen enzim, Taq polimeraz) reaksiyon karisimina ilave edilir ve DNA sentezi 70 ila 75°C
arasindaki sicakliklarda gergeklesir. Polimeraz enzimi, niikleotitleri 5° den 3" ne dogru ekleyerek,
primerlerin uzamasini saglar ve hedef DNA’nin iki zincirli kopyasini olusturur (Klug ve Cummings
2000).

1. Déngl
2 3 Cogaltilacak
3 5 DNA
5 3
1. Basamak
* Denatiire DNA
3 5
5 3% ’
. _y UL s 3 pasamak
5 TTTTTT 3 Primerier Primerlerin
3 R baglanmasi
3 5
5 3
111 PRLLLLLLLL o 3. Basamak
3, 5_ Primerlerin
S TTTTTTTITITTITITTTTTTTT T3 uzamasi
3 5
l C
2. Dongl
5 TTT 3
gLl e
ST ¥
W " 1. ve 2. Basamak
3 L L] :|[|H||5' Denatiirasyon
S R AR ] TTTTTTT T 3" veyeni primerlerin
5 | - baglanmasi
S T 3
3 1 5
5 T 3
3: LEErtietd lIJIlE15:
S TTTTTTTT T T3
g LLILILLI 5 3,
S TTTTTTTITTT T ST 3 Frimerlerin
i o uzamasi
gollLIIIIII] MILITLILL o
7 R s
e R RRRRAR il TTT 3
3 | | 11 | 11 L1l g (lkinci dongt
son a
l dort yeni DNA
moleklli olusur)
20 déngi sonucu DNA kopya sayisi
1DG'ya ulagir

Sekil 2.14. PCR yéntemi. Polimeraz zincir reaksiyonunda (PCR), ¢ogaltilacak DNA denatiire edilerek tek
zincirli hale getirilir, her bir zincir daha sonra kiigiik tamamlayict primerler ile birlesir. Primerler,
cogaltilacak DNA par¢asinin u¢ bolgelerine komplementer olan sentetik oligoniikleotidlerdir. Tek zincirli
DNA yi kalip olarak kullanan DNA polimeraz enzimi, primerin 3 ‘ucundan itibaren niikleotitleri ilave ederek
primeri uzatir. Sonugta, primerin iginde bulundugu yeni zincirin sentezlenmesi ile ¢ift zincirli DNA molekiilii
olusur. Ikinci PCR dongiisiinde ilk dongiide olugan iiriinler denatiire edilerek tek zincirli hale getirilir,
primerler ilave edilir ve DNA polimeraz primerleri uzatir. Tekrarlanan dongiiler sonucu orijinal DNA dizisi

1,000,000 katdan daha fazla ¢ogalmus olur.
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Bu {i¢ basamaktan olusan bir reaksiyon seti; ¢ift zincirli {iriiniin tek zincirli hale getirilmesi (denaturation),
primerlerin baglanmasi (annealing) ve polimeraz enzimi ile zincirin uzamasi (extension), bir dongli olarak
ifade edilir. PCR bir zincir reaksiyonudur, ¢iinkii yeni DNA zincirlerinin sayis1 her dongiide iki katina ¢ikar
ve yeni zincirler bir sonraki dongiide kalip gorevi goriirler. Bir dongii 4-5 dakika siirer ve pek cok kez tekrar
edilir. Yirmibes-otuz dongii sonunda, DNA miktarinda yaklasik 1.000.000 kez artma olur. Islem,
thermocycler (1s1 dongiiclisii) denilen makinelerde, 6nceden dongii sayisi ve sicakliklari belirlenen
programlarla, otomatik olarak gergeklestirilir (Klug ve Cummings 2000).

2.6. DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi, gen yapis1 ve genetik kontrol mekanizmalar1 hakkinda bircok bilgi edinmemizi saglamistir.
1940’larda DNA baz kompozisyonunu saptama yontemleri bulunmasina karsin DNA’daki niikleotit
dizilerinin dogrudan kimyasal analizi 1960’larda gelistirilip kullanilmaya baglanmistir (Klug ve Cummings
2000).

1970’lerde daha etkin ve dogrudan niikleotit dizi analizine yonelik yontemler gelistirilmeye baslanmustir.
Herhangi bir organizmadan ¢ok miktarda saf DNA fragmanlari elde edilmesini saglayan rekombinant DNA
tekniklerinin gelistirilmesine paralel olarak dizi analizi yontemleri de gelistirilmeye baglanmistir. Allan
Maxam ve Walter Gilbert’in kimyasal yontemi DNA’nin belirli bazlardan kirllmasina dayanmaktadir. Fred
Sanger ve arkadaglarinin gelistirdigi ikinci yontemde ise belirli bir bazda sonlanan bir DNA zinciri sentezi
gergeklestirilmektedir. Her iki yontemde de dizisi saptanacak DNA’ya dort ayri reaksiyon uygulanmaktadir
(her baz i¢in bir tane). Bu dort reaksiyonun {irlinleri, bir niikleotit uzunlugu kadar farkli, bir dizi DNA
pargaciklaridir. Dort reaksiyonun friinleri bir jelde dort ayr1 kuyucukta yan yana elektroforez ile
ayristirtlmaktadir. Jel hattindaki her bir bant belirli bir baza karsilik gelmektedir ve jeldeki bantlardan DNA
parcaciginin dizisi okunabilmektedir (Sekil 2.15.) (Klug ve Cummings 2000).

G>A A>G C C+T ddG ddA ddT ddC
|
=) : — T
= — |
= — 3
=
pr— pr—
== —
— =
-— — —ri
— == o= | e :
- =
— <tac ===
—t
= — — o
== s HET, —_— 2 2vi
—_— = S ek
— e [ -_—
— | Y i

Sekil 2.15. Maxam-Gilbert ve Sanger yontemi. Swrasiyla Maxam-Gilbert ve Sanger yontemi ile elde edilen
niikleotit dizileri (Klug ve Cummings 2000).

DNA dizi analizinde en ¢ok kullanilan yontem, tek zincirli DNA kalibinin tamamlayici zincirinin DNA
polimeraz enzimi ile 5'den 3'ne dogru sentezlenmesi islemine dayanir. DNA dizi analizi reaksiyonlarinda
normal niikleotitlerin yani sira, dideoksiniikleotit adi verilen 06zgiil baz analoglart kullanilir. DNA
parcasindaki niikleotit dizisinin tayini i¢in, her biri ayr tiiplerde olmak {izere dort reaksiyon seti hazirlanir.
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Her tiipte, tek zincirli bir DNA kalib1 (dizisi belirlenecek olan DNA pargasi), uygun bir primer, DNA
polimeraz, dort niikleotit ve oransal olarak daha az miktarda dort tip dideoksiniikleotitlerden sadece biri
bulunur. DNA sentezi olurken, DNA polimeraz, arada sirada, uzayan DNA zincirinin yapisina niikleotitlerin
yani sira dideoksiniikleotitleri de sokar. Bu niikleotit analogu 3" hidroksil grubu igermedigi i¢in bir sonraki
niikleotit ile 3" bag1 olusturamaz ve bu nedenle DNA sentezi sonlanir. Her bir tlipte uzunluklart birbirinden
birer niikleotit farkli olan, degisik uzunluklardaki DNA molekiilleri birikir. Her bir reaksiyon tiiptindeki
ornekler jel elektroforezine yan yana yiiklenerek, tiiplerdeki DNA pargalari birbirinden ayrilir. Pargalarin jel
iizerinde goriiniimleri saglandiginda merdivene benzer bantlar serisi ortaya ¢ikar. Dizi asagidan yukari: dogru
okunarak, baz dizilimi gergeklestirilen DNA kalibinin tamamlayicisinin 5°den 3'ne dogru niikleoitit dizisi
belirlenmis olur (Sekil 2.16.) (Klug ve Cummings 2000).
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Sekil 2.16. DNA dizi analizi. Dort ayri DNA dizi reaksiyonu (her bir hatta) sonucu olusan bazlarin ayrimini
gosteren DNA dizi analizi jelinin fotografi (Klug ve Cummings 2000).

Genomlarin dizi analizi i¢in, otomatik DNA dizi analizi aletleri ve radyoaktif izotop yerine fliioresan boyalar
kullanilir. Bu sistemde dort farkli renkte boya kullanilir ve sonugta, dizinin okunmasini saglayan dort farkl
renkteki piklerin olusturdugu bir model ortaya ¢ikar (Sekil 2.17.) (Klug ve Cummings 2000).
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Sekil 2.17. Elektroforegram. DNA dizi analizi her bir baz i¢in ayri fliioresan boyalarin kullanildig
makinelerde otomatik olarak yapilabilir, ayrilan bazlar yatay eksen boyunca soldan saga dogru okunur
(Klug ve Cummings 2000).

DNA dizi analizi; genlerin organizasyonu, dogasi ve ayrica gen ve gen iiriinlerinin degismesine neden olan
mutasyonlarin (proteinlerle genler arasindaki birlikteligin kesin gostergesidir) sayisi, yeri ve cesidi ile ilgili
bilgiler verir. Dizi analizi ayrica, prokaryotik ve Okaryotik genlerde yer alan kontrol boélgelerin
organizasyonu ile ilgili ¢aligmalarda ve proteinlerin aminoasit dizilerinin ortaya ¢ikarilmasinda kullanilir
(Klug ve Cummings 2000).

2.7. Filogenetik Analiz

Organizmalarin evrimsel tarihi filogeni olarak adlandirilir. Farkli tiirler arasindaki iligskiyi ortaya koymak
amactyla filogenetik analizlerden yararlanilmaktadir. Molekiiler diizeyde gergeklestirilen filogenetik
calismalar, DNA ve proteinlerde meydana gelen degisikliklerin hizin1 ve karakterini belirlemeye ve boylece
genler ile organizmalarin evrimsel tarihini arastirmaya ydneliktir. Filogenetik analizlerde tiirler arasindaki
evrimsel iliskiyi ortaya koymada en uygun yaklasim, elde edilen verilerin ¢esitli akig semalar1 ve istatistiksel
analizler yoluyla filogenetik agaglara doniistiiriilmesidir (Saitou ve Imanishi 1989).

2.7.1. Filogenetik agaclar

Bir filogenetik agac, dallanma olaylarinin modelini ve bazi durumlarda zamanini tanimlar. Tiirlesme sirasint
ve hangi taksonlarin yakin ya da uzak akraba olduklarini kaydeder. Agag, baslica bir diigiim ve dallardan
olusur. Dallar, tiirlerin atasal popiilasyonlarinin zaman igerisindeki durumlarint gdsterir. Diigiimler ise bir
tiirtin iki veya daha fazla tiirev popiilasyona ayrildig1 noktaya karsilik gelir (Freeman ve Herron 1999).
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Sekil 2.18., gliniimiizde filogeniler ¢izmenin bir yolunu gostermektedir. Bu agacta Takson 1’den Takson 6’ya
kadar isaretlenen dal uglart 6nemli bir noktayr acgiklamaktadir: Bir filogeni iizerinde dal ucu, dal veya

diigiimler popiilasyondan veya tiirden, sube ya da aleme kadar herhangi bir taksonomik diizeydeki canli
popiilasyonlarini temsil edebilir (Freeman ve Herron 1999).
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Sekil 2.18. Filogenetik agag ¢izimi. Bu agact okumak igin en alttan baslanip yukariya dogru devam edilir. A
ile gosterilen diigiimde bulunan popiilasyon 1-6 taksonlarinin ortak atasidir. Bu gruplardan biri Takson 1’e
evrimlesmis; digeri ise 1-5 taksonlarinin ortak atasi olan diigiim B’de ki popiilasyona evrimlesmistir
(Freeman ve Herron 1999).

Agag¢ okumanin diger bir anahtari, agaclar1 kokleri tabanda, uglar1 tepede vertikal olarak ya da kokleri solda,
uclart sagda horizontal olarak konumlanabileceklerini bilmektir. Dallar diyagonal ya da ici bos ¢izgilerden
olusabilir (Sekil 2.18.). Eger dal uzunluklari zaman ya da taksonlarin ayrilmasindan sonraki genetik degisim
miktar1 ile orantiliysa, bir 6lgek ya da etiketli eksen verilir. Diger tiirlii, dal uzunlugu keyfi olup okumay1
kolaylastirmak i¢in ¢izilirler (Freeman ve Herron 1999).

A B C D E F E E D C B A A B E E D C
NG aa w[) w

Sekil 2.19. Vertikal agacglar. Bu diyagramlar, ayni evrimsel iliskileri temsil eden alti farkli yolu
gostermektedir. Burada tiim agaglar vertikal olarak konumlanmis kéklii agaglar olup, bazal taksonlar
asagida, tiiremis olanlar ise uca dogru yer alirlar (Mayden ve Wiley 1992).
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Son olarak evrimsel agaclar koklii ya da koksiiz olabilirler. Koklii agacglar inceleme altindaki soy hattinin
nereden koklendigini tanimladigi i¢in ayrilma olaylarinin agiga ¢ikma sirasini da ortaya koyarlar. Koksiiz
agaclar, bunun tersine, tiirler arasindaki iliskiyi ortaya koymakla birlikte, hangi diigiim ya da dallarin tarihte
once ya da sonra agiga ciktiklarina isaret etmezler (Sekil 2.19.) (Freeman ve Herron 1999).

Sekil 2.20. Koksiiz agag. Bu koksiiz agag Sekil 2.19. da ¢izilmis olan agaglarin taksonlari arasindaki ayni
iliskiyi gostermektedir. Ancak bir kokii yoktur, yani evrimsel siiregte hangi dalin once hangisinin sonra agiga
ctktig1 konusunda bilgi vermez (Freeman ve Herron 1999).

Filogeni tahmini yaparak agac ¢izimi yapmak icin, genetik farkliliklara ait verileri kullanan gesitli yontemler
vardir.

2.7.1.1. Parsimoni

Parsimoni, bir gozlemin en basit (en az karmasik) olarak agiklanmasi seklinde tanimlanabilir. Parsimoni
yontemleri, her bir tiirlin en az evrimsel degisikliklerine dayanan agaglari karsilastirir ve en basit muhtemel
agact seger (Klug ve Cummings 2000). Parsimoniye gore en iyi agag, tiim karakterler i¢cin en az karakter
durum degisimini ifade eden agactir. Kelime anlami tutumluluk olan parsimoni, evrimsel siirecte neler
olduguna iliskin sonuca varilirken, karmasik yerine basit agiklamalarin se¢ilmesi olarak agiklanabilir
(Freeman ve Herron 1999).

Parsimoni, olas1 bir¢oklar1 arasindan hangi dallanma modelinin evrimsel tarihi en dogru bigimde yansittigini
tanimlamada bir yaklagim saglar. Parsimoniye gore tercih edilen agac, aciga ¢ikmis olan evrimsel degismenin
toplam miktarini en aza indirgeyen agactir. Parsimoniyi davet eden mantik basit ve zorlayicidir. Birgok
durumda, konvergens ve geriye doniisiin, ortak bir atadan gelen degisime bagli olan benzerlige oranla daha
az olacaklarini varsayabiliriz (Freeman ve Herron 1999).

2.7.1.2. Maksimum olasilik ve genetik uzakhk

Bilgiyi daha etkili kullanmak ve olas1 bir¢ok agag¢ igerisinden en iyi agaci se¢mede istatistiksel testler
kullanma olanagini yaratmak i¢in, Joseph Felsenstein 1981°de maksimum olasilik tahmini olarak bilinen yeni
ve gliclii bir yaklasim sundu (Freeman ve Herron 1999).
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Molekiiler filogeniler icin olasilik yaklagimiin temeli su soruyu sormaktir: farkli tipteki niikleotit
degisikliginin agiga ¢ikma olasiliklarini tanimlayan bir matematiksel formiil ve dal uzunluklar bilinen belli
bir agac verildiginde, bu belli DNA dizisi setini elde etme olasiligi nedir? Bu stratejiyi hayata gegirmek i¢in,
bir bilgisayar programi her agag¢ topolojisini degerlendirir veya gozlenen verinin olusturulmasi olasiligini
hesaplar (verilen belirlenmis bir karakter modeli altinda). Eger aga¢ dogruysa her dalin olusturulma
olasiliklar1 toplami, gdzlenen verinin olusturmasi olasiligini temsil eder. Bu olasilik agaglarin olasilig1 olarak
rapor edilir. Oyleyse, yarisan agag topolojilerinin kabul ya da reddi igin kriter en yiiksek olasilig1 olan agaci
se¢mektir. Maalesef, olasilik metotlari hesaplamada yavastirlar ve bu teknikle ¢ok biiyiik veri setleri, daha
hizli parsimoni metotlar1 kullanilarak yapildigi kadar, kapsamli analiz edilemezler (Freeman ve Herron
1999).

Oldukga radikal bir yaklagim, ayrik karakterler verisini (morfolojik bir 6zelligin varlig1 veya yoklugu ya da
bir gendeki homolog bir bolgede bir niikleotidin kimligi gibi) bir uzaklik degerine doniistiirmektedir
(Swofford vd 1996). Ornegin, iki takson arasinda niikleotit pozisyonu yiizdesi farkliliklar1 hesaplanabilir
(%10 farklilik, 100 baz basina ortalama 10 niikleotidin degistigi anlamina gelir). Ayrik karakterlerin tek bir
uzaklik Ol¢iisiine doniistiiriilmesi, spesifik bilginin kaybi ile sonuglanir, fakat taksonlar arasindaki toplam

benzerlik derecesini ifade edebilir (Freeman ve Herron 1999).

Olasilik metotlarinda oldugu gibi, uzaklik analizleri de aragtirmacilarin ¢oklu karakterlerden gelen bilgiyi iki
takson arasindaki tek bir biitiin uzakligin 6l¢iimiine ¢evirmek i¢in bir karakter evrim modeli dngérmelerine
gereksinim duyar. DNA dizileri igin yaygin bigimde kullanilan bir formiil, ayni yerdeki ¢coklu baz degisimleri
icin transisyon ve transversiyon baz degisimlerinin frekansindaki farkliliklari diizeltir (Kimura 1980, Wakely
1996).

Uzaklik verisinden bir filogeni tahmini yapmak i¢in, taksonlar1 kiimeleyen bir bilgisayar programi kullanilir;
yani, en benzer formlu sonuglar arasinda biri digerine yakin bulunur. Taksonlar1 kiimelemeyi benzerlikler
temelinde yapan bu genel stratejiye fenetik yaklasim adi verilir (Sneath ve Sokal 1973). Tercih edilen agag,
taksonlar arasinda toplam mesafeyi en aza indirgeyen agactir. Birkag farkli kiimeleme algoritmasi yaygin
bicimde kullanilmakta olup, analiz edilen mesafenin dogast konusunda az ya da ¢ok sinirlayict dngoriilerde
bulunabilirler (Freeman ve Herron 1999).

2.7.2. Agaclarin giivenilirlik dereceleri

En tutumlu agaglarm giivenilirlik derecelerini istatistiksel olarak degerlendirmek miimkiindiir (Bremer 1994,
Swofford vd 1996, Huelsenbeck ve Rannala 1997). Bu probleme yonelik yaklasimlardan biri se¢-bagla testi
(bootstrapping) olarak adlandirilir. Se¢-bagla testi belli bir agag iizerindeki dallardan hangilerinin digerlerine
gore daha iyi desteklendiklerini degerlendiren bir tekniktir. Sec-bagla testinde, bilgisayar mevcut veri
setinden tekrarli 6rnekleme yoluyla yeni bir veri seti olusturur. Ornegin, ¢alismada 300 baz ciftlik bir dizi
bulunuyorsa, bilgisayar bu pozisyonlardan birini rastgele secmek ve bunu yeni veri setinde ilk 6ge olarak
kullanmakla se¢-bagla testine baslar. Daha sonra, rastgele sectigi bir pozisyon, yeni veri setinin ikinci veri
noktasini olusturur (ikinci veri noktasinin birincisinin ayni olma sanst 1/300’diir). Bilgisayar orijinal verinin
rastgele bir 6rneklemesini temsil eden, 300 baz g¢ifti igeren yeni bir veri seti olusturuncaya kadar bu isleme
devam eder. Sonra, bu yeni veri seti filogeniyi hesaplamak i¢in kullanilir. Bu islemi tekrarlamak suretiyle
aragtirmact, yeniden drneklenmis veri setinden olusan agaglarda belli bir dalin agiga ¢ikma yiizdesini %50,
%80 ya da %100 seklinde ortaya koyabilir. Seg-bagla tahmininde bir dal ne kadar ¢ok kere agiga cikarsa, bu
dalin gercekte var oldugu konusundaki giivenimiz artmaktadir. Eger belli bir dal i¢in se¢-bagla destegi az ise,
%50’nin altinda diyelim, aragtirmaci genellikle agacin bu kismindaki dallanma modelini belirleyemedigi
sonucuna varacak ve bunun sonucunda da yaymladigi agacta bu dali tek diigiimden c¢ok catalli (politomi)
(belirsizlik noktasi) olarak verecektir (Freeman ve Herron 1999).
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Ikinci bir yaklasim ise sade parsimoniden baska bir filogenetik metot kullanmaktir. Maksimum olasilik
(maximum likelihood) ve genetik uzaklik (genetic distances) gibi alternatif metotlar kullanilabilir. Bu
metotlar, karakterlerin nasil evrimlestikleri konusunda farkli varsayimlar ve en iyi filogeni arastirmasinda
benzer taksonlar1 bir araya getirmede farkli metotlar kullanirlar. Oldukca farkli olan bu metotlar, ayn1 en iyi
filogeni lizerinde anlasirlarsa, bu durum en iyi agacin gercekten de bulundugu konusunda bir dereceye kadar
giiven verir (Huelsenbeck ve Hillis 1993, Hillis vd 1994). Catistiklar1 zaman, analiz edilen durumun agaglari
igerisinde en gecerli olanin segilmesinde, hangi kriterlerin kullanilacagi tizerinde bir yargiya varmak
durumunda kaliriz. Benzer bir durumla, tamamen farkli veri setlerinden ¢ikarsanan agaglar karsilastirirken
de yiiz ylize kaliriz. Farkli ¢aligmalardan elde edilen agaclar, yarigan tahminler olarak islem goriirler.
Catigmalart durumunda, arastirmacilar karakterleri homoplasiye daha az agik oldugu diisiiniilen ve daha
biiyiik veri setlerinden hesaplanan agaclara daha fazla giivenirler (Freeman ve Herron 1999).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Calismada, Akdeniz (Mersin, Anamur, Bozyazi, Tasucu, Silifke, iskenderun), Ege (izmir, Cesme, Urla),
Marmara (Istanbul, Canakkale) ve Karadeniz (Samsun, Sinop, Ordu) bélgelerinden belirlenen istasyonlardan,
toplamda 242 adet, Mullidae ailesinden dort farkli tiir (Mullus barbatus, Mullus surmuletus, Upeneus
moluccensis, Upeneus pori) ve bir alt tiire (Mullus barbatus ponticus) ait bireyler kullanilmigtir. Tiirlerin
bolgesel dagilimi ve 6rnek sayisi Cizelge 3.1.°de gdsterilmistir.

Cizelge 3.1. Tiirlerin bolgesel dagilimi ve 6rnek sayisi.

o o .. ara .. 11’ o
Mullus barbatus (barbun) 21 20 20 20

Mullus surmuletus (tekKir) 20 40 20 20
Upeneus moluccensis (pasa barbunu) 20 - - -
Upeneus pori (nil barbunu) 21 - - -
Mullus barbatus ponticus (Karadeniz barbunu) - - - 20

3.2. Yontem

3.2.1. Orneklerin elde edilmesi

Omeklerin elde edilmesinde bolgede bulunan yerel trol agi donanimli balik¢i teknelerinden yardim
alinmistir. Avlanan baliklar arasindan istenilen tiire ait érnekler secilmistir. Istenilen tiiriin elde edilemedigi
durumlarda yerel belediyelere bagli su iirlinleri hallerinden istenilen tiire ait 6rnekler arastirilmis, uygun
kosullarda olanlar bu sekilde temin edilmistir.

Sekil 3.1. Ornekleme yapilan istasyonlarin uydu gériintiisii. A) Akdeniz: 1.Anamur 2.Bozyazi 3. Tasucu 4.
Silifke 5. Mersin 6. Iskenderun B) Ege: 7. Cesme 8. Urla 9. Izmir C) Marmara: 10. Canakkale 11. Marmara
D) 12.Sinop 13. Samsun 14. Ordu.
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Ornekler elde edildikten sonra hemen buz igerisine alinmis, morfolojik ve genetik incelemelerin yapilacagi
laboratuar’a tagimmustir. Ozellikle genetik incelemelerde kullanilacak dokularin zarar gérmesini engellemek
icin soguk zincirin dogru uygulanmasina 6zen gosterilmistir.

3.2.2. Morfolojik karakterlerin kontrolii ve dl¢iimleri

Buz igerisinde laboratuara getirilen 6rneklerin, Mamuris vd (1999) c¢aligmasindan yola ¢ikilarak belirlenen
onii¢ morfometrik karakteri dlciilmiistiir. Tiim dlciimler 0,1 mm hassasiyette gerceklestirilmistir. Ornekler
arasinda biiyiikliik farki fazla ise, allometrik bilylimeden kaynaklanabilecek olasi varyasyonlart en diisiik
seviyeye ¢ekebilmek i¢in tiim Ol¢iimler agagidaki sekilde standardize edilmistir :

E=logY - b(logX - logXl)

(e: standardize 6l¢iim; Y: karakter uzunlugu; b: her popiilasyon igin logY ’nin logX’e egimi, X: tiiriin standart
uzunlugu, XL: incelenen tiirlerin ortalama uzunlugu) (Reist 1985).

Elde edilen degerler internet {tizerinden erisilebilen veritabanlarindaki (http://www.fishbase.org,
http://www.fishtrace.org ) degerler ile karsilastirilmistir.
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Sekil 3.2. Ol¢iimii yapilan morfometrik karakterler.
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Bu dlclimlerle beraber tiir ayrim anahtarinda (Hureau 1986) belirtilen morfolojik 6zellikler incelenerek
orneklerin morfolojik incelemeleri tamamlanmustir.

3.2.3. Doku orneklerinin elde edilmesi

Morfometrik dl¢iimler tamamlandiktan sonra 6rneklerden DNA izolasyonunda kullanmak {izere diseksiyon
(Sekil 3.3. ve 3.4.) ile karaciger, sirt kast ve pul ornekleri alinmistir. Orneklerin saklanmasinda iki grup
olusturulmustur. Birinci grup igerisinde %95 etanol bulunan steril tiiplere yerlestirilerek -20°C’de
saklanmustir. Tkinci grup ise igerisinde etanol bulunmayan steril tiiplere yerlestirilerek DNA izolasyonunda
kullanilana kadar saklanmak iizere -20°C’de saklanmuistir.

*gl LR ek 1, *‘ '-_ < T _:
4 AE
t":‘r_

Sekil 3.3. Insizyon. A) Diseksiyona, bistiiri yardimu ile aniisten baslanir. B) Insizyon baligin karni boyunca
bas kismina dogru devam eder. C) Insizyona, karin yiizgegleri arasindan én kisma dogru devam edilir. D)
Karmn yiizgeclerine bagli kemikleri kesmek i¢in makas kullanilir.
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Sekil 3.4. Diseksiyon. A) Insizyon ile birbirinden ayrilan iki kisum birbirinden ayrilarak viicut boslugu 'na
ulasilir. B) Goriilen i¢ organlar 1.Kalp, 2.Karaciger, 3.Pilorik Cekum, 4.Adipoz Doku C) Gériilen i¢
organlar 1.Adipoz Doku, 2.Mide, 3.Yiizme Kesesi, 4.Gonadlar, 5.Bébrek. D)Karacigere ulasmak i¢in, mide
ve ona bagh diger organlar viicut boslugundan ¢ikartilir. E) Mide ve ona bagl diger organlarin viicut
boslugundan ayrilmasi ile ortaya ¢ikan i¢ organlar: 1.Yiizme Kesesi, 2. Gonadlar, 3.Bobrekler, 4. Karaciger.

3.2.4. DNA izolasyonu

Mullus cinsine ait Mullus barbatus, Mullus surmuletus tiirleri ve Mullus barbatus ponticus alt tiiri ile
Upeneus cinsine ait Upeneus pori ve Upeneus moluccensis 6rneklerinden elde edilen dokulardan DNA

izolasyonu icin Fenol-Kloroform-izoamilalkol yontemi ve Promega DNA izolasyon kiti kullanilarak iki
farkli yontem denenmistir.

23



3.2.4.1. Fenol-Kloroform-izoamilalkol yontemi

DNA izolasyonuna baslamadan 6nce izolasyon boyunca kullanilacak ¢ozeltiler hazirlanmigtir:

1. Sodyum Tris EDTA (STE):
0.1 M NacCl (Sigma S5886)
10 mM TrisHCI (Sigma T5941)
1 mM EDTA pH:8,0 (Sigma E5134)
2. %10 Sodyum Dodecyl Siilfat (SDS):

100 g SDS (Sigma L4390) alinip 900 ml distile suda, 68°C’ye ayarlanmis su banyosunda
(Labline Aquabath) eritilir ve toplam hacim 1000 ml’ye tamamlanir. HCI (Riedel-de Haen
07102) ile pH=7,2’ye ayarlanir. Kullanmadan 6nce 0,20 pm gozenekli steril filtreden
(Sartorius Minisart) gecirilir.

3. Sodyum Asetat (pH=7.0) (3M):

408,1 g Sodyum Asetat (Sigma S2889) 800 ml distile suda eritilir, pH=7,0’a ayarlanir ve
1000 mI’ye tamamlanir. Kullanmadan 6nce otoklavlanir (Hirayama Hiclave HVA110).

4. Tris EDTA (TE):
Iml Tris HCI (1M, pH=8,0) ve 0,2 ml EDTA (0,5M, pH=8,0) distile su ile 100 ml’ye
tamamlanir. Kullanmadan 6nce otoklavlanir.

10-20 mg doku ornegi 2 ml’lik tiipe (ROTH 7083.1) alinir. Uzerine 500 pl STE eklenir. STE igerisinde
bulunan doku 6rnekleri homojenizatdr (Sonics Vibra Cell VC 130) yardimu ile pargalanarak homojen hale
getirilir. Homojenize hale gelen doku 6rnekleri iizerine 30 pl %10 SDS, 5 pl Proteinase-K (800 U/ml,
Fermentas E00491) ve 3ul RNAse (100000 U/ml, BioLabs RNase If M0243L) eklenir. Tiipiin agz1 parafin ile
kapatilarak 56°C’ye ayarlanmig su banyosunda bir gece inkiibasyona birakilir. Ertesi giin tiipiin i¢erisine 500
ul  25:24:1  oraninda  Fenol:Kloroform:izoamilalkol ~ karigtmindan ~ (Fluka  77617)  eklenir.
Fenol:Kloroform:izoamilalkol karigimi kullanilmadan 6nce galkalanmahdir. Daha sonra tiipiin agz1 kapatilir
ve vorteks (LabTech LVM-202) yardimi ile beyaz renk alana kadar karigtirilir. Beyaz renk aldiktan sonra tiip
4°C’ye ayarlanmis santrifiij cihazi (Hettich Mikro 22 R) ile 14000 g’de 2 dakika santrifiij edilir. Bu islem
sonrasinda tiip igerisindeki karisim {i¢ faza ayrilir. Ortadaki faz alt ve iist fazlari birbirinden ayrir. Ust faz, alt
faza temas edilmeden yeni bir 2 ml’lik tiipe almir. Yeni tlipe tekrar 500 pl 25:24:1 oranindaki
Fenol:Kloroform:izoamilalkol karisimidan eklenir. Tiipiin agz1 kapatilarak vorteks yardimu ile beyaz renk
alincaya kadar karistirilir ve 4°C’ye ayarlanmus santrifiij cihazi ile 14000 g’de 2 dakika santrifiij edilir. Ug
faza ayrilan karisimin st fazi, alt faza temas etmeden tekrar yeni bir tiipe alinir. Temiz tiipe alinmig olan
siipernatant {izerine, karigimla ayn1 oranda %95’lik etanol (AppliChem A4230) ve karigimin 1/10’u oraninda
Sodyum Asetat eklenir. Tiipiin kapagi kapatilir ve karisim yavasga alt Gist edilerek ¢alkalanir. Bu asamada
tiipiin igerisinde, beyaz yumak seklinde DNA gériiliir. Ornek bulunan tiip 4°C’ye ayarlanmis santrifiij cihaz
igerisine yerlestirilerek 18000 g’de 10 dakika santrifiij edilir. Santriflij cihazindan g¢ikarilan tiipte bulunan
alkol yavasca dokiiliir. Bu asamada DNA tiipiin dibinde pelet halde bulundugundan alkolle beraber tiipten
uzaklagmayacaktir. Ortamdaki tuzu (Sodyum asetat) uzaklagtirmak i¢cin DNA iizerine %70’lik etanol’den 500
ul ilave eklenir. Tiipiin dibinde pelet halde bulunan DNA’y1 kaldirmak i¢in tiipiin dibine parmakla yavasca
vurulur. Bu islemin ardindan 4°C’ye ayarlanmis santriflij cihazi ile 14000 g’de 2 dakika santrifiij edilir.
Tiipteki alkol dikkatlice dokiiliir. Dokiilerek uzaklastirilamayan alkol pipet (Gilson Pipetman) yardim ile
miimkiin oldugunca uzaklastirilir. ierisinde DNA bulunan tiip agz1 acik bir bigcimde ¢eker ocak altinda 15
dakika siire ile kurumaya birakilir. Kuruma islemi tamamlandiktan sonra alkolden arindirilmis olan DNA
iizerine 100 pl distile su veya TE tampon eklenerek ¢oziilir ve 37°C’de 3—4 saat bekletilir. Daha sonra
kullanilana kadar bekletmek iizere 4°C’de saklanir.
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3.2.4.2. Promega Genomic DNA Purification Kit ile DNA izolasyonu

DNA izolasyonu iiretici firma tarafindan saglanan protokole uygun olarak gerceklestirilmistir:

600 pl Nuclei Lysis Solution, 15 ml’lik santrifiij tlipiine ( TPP 91015) alinir ve buz lizerinde sogutulur. 10-20
mg taze doku drnegi, igerisinde sogutulmus Nuclei Lysis Solution (Promega A7943) bulunan santrifiij tiipiine
alinir ve 10 saniye siire ile bir homojenizator yardimi ile homojenize edilir. Elde edilen lizat 1,5 ml’lik mikro
santrifiij tiipiine (Isolab ETTP0003) aktarilir. Tiipiin kapag1 parafin ile kaplanarak, daha dénceden 65°C’ye
ayarlanmig su banyosunda, 15-30 dakika inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon sonrasinda lizat {izerine 3 pl
RNase A (4mg/ml, Promega A7973) eklenir ve 2-5 defa alt iist edilerek karigtirilir. Karigim 37°C’ye
ayarlanmis su banyosunda 15-30 dakika boyunca inkiibasyona birakilir. Bu asamadan sonra devam etmeden
once 6rnegin oda sicakliginda 5 dakika sogutulmasi gerekmektedir. Oda sicakliginda sogutulan 6rnek iizerine
200 pl Protein Precipitation Solution (Promega A7953) eklenir ve vorteks yardimi ile 20 saniye boyunca
yiiksek hizda karistirilir. Karigtirdiktan sonra 6rnek 5 dakika buz iizerinde sogutulur. Daha sonra 6rnek
13000-16000 g devirde 4 dakika siire ile santrifiijlenir. Coken protein beyaz bir pelet olarak goriilecektir.
DNA’y1 igeren siipernatant, dikkatli bir bi¢imde alinarak, icerisinde 600 pl, oda sicakliginda Isopropanol
(Riedel-de Haen 24137) igeren 1,5 ml’lik temiz bir tiipe aktarilir. Cozelti, DNA iplik¢igi goriilebilir hale
gelene kadar, alt iist edilerek yavasca karistirtlir. Ornek oda sicakliginda, 13000-16000 g’de, 1 dakika siire ile
santrifiij edilir. Bu asamada DNA beyaz pelet halinde goriilebilir olacaktir. Siipernatant dikkatlice
uzaklagtirilir. DNA iizerine 600 pl, oda sicakliginda %70 etanol eklenir ve DNA’y1 yikamak i¢in birka¢ kez
alt iist edilerek karigtirilir. Ornek bir kez daha, oda sicakliginda, 13000-16000 g’de 1 dakika siire ile santrifiij
edilir. Tiipte bulunan Etanol pipet yardimi ile dikkatlice uzaklastirilir. Bu asamada DNA peleti ¢ok gevsek
oldugundan, pipetle etanol uzaklagtirilirken DNA’y1 da ¢ekmemeye Ozen gosterilmelidir. Etanol
uzaklastirildiktan sonra tiip kurutma kagidi tizerinde ters cevrilerek 10-15 dakika boyunca kurumasi beklenir.
Kurutma islemi de tamamlandiktan sonra DNA iizerine 100 ul DNA Rehydration Solution (Promega A7963)
eklenir ve 65°C’ye ayarlanmis su banyosunda 1 saat siire ile inkiibasyona birakilarak ¢oziilmesi saglanir.
Daha sonra kullanilana kadar bekletmek iizere 4°C’de saklanir.

3.2.5. DNA’nin spektrofotometrik analizi

Izole edilen DNA’nin miktar ve saflik analizleri spektrofotometre’de (NanoDrop ND-1000) gerceklestirildi.
1 pl DNA 6rnegi cihaza pipet yardimi ile yerlestirildi. DNA konsantrasyonu 260 nm’de 1 OD’nin 50 ng/ml
¢ift zincir DNA’nin absorbsiyon degeri oldugu g6z Oniine alinarak hesaplandi. DNA’nmn safligini
degerlendirirken 260 nm/280 nm (DNA’nm absorbsiyon degeri/ protein’in absorbsiyon degeri) ve 260
nm/230 nm (DNA’nin absorbsiyon degeri/Fenol’iin abrobsiyon degeri) degerleri géz oniine alindi.

3.2.6. DNA konsantrasyonunun ayarlanmasi

Spektrofotometrik analiz ile konsantrasyonlar1 belirlenen ornekler, ana stoklarinin kontamine olmamasi ve
tim Orneklerin DNA konsantrasyonlarinin standardize edilmesi amaci ile DNA konsantrasyonu 50 ng/ul
olacak sekilde sulandirilmistir.

3.2.7. Jel elektroforezi

DNA varligin1 goriintiilemek i¢in jel elektroforezi yontemi kullanildi. Jel Elektroforezine baslamadan 6nce
agaroz jel ve gerekli ¢ozeltiler hazirlanmustir:

25



1. 5X Trisma Base EDTA (TBE):

54 g Trima Base (Sigma T6066), 27,5 g Borik Asit (Sigma B6768) ve 20 ml EDTA (5M, pH=8,0)
800—900 ml distile su igerisinde ¢6ziildiikten sonra 1000 ml’ye tamamlanir.

2. Ethidium Bromide (10 mg/ml):

1 g Ethidium Bromide (Sigma E7637) 100 ml distile su i¢erisinde, manyetik karistiric1 kullanilarak,
boya ¢6ziilene kadar iyice karigtirilir.

3. DNA Ladder (Fermentas Gene Ruler 100 bp DNA Ladder Plus):

DNA Ladder {iizerine 166 pl 6X Loading Dye (Fermantas 0611) ve 734 pl distile su ilave edilir.
Vorteks yardimu ile yiiksek hizda karigtirlir.

4. %]1’lik Agaroz Jel:

1 g agaroz (Sigma AS5093) hassas terazi (Shimadzu BX320H) ile tartildi ve iizerine 100 ml 1X
Trisma Base EDTA (TBE) eklendi. Mikrodalga firin yardimi ile kaynatilarak agaroz’un ¢oziilmesi
saglandi. Cozelti sogutulduktan sonra, ¢eker ocak altinda, igerisine 5 pl Ethidium Bromide eklendi
ve yavasca karistirtlarak homojenize hale gelmesi saglandi. Karisim son olarak jel tablasina yavasca
dokiilerek 20-30 dakika, oda sicakliginda, donana kadar beklenir.

%]1°lik agaroz jel igerisinde 1X TBE bulunan elektroforez tankina (Scie-Plas HU10W) yerlestirilir. 2 pl
DNA, 4 pl 6X Loading Dye ile karistirilarak jele yiiklenir. Jel’deki ilk kuyuya DNA Ladder yiiklenir.
Ornekler 100 voltta 30 dakika yiiriitiiliir ve goriintiilenmek iizere UV goriintiileme sistemine (Syngene Gene
Genius Bio Imaging System) aktarilir. Burada UV 151k altinda goriintiilenerek biitiinliigii saptanan DNA nin
goriintiisii, GeneSnap 6.08.04 yazilimu ile ¢ekilerek, termal yazicidan (Sony UP-D895) ¢ikt1 alinir.

DNA izolasyonunun ardindan tiim 6rneklere bir DNA indeks numarasi verilmistir.

3.2.8. Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction: PCR)

3.2.8.1. Primer konsantrasyonunun ayarlanmasi

Calismada kullanilacak primerler (Cizelge 3.2.) PCR analizinde kullanilmak {izere uygun konsantrasyonlara
ayarlandi. PCR’da kullanilacak olan liyofilize primer, iiretici firma tarafindan verilen nmol degerlerinin 10
misli distile su ile sulandirilarak 100 pM/ul’lik stok primer elde edildi. Daha sonra stok primer 1/10 oraninda
distile su ile sulandirilarak PCR reaksiyonunda kullanilacak 10 pM/ul’lik stok primer olusturuldu.

Cizelge 3.2. Primerler.

Primer Gen Baz Dizisi
L1091 (Kocher vd 1989) 16S rRNA 5’-AAAAAGCTTCAAACTGGGATTAGATACCCCACTAT-3’
H3080 (Palumbi vd 1991) 16S rRNA 5’-CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-3’
1.14841 (Kocher vd 1989) CytB 5’-AAAAAGCTTCCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA-3’
H15149 (Kocher vd 1989) CytB 5’~-AAACTGCAGCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA-3’
H1478 (Kocher vd 1989) 12S rRNA 5’ -TGACTGCAGAGGGTGACGGGCGGTGTGT-3"
L7450 (Normark vd 1991) CcConl 5’-AAAGGAAGGAATCGAACCCCC-3’
H8055 (Normark vd 1991) Co1Il 5’ -GCTCATGAGTGGAGGACGTCTT-3’
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3.2.8.2. Primerin erime sicakhiginin hesaplanmasi

Primerin erime sicakligi 2AT + 4GC formiili ile hasaplanmistir. Primer ¢iftinde bulunan forward ve reverse
primerler ayn1 baz dizisine sahip olmadiklarindan dolayi, erime sicakliklar1 ayri ayr1 hesaplandi. Reaksiyon
tek bir erime sicakligia gore gergekleseceginden forward ve reverse primerlerin erime sicakliklari toplanip,
ikiye boliiniir ve sonugtan bes ¢ikartilir. Bdylece primer ¢iftinin erime sicakligi elde edilmis oldu.

3.2.8.3. Primer optimizasyonu

Calismaya baglamadan 6nce primerlerin hesaplanan erime sicakliginda ¢alisip ¢alismadigini kontrol etmek
amaci ile optimizasyon reaksiyonu kurulmustur. Bu amagla tiim primer ¢iftleri ile, gradient thermocycler (MJ
Research DNA Engine Tetrad2) kullanilarak, 50-66°C sicaklik araliginda, 1, 1.5 ve 2 mM MgCI2
konsantrasyonlarinda, Cizelge 3.2.’deki reaksiyon protokoliine uygun sekilde optimizasyon icin reaksiyon
kurulmustur.

Cizelge 3.3. Reaksiyon protokolii.

1 mM MgCI2 1.5 mM MgCI2 2 mM MgCL2 |
10X Taq Buffer with KCI* 2.5 ul 2.5 ul 2.5l
(Fermentas B38)
MgCI12 (25 mM) 1ul 1.5l 2l
(Fermentas R0971)
dNTP mix (10 mM) 0.5 pl 0.5 ul 0.5 ul
(Fermantas R0192)
Primer (Forward) (10 pM/ul) 0.5 pl 0.5 ul 0.5 pl
Primer (Reverse) (10 pM/ul) 0.5 pl 0.5 ul 0.5 pl
Taq DNA Polymerase 0.2 pl 0.2 pl 0.2 ul
(5U/ul, EP0402)
DNA (50 ng/ul) 2 pl 2 pl 2 ul
Distile Su 17.8 pl 17.3 pl 16.8 ul
Toplam Hacim 25 pl 25 pl 25 ul

*100 mM Tris-HCI (pH 8,8 at 25°C), 500 mM KClI, 0,8% (v/v) Nonidet P40.

PCR Déngii Kosullari:
95°C’de 2 dakika
95°C’de 30 saniye, 50-66°C’de (Gradient) 30 saniye, 72°C’de 30 saniye (30 dongii)

72°C’de 10 dakika

Belirtilen reaksiyon kosullart ve PCR dongii kosullarinda ¢ogaltilan DNA’lar %2°lik agaroz jele yiiklenerek,
100 voltta 30 dakika boyunca yiiritiiliir ve gortintiilenmek {izere UV goriintiileme sistemine aktarildi. Burada
UV 151k altinda gériintiilenerek termal yazict yardimi ile ¢ikti alindi. istenilen biiyiikliikte 151ma veren banda
sahip orneklerin erime sicakligi ve MgCI2 konsantrasyonlar1 kaydedilerek, ilgili primer ¢ifti i¢in optimum
reaksiyon protokolii ve PCR dongii kosullar1 belirlendi.
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Erime sicakliklar1 ve MgCl2 konsantrasyonlari optimize edilen primer ¢iftleri, daha once Cizelge 3.3.’de
verilen reaksiyon protokolii ve Cizelge 3.3.’iin altinda belirtilen PCR dongii kosullarina uygun olarak
kullanilarak reaksiyonlar gerceklestirilir.

Belirtilen PCR kosullarinda ¢ogaltilan DNA’lar %2’lik agaroz jel’de, 100 voltta 30 dakika yiriitiiliir ve
goruntilenmek tzere UV gorintileme sistemine aktarilir. Burada UV 1sik altinda gorintiilenerek termal
yazict yardimi ile ¢iktr alinir. Istenilen biiyiikliikte bant elde edilemeyen Ornekler, ayni kosullarda tekrar
edilmistir.

3.2.9. Dizi analizi

3.2.9.1. Saflastirma (Piirifikasyon)

Dizi analizinde kullanilacak PCR firiinleri, iki farkli yontem kullanilarak saflastiriimistir.

3.2.9.1.1. Kolon yontemi

Kolon yontemi ile PCR iiriinlerinin saflastirilmasinda Promega Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega A9282) kullamilmistir. Buna gore, elde edilen PCR fiiriinlerinin hacimleri él¢iiliir. Uzerlerine 1:1
oraninda Membran Binding Solution (Promega A9303) eklenir ve pipetleme yaparak karistirilir. Kolonlar
(Promega A129B) temiz tiipe (Promega A130B) takilir ve iizerlerine PCR iiriinleri yiiklenir. Oda sicakliginda
1 dakika bekletilir. Tiipler 14000 g’de, oda sicakliginda, 1 dakika santrifiijlenir. Kolonlarin altinda kalan
kisim uzaklagtirilir. Kolonlara 700 pl Membrane Wash Solution (Promega A929C) eklenir. 14000 g’de, oda
sicakliginda, 1 dakika santriftijlenir. Kolonlarin altinda kalan kisim uzaklastirilir. Membrane Wash
Solution’dan 500 pl eklenerek islem tekrarlanir. 14000 g’de bu kez 5 dakika siire ile santrifiijlenir. Kolonlar
temiz tliplere takilip, ornek isimleri tiiplere ve kapaklarina yazilir. Tiiplerin kapaklari, bistliri yardimi ile
tipten ayrilir. 25 pl Nuclease Free Water (Promega P119E), kolon membranina degmeden, tam ortasina
birakilir. Oda sicakliginda 1 dakika siire ile bekletilir. Daha sonra drnekler 14000 g’de, oda sicakliginda, 1
dakika santrifiijlenir. Son olarak kolonlar atilir, tiiplerin kapaklar1 kapatilir ve kullanilana kadar 4°C’de
saklanir.

Saflastirilan PCR iiriinleri %2’lik agaroz jel’de, 100 voltta 30 dakika yiiriitiildii ve goriintiilenmek tizere UV
goriintiileme sistemine aktarildi. Burada UV 151k altinda goriintiilenerek termal yazici yardimu ile ¢ikt1 alindi.

3.2.9.1.2. Plate yontemi

Plate yontemi ile PCR iiriinlerinin saflastirilmasinda Macherey-Nagel NucleoSpin Multi-96 Extract
(Macherey-Nagel 740 626.4) kullanilmistir. Buna gore, 6nce PCR iiriinlerinin hacimleri ayarlanir. Eger PCR
iiriin hacimleri 100 pl’nin altinda ise, saflastirma islemine baslamadan 6nce, distile su veya Elution Buffer
NE’den biri kullanilarak, hacim 100 pl’ye tamamlanir. Daha sonra PCR iiriinleri 96 kuyulu Round Well
Block’a aktarilir. Burada PCR iiriinlerine, hacimlerinin bes misli kadar NTB Buffer eklenir ve pipetleme
islemi ile karistirilir. Daha sonra &rnekler NucleoSpin Extract Binding Plate’e aktarilir. Bu asamada, vakum
cihazina (Xiril 100-1-4) alinan 6rneklerin bulundugu plate’e 0.4 bar vakum, 1 dakika siire ile uygulanir.
Boylece orneklerin kolonlardan gegmesi ve DNA’nin silika membran’a baglanmasi saglanir. Bu iglemin
ardindan, silika membrani yikamak i¢in, kuyulara 900 pul NT3 Buffer eklenir. Tekrar 0,4 bar’lik bir vakum 1
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dakika siire ile uygulanir. Yikama islemi bir kez daha tekrarlanir ve kurutma kagidinin {izerine alinarak
kolonlarin u¢ kisminda kalan yikama ¢ozeltilerinin uzaklagtirilmasi saglanir. Kurutma islemini tamamlamak
icin Orneklere 10 dakika boyunca 0.4 bar’lik vakum uygulanir. Bu asama yikama soliisyonu igerisinde
bulunan etanol’{i ortamdan tamamen uzaklastirmak i¢in dnemlidir. Daha sonra plate 3 dakika boyunca oda
sicakliginda inkiibasyona birakilir ve ardindan, altina Elution Plate U-bottom yerlestirildikten sonra,
kolonlardaki 6rnekler tizerine 75—150 pl NE Elution Buffer (SnM Tris-HCI, pH 8,5) veya distile su (pH 8,5)
eklenir ve 1 dakika siire ile 0,4 bar’lik bir vakum uygulanir. Elde edilen 6rnekler kullanilana kadar 4°C’de
saklanir.

Saflastirilan PCR iiriinleri %2’lik agaroz jel’de, 100 voltta 30 dakika yiiriitiildii ve goriintiilenmek {izere UV
goriintiileme sistemine aktarildi. Burada UV 1s1k altinda goriintiilenerek termal yazici yardimu ile ¢iktr alindi.

3.2.9.2. Dideoksiniikleotit zincir sonlanmasi reaksiyonu

Dideoksiniikleotit zincir sonlanmasi reaksiyonunu gergeklestirmek i¢in CEQ Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit (Beckman Coulter P/N 608000) kullanilmistir. Reaksiyon hazirlanmadan once steril bir
mikrofiyj tiiptinde DTCS karisimi (Cizelge 3.4.) hazirland:.

Cizelge 3.4. DTCS karigimi.

Bilesen Hacim

10X Sequencing Reaction Buffer 200 pl
dNTP Mix 100 ul
ddUTP Dye Terminator 200 pl
ddGTP Dye Terminator 200 pl
ddCTP Dye Terminator 200 pl
ddATP Dye Terminator 200 pl
Polymerase Enzyme 100 pl
Toplam Hacim 1200 pl

Hazirlanan karisim 0,5 ml’lik tiiplere 100’er pl olacak sekilde paylastirildi. Reaksiyon kurulmadan once,
Cizelge 3.5.’da gosterilen farkli protokollere gore, optimizasyon yapildi.

Cizelge 3.5. Optimizasyon i¢in hazirlanan protokoller.

DTCS Premix 6 pl 4 ul 4 ul 4ul 2pl 2 ul 1 pl 1 pl 6 ul
Primer (1.6 pM/ul) 1 pl 1 pl 2 pl lul 1pl 2 pl 1 pl 2 ul 1 pl
DNA 2 ul 2 pl 4 pl 2ul 2pl 4 pl 2 pl 4 pul 2 ul
Distile Su 1 pl 3 ul 9 ul 2pul 35ul 105ul  425pl  11.25pl -
Tampon* - - 1 pl Lpl 1.5pl 1.5ul 1.75 1 1.75 pl -
Betain (5M) - - - - - - - - 2 ul
Toplam Hacim opul 10ul  20pul 10 10pul 20 pl 10 pl 20 pl 11 pl
ul

*Beckman Coulter Sequencing Reaction Buffer (S505175)
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Hazirlanan reaksiyon karisimi dikkatlice karistirildi ve asagida verilen PCR dongii kosullarina gore reaksiyon
gerceklestirildi.

PCR Doéngii Kosullari:

96°C’de 20 saniye, 50°C’de 20 saniye, 60°C’de 4 dakika (30 dongii).

3.2.9.3. Etanol/EDTA/Sodyum Asetat presipitasyonu

Dideoksiniikleotit zincir sonlanmasi reaksiyonu gergeklestirilen orneklerin etanol presipitasyonlarini
gerceklestirmek icin ornekler Sekans Plate’e (Beckman Coulter 609801) aktarildi. Ornek bulunan tiim
kuyulara dijital multikanal pipet (Gilson Pipetman Concept) yardimi ile 2 pl EDTA (125 mM) ve 2 pl
sodyum asetat (3M) eklendi. Bu noktada EDTA ve sodyum asetat’in kuyularin ¢eperinde kalmamasina 6zen
gosterilmelidir. Daha sonra otomatik dispenser (Brand Handy Step) yardimi ile drnek bulunan tiim kuyulara
50 ul %100 etanol eklendi. Daha sonra plate aliminyum folyo bant ile kapatildi ve alt {ist edilmek sureti ile
karistirildi. Bu asamadan sonra plate oda sicakliginda 15 dakika siire ile inkiibasyona birakild. Inkiibasyon
sonrast plate santrifiij cihazina (Beckman Coulter Allegra X-15R) yerlestirildi ve 4°C’de, 1650 g’de, 45
dakika siire ile santrifiijlendi. Daha sonra plate’in lizerindeki aliiminyum folyo bant ¢ikarildi, plate’in
yerlestirildigi haznenin tabanina kurutma kagidi yerlestirildi ve plate ters ¢evrilerek bu hazneye yerlestirildi.
Bu sekilde 185 g’de 1 dakika boyunca santrifiijlendi. Santrifiij islemi tamamlanan plate’in 6rnek bulunan tiim
kuyularma 70 pl etanol, otomatik dispenser yardimi ile eklendi ve bir kez daha santrifiij cihazina yerlestirilir.
Bu asamada 4°C’de, 1650 g’de, 15 dakika siire ile santrifiijlendi. Ardindan hazneye yeni bir kurutma kagidi
yerlestirildi ve plate yine ters gevrilerek 1650 g’de 1 dakika siire ile santrifiijlendi. Bu islemden de sonra
plate, dizi analiz cihazina yerlestirilene kadar, 1giktan korumak i¢in aliiminyum folyo ile kaplanarak, 4°C’de
saklandi.

Orneklerin bulundugu plate otomatik sekans cihazina (Beckman Coulter CEQ8000 Genetic Analysis System)
yliklenmeden oOnce, tiim Orneklerin iizerine 20 pl formamid (Amersham Biosciences 324838) cklenerek
¢oziinmeleri saglandi. Son olarak buharlagsmay1 engellemek amaci ile tiim Orneklerin iizerlerin 1 damla
mineral yag (Beckman Coulter S505019) damlatilmustir.

Bu asamalarin ardindan 6rneklerin bulundugu plate otomatik sekans cihazina yiiklendi ve cihazda bulunan
dizi analizi protokollerinden, LFR-B protokolii segilerek analiz gergeklestirilmistir.

3.2.10. Filogenetik analiz

Dizi analizi sonrasi elde edilen tiim 6rneklere ait diziler, CEQ 8000 v9.0, Chromas Lite 2.01, MEGA4 ve
Sequencher 4.7 yazilimlar1 kullanilarak siralanmistir. Diziler siralanirken GenBank veri tabaninda kayith
AF227677, AF227675, AY368277, EF095566 numarali dizilerden yararlanilmistir. Daha 6nce GenBank’ta
dizi kaydi bulunmayan Upeneus pori’nin CytB, 12S rRNA bdlgelerine ait diziler ile diger dort tiir ve bir alt
tiirin CO II bolgesine ait diziler GenBank’a kaydedilecektir. Diziler siralandiktan sonra MEGA4 yazilimi
kullanilarak filogenetik analizler gergeklestirilmis ve dendrogramlar olusturulmustur.
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4.ARASTIRMA BULGULARI
4.1. Morfolojik Analiz

Tiir ayrim anahtarinda (Hureau 1986) ilgili tiir i¢in belirtilen tiim morfolojik karakterler, drnekler {izerinde
tespit edilmistir. Morfolojik karakterlerin Slgiimiinde, tiir ortalamasindan belirgin sapma gosteren 6rneklere
rastlanmadigindan standardizasyon yapilmamustir. Olgiilen morfolojik karakterler (Cizelge 4.1.), uzunluklar
ve ortalama degerler (Cizelge 4.2., Cizelge 4.3. ve Cizelge 4.4.) asagida verilmistir.

Cizelge 4.1. Morfolojik karakterlerin numaralandirmas:.

Morfolojik Karakter ‘ ‘ Morfolojik Karakter

1 Toplam Boy 8 Burun

2 Catal Boy 9 Cene

3 Standart Boy 10 Prepektoral Uzunluk

4 Sirt Yiizgeci Taban Uzunlugu 11 Gogiis Yiizgeci Uzunlugu
5 Bas Uzunlugu 12 Anal Yiizge¢ Tabani

6 Postorbital Uzunluk 13 Kaudal Pediinkiil

7 Goz Cap1

Cizelge 4.2. Akdeniz, Ege Denizi, Karadeniz ve Marmara Denizi’nden elde edilen Mullus barbatus ve Mullus
barbatus ponticus tiirlerinin élgiilen morfolojik karakterlerinin ortalama degerleri (cm).

Morfolojik

Karakter Akdeniz | Ege Karadeniz Marmara M.b. ponticus | Mb Ort Mb+Mbp Ort
1 15,06 16,06 16,04 15,58 13,72 15,68 15,29
2 13,22 14,74 14,39 13,56 12,10 13,98 13,60
3 12,00 13,56 13,15 12,25 10,98 12,74 12,39
4 5,19 5,94 5,72 5,56 4,77 5,60 5,44
5 3,17 3,34 3,35 3,26 2,95 3,28 3,21
6 1,43 1,44 1,48 1,44 1,29 1,45 1,42
7 0,89 0,90 0,92 0,90 0,83 0,90 0,89
8 1,07 1,06 1,10 1,06 1,12 1,07 1,08
9 1,04 1,05 1,08 1,05 0,92 1,05 1,03
10 3,48 3,97 3,83 3,72 3,17 3,75 3,63
11 2,68 2,83 2,84 2,75 2,85 2,77 2,79
12 1,50 1,55 1,57 1,53 1,26 1,54 1,48
13 3,29 3,73 3,61 3,50 3,23 3,53 3,47

Cizelge 4.2.°de, “Akdeniz”, “Ege”, “Karadeniz” ve “Marmara” baglikl siitunlarin altinda, ilgili bolgelerden
elde edilen Mullus barbatus 6rneklerinin morfolojik karakterlerinin 6l¢iilen uzunluk degerleri verilmistir.
M.b. ponticus’a ait ortalama degerlerin farkin1 vurgulamak amaci ile bu alt tiire ait degerler “M.b. ponticus”
stitunu altinda ayr1 olarak verilmistir. Yine ayni1 amagla, Tiirkiye ihtiyofaunasinda bulunan, tiim bélgelere ait
morfolojik karakter degerlerinin ortalamasi alinirken, “Mb Ort” siitununda sadece M. barbatus’lara ait
degerler kullanilmig, “Mb+Mbp Ort” siitununda ortalamaya M. barbatus ponticus’a ait degerler de
eklenmistir.
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Cizelge 4.3. Akdeniz, Ege Denizi, Karadeniz ve Marmara Denizi’'nden elde edilen Mullus surmuletus
tiirlerinin él¢iilen morfolojik karakterlerinin ortalama degerleri (cm).

Morfolojik Karakter Akdeniz Ege Ege 2 Karadeniz Marmara Ortalama

1 15,98 16,47 14,83 14,84 14,39 15,30
2 13,96 14,57 13,14 13,04 12,57 13,45
3 12,85 13,66 12,13 12,12 11,40 12,43
4 5,49 5,66 5,19 5,09 4,94 527
5 3,70 3,70 3,34 3,38 3,28 3,48
6 1,55 143 1,38 1,36 1,32 141
7 0,91 0,90 0,91 0,83 0,80 0,87
8 1,42 1,43 1,14 1,30 1,26 131
9 1,12 1,15 1,03 1,04 1,00 1,07
10 3,96 4,07 3,61 3,67 3,56 3,77
11 2,90 3,07 2,77 2,73 2,65 2,82
12 1,63 1,66 1,41 1,50 1,45 1,53
13 3,42 3,52 3,09 3,17 3,08 3,25

Cizelge 4.3.de, “Akdeniz”, “Ege”, “Karadeniz” ve “Marmara” baglikli siitunlarin altinda, ilgili bolgelerden
elde edilen Mullus surmuletus drneklerinin morfolojik karakterlerinin 6lgiilen uzunluk degerleri verilmistir.
“Ege 2 “ baglikli siitun, renk olarak diger M. surmuletus 6rneklerinden ayrilan 6rneklerinin bulundugu gruba
ait uzunluk degerlerini icermektedir. “Ortalama” basglig1 altindaki siitunda ise elde edilen tim M. surmuletus
tiirlerinin morfolojik karakterlerine ait ortalama degerler verilmistir.

Cizelge 4.4.°de, U. moluccensis ve U. pori baslkli siitunlar altinda, ilgili tiirlere ait, 6l¢iilen morfolojik
karakterlerin ortalama degerleri verilmistir. Bu iki tiire ait 6rnekler sadece Akdeniz’den elde edildiginden,
morfolojik karakter degerlerini diger bolgelerdeki popiilasyonlara ait morfolojik karakter degerleriyle
kargilagtirma imkani olmamustir.

Cizelge 4.4. Akdeniz den elde edilen Upeneus moluccensis ve Upeneus pori tiirlerinin olgiilen morfolojik
karakterlerinin ortalama degerleri (cm).

Morfolojik Karakter U. moluccensis ‘ U. pori

1 14,50 15,29
2 12,80 13,44
3 11,71 12,03
4 5,18 5,26
5 3,13 3,12
6 1,46 1,32
7 0,88 0,83
8 0,96 1,02
9 0,99 1,00
10 3,55 3,55
11 2,73 2,25
12 1,47 1,37
13 2,87 3,02
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“Standart Boy” degerlerinin diger morfolojik karakterlerin degerlerine oranlanmasiyla elde edilen degerler
Cizelge 4.5., Cizelge 4.6. ve Cizelge 4.7.’de gosterilmistir.

Cizelge 4.5. Mullus barbatus tiirlerinde ve Mullus barbatus ponticus alt tiiriinde, “Standart Boy” un diger
morfolojik karakterlere orana.

Morfolojik M.b. Mb+Mbp ‘

Karakter Akdeniz Karadeniz Marmara Ponticus | Mb Ort Ort
31 0,80 0,84 0,82 0,79 0,80 0,81 0,81
32 0,91 0,92 0,91 0,90 0,91 0,91 0,91
3/3 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
3/4 2,31 2,28 2,30 2,20 2,30 2,28 2,28
3/5 3,79 4,06 3,93 3,76 3,72 3,88 3,86
3/6 8,39 9,42 8,89 8,51 8,51 8,79 8,73
3/7 13,48 15,07 14,29 13,61 13,23 14,16 13,92
3/8 11,21 12,79 11,95 11,56 9,80 11,91 11,47
3/9 11,54 12,91 12,18 11,67 11,93 12,13 12,03
3/10 345 3,42 3,43 3,29 3,46 3,40 341
311 4,48 4,79 4,63 4,45 3,85 4,60 4,44
3/12 8,00 8,75 8,38 8,01 8,71 8,27 8,37
3/13 3,65 3,64 3,64 3,50 3,40 3,61 3,57

Cizelge 4.6. Mullus surmuletus tiirlerinde, “Standart Boy” un diger morfolojik karakterlere oran.

Morfolojik Karakter | Akdeniz Ege 2 Karadeniz Marmara Ortalama
31 0,80 0,83 0,82 0,82 0,79 0,81
32 0,92 0,94 0,92 0,93 0,91 0,92
3/3 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
3/4 2,34 2,41 2,34 2,38 2,31 2,36
3/5 348 3,69 3,64 3,58 3,48 3,57
3/6 8,29 9,53 8,79 8,89 8,64 8,82
3/7 14,19 15,13 13,31 14,66 14,25 14,30
3/8 9,08 9,57 10,64 9,32 9,05 9,50
3/9 11,47 11,93 11,77 11,70 11,40 11,66

3/10 3,24 3,36 3,36 3,30 3,20 3,30
311 4,44 4,44 4,39 4,44 4,30 4,40
3/12 7,88 8,40 7,33 8,59 7,60 8,57
3/13 3,76 3,88 3,93 3,82 3,70 3,82
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Cizelge 4.7. Upeneus moluccensis ve Upeneus pori tiirlerinde, “Standart Boy” un diger morfolojik
karakterlere orani.

Morfolojik Karakterler U. moluccensis U. pori
3/1 0,81 0,79
32 0,91 0,89
3/3 1,00 1,00
3/4 2,26 2,29
3/5 3,74 3,86
3/6 8,02 9,09
3/7 13,38 14,52
3/8 12,26 11,80
3/9 11,89 12,03

3/10 3,30 3,39
3/11 4,30 5,34
3/12 7,97 8,80
3/13 4,09 3,98

4.2. Molekiiler Analiz

4.2.1. DNA izolasyonu

Tiirkiye denizlerinden elde edilen Mullus barbatus, Mullus surmuletus, Upeneus pori ve Upeneus
moluccensis tirleri ile Mullus barbatus ponticus alt tiiriine ait 6rneklerin DNA izolasyon sonuglari, 3
degisken dogrultusunda farkliliklar gostermistir.

Bunlardan birincisi DNA izolasyonuna baslamadan 6nce kullanilan, dokuyu saklama yontemidir. Saklama
kosullari, -20°C’de %95 etanol iceren ve igermeyen tiiplerde olan doku &rneklerinden, %95 etanol igeren
tiiplerde saklanan 6rneklerden daha ¢ok miktarda (ng/ul) ve optimuma daha yakin A260/280 nm saflik
degerine sahip DNA elde edilmistir. Bu nedenle ¢aligmada, -20°C’de, %95’lik etanol igeren tiipler igerisinde
saklama yontemi kullanilmasina karar verilmistir.

DNA izolasyonu sonuglarini etkileyen ikinci degisken ise kullanilan DNA izalosyon ydntemi olmustur.
Fenol-Kloroform-izoamilalkol ydntemi ile elde edilen DNA’lar miktar olarak Promega Genomic DNA
Purification Kit ile elde edilen DNA’larin miktarindan fazla olmasina ragmen, Fenol-Kloroform-izoamilalkol
yontemi ile elde edilen DNA’larin jel elektroforezi sonrasinda elde edilen goriintiilerinde tespit edilen DNA
degradasyonunun, PCR asamasinda sorun yaratabilecegine karar verilmistir. Bu nedenle, ¢aligmada Promega
Genomic DNA Purification Kit kullanilmasina karar verilmistir.
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Sekil 4.1. [ki Mullus barbatus rneginden izole edilen DNA orneklerinin %1 lik agaroz jelde yapilan
elektroforetik analizinin gériintiileri. A) Fenol-Kloroform-Izoamilalkol yontemi ile elde edilen DNA 'da
goriilen degradasyon. B) Wizard Genomic DNA Purification Kit ile izole edilen DNA.

DNA sonuglarmi etkileyen son faktdr ise, DNA izolasyonunda kullanilan doku cesidi olmustur. Ug farkli
doku cesidi (karaciger, sirt kasi, pul) ile gergeklestirilen denemelerde en yiiksek miktarda DNA (Ortalama
1136,01 ng/ul) karaciger dokusundan elde edilmistir. Sirt kasi dokusundan izole edilen DNA’lar, saflik
(A260/280 nm) bakimindan en iyi sonuglar1 vermis (Ortalama A260/280 = 1,86) olmasina ragmen miktar
olarak karaciger dokusunun ¢ok gerisinde kalmistir (Ortalama 133,56 ng/pl). Karaciger dokusu ise saflik
bakimindan sirt kasina oranla daha kotii sonuglar (Ortalama A260/280 = 1,93) vermesine ragmen, aradaki
fark goz ardi edilebilecek kadar azdir. Ugiincii doku tipi olan pullardan elde edilen DNA ise hem miktar
(Ortalama 21,32 ng/pl) hem de saflik (Ortalama A260/280 = 1,69) bakimindan diger iki dokunun ¢ok altinda
kalmistir. Bu sonuglar goz oniinde bulundurularak c¢aligmalarin karaciger dokusu ile yiiriitiillmesine karar
verilmistir.

Karaciger dokusundaki bozulma yiiziinden DNA izolasyonu yapilamayan Ornekler (Cizelge 4.8.)
aragtirmadan ¢ikarilmistir.

Cizelge 4.8. DNA izolasyonu yapilamayan drnekler.

Akdeniz Upeneus pori 7
Akdeniz Upeneus pori 16, 19
Ege Mullus surmuletus 3,4,5,10,14, 17
Karadeniz Mullus surmuletus 13

4.2.2. Polimeraz zincir reaksiyonu

Calismada kullanilan primer ¢iftlerinin optimum erime sicakliklart ve MgCI2 konsantrasyonlar1 Cizelge
4.9.’de gosterilmistir.

Cizelge 4.9. Primer ¢iftlerinin optimum erime sicakliklar: ve MgCI2 konsantrasyonlart.

Primer Cifti Erime Sicakh@ MgCl2 Konsantrasyonu
L1091 + H3080 16S rRNA 55°C 2 mM
114841 + H15149 CytB 50°C 2 mM
L1091 + H1478 125 rRNA 64°C 2 mM
L7450 + H8055 CO1II 50°C 2 mM
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Primerler optimize edildikten sonra tiim drneklerin 16S rRNA, CytB, 125 rRNA ve CO II mtDNA bélgeleri
cogaltildi. %2’lik agaroz jel kullanilarak yapilan elektroforetik analiz sonrasinda goriintiilenen 6rneklerden
bant vermeyen veya zayif bant veren drnekler tekrarlandi Tekrarlar sonucunda da sonu¢ vermeyen 6rnekler
(Cizelge 4.10.) aragtirmadan c¢ikarildi.

Sekil 4.2. Mullus barbatus ponticus érneklerine (214-225) ait dort farkly bolgenin PCR iiriinlerinin %2 lik
Jelde goriintiisii. Birinci kuyuya yiiklenen belirte¢ yardimiyla ¢ogaltilan bélgelerin uzunluklar: (bg) tespit
edilebilmektedir.

Cizelge 4.10. PCR sonrast sonug alinamayan érnekler.

AKkdeniz Mullus barbatus 6,9, 11,15, 16, 20

Akdeniz Mullus surmuletus 33,40

Akdeniz Upeneus pori 51

Akdeniz Upeneus moluccensis 69, 75,76, 77

Ege Mullus barbatus 84,92, 95

Ege Mullus surmuletus (2) 124, 125

Marmara Mullus barbatus 135, 146, 151

Marmara Mullus surmuletus 156, 159, 160, 164,165, 166, 167, 169
Karadeniz Mullus barbatus 175, 182, 184, 189, 190, 191, 192, 193
Karadeniz Mullus surmuletus 195,197, 198, 201, 205, 207, 208

4.2.3. Dizi analizi

Dizi analizi dncesindeki saflagtirma (piirifikasyon) asamasinda 2 farkli yontem denenmistir. Plate yontemi ile
elde edilen {iriin miktari, kolon yontemi ile elde edilen iiriin miktarindan, denenen tiim drneklerde (n=50),
daha fazla olarak gdzlemlenmistir. Ayrica plate yonteminin, fazla drnek ile yapilan galigmalarda, kolon
yontemine gore daha pratik ve hizli oldugu gozlemlendiginden, saflastirma agamasinda plate yontemi
kullanilmustir.
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Plate Yontemi’ne uygun olarak gerceklestirilen saflastirma asamasinin ardindan, her tiir i¢in en iyi sonug
alinan oniki 6rnek belirlenerek, dizi analizinde kullanilmak {izere segilmistir (Cizelge 4.11.).

Cizelge 4.11. Dizi analizinde kullanilmak iizere segilen ornekler.

Bilge Tiir DNA indeks No |

Akdeniz Mullus barbatus 2,3,4,5,7,10, 12, 14, 17, 18, 19, 21

AKkdeniz Mullus surmuletus 22,25,29, 30, 31, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 41

Akdeniz Upeneus pori 46, 47, 48, 49, 50, 52, 53, 56, 57, 58, 59, 60

AKkdeniz Upeneus moluccensis 61, 62, 63, 65, 66, 67, 68, 70,71, 72,78, 79

Ege Mullus barbatus 80, 81, 82, 88, 89, 90, 91, 93, 96, 97, 98, 99

Ege Mullus surmuletus 100, 101, 102, 103, 105, 106, 107, 109, 110, 111, 112, 113
| Ege Mullus surmuletus (2) 116, 117,118, 119, 121, 122, 123, 126, 127, 128, 129, 131

Marmara Mullus barbatus 136, 137,139, 141, 142, 144, 145, 147, 148, 149, 150, 153

Marmara Mullus surmuletus 154, 155, 157, 158, 161, 162, 163, 168, 170, 171, 172, 173

Karadeniz ~ Mullus barbatus 174,176, 177,178, 179, 180, 181, 183, 185, 186, 187, 188

Karadeniz  Mullus surmuletus 194, 196, 199, 200, 202, 203, 204, 209, 210, 211, 212, 213

Karadeniz ~ Mullus barbatus ponticus 214, 215,216,217, 219, 220, 221, 222, 224, 225, 226, 228

Dizi analizine baglamadan 6nce, dideoksiniikleotit zincir sonlanmasi reaksiyonu i¢in hazirlanan optimizasyon
protokolleri denendi. Uygun olarak secilen protokol Cizelge 4.12.’de gosterilmistir.

Cizelge 4.12. Dideoksiniikleotit zincir sonlanmasi reaksiyonu icin uygulanan protokol.

Bilesen Hacim

DTCS Premix 4 ul
Primer (1.6 pM/pl) 1l
DNA 2 ul
Distile Su 2 ul
Tampon 1 pl
Toplam Hacim 10 pl

16S rRNA bolgesinden istenilen kalitede sonug elde edilemedi. Elde edilen sonuglarin da tutarsiz olmasi
nedeni ile 16S rRNA bolgesi arastirmadan ¢ikarildi.

4.2.4. Filogenetik analiz

Dizi analizi sonrasinda elde edilen DNA dizileri, Sequencher 4.7 ve MEGA4 programlar1 kullanilarak
hizalanmistir. Ege bolgesinden elde edilen ve morfolojik olarak fark gosteren iki Mullus surmuletus
varyetesinin, dizi analizi yapilan 3 bolgede de, birbiriyle tamamen ayni DNA dizisine sahip oldugu
belirlendiginden tek bir grup altinda birlestirilmistir. Tiirlere ait elde edilen diziler asagida verilmistir:
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TTAGGCCTCT
TCCIGGCAA
CICCICCGIC
TGATTTATIC
ICITTAITIG
TTACGGCTCA
GITGITICTIC
GCTACGICCT
TGCAGT

GCCTAGCARC
GCACTACACC
GCCCACATIT
GTAACATGCA
CATTTATAIG

TACTTATATA 1

TITCTGCTAGT
TICCTTGAGGA

TCARATIGIG
TICTGACARICG
GCCGCGACGT
CGCARAACGGA
CACATCGGAC
AAGAGACATG
TATGATGACT
CARATATCAT

ACAGGACTICT
CCACAGCCIT
TAACTATGGA
GCATCCTITICT
GAGGCCICIA
AARATGTAGGC
GCATICGIGG
TCTGAGGGGC

Sekil 4.3. Akdeniz Mullus barbatus, CytB bolgesi DNA dizisi.

1 CICIGCTAGG CCICIGCTITA GCCACTCAAA TTGTAACAGG
41 ACICITCCTG GCAATACACT ACACCICIGA TATCGCCACA
81 GCITTCICCT CCGITGCCCA CATCTGCCGC GACGITAACT
121 ATGGATGATT TATCCGTAAC ATACATGCAA ACGGAGCATIC
161 CTICITICITC ATCIGCATCT ACATGCACAT CGGACGAGGC
201 CICTACTACG GCTCATATCT ATACAAAGAG ACATGAAACG
241 TCGGCGTITAT TCICCTCCIC CTAGTTATGA TGACIGCCIT
281 CGIGGGCTAC GTICCTTICCCT GAGGACAARAT ATCATTICIGA
321 GGGGCTIGCAG T

Sekil 4.4. Akdeniz Mullus surmuletus, CytB bolgesi DNA dizisi.

TACAGGACTA
GCCACTGCTIT

TARACTACGG
CGCTICTITIC
CGAGGCCTTT
GARATGICGG
CGCCITCGIG
TTCIGAGGGG

TTCCTAGCGA
TCTCCTCCGT
ATGACTTATIC
TTICTTCAICT
ACTACGGCTIC
AGTAGTACTG
GGCTACGICC
CIGCAGT

TGCACTATAC
CGCACACATIC
CGTAACATGC
GCATCTIACAT
ATATTTIATAT
CICCICCTIIG
TACCATGAGG

CTCAGACATT
TGTCGCGACG
ACGCCAATGG
GCACATCGCT
AARGAAACAT
TCATGATGAC
ACARATATCA

Sekil 4.5. Akdeniz Upeneus pori, CytB bélgesi DNA dizisi.
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- | CCCTACTAGG CCTCIGCCTA GCTACCCAAA TTGICACAGG
41 ACTATTCCTIA GCAATGCACT ACACATCAGA CATTIGCCACA
81 GCITTCICAT CIGTIGGCCCA CATITGCCGT GATGTAAACT
121 ACGGCTGACT AATCCGTAAT ATGCATGCCA ACGGCGCCIC
161 TTICTTCIIT ATTTGCATICT ACCICCACAT TGGCCGAGGA
201 CTITTACTACG GCTCTITACCT GTATAAAGAA ACATGAAATG
241 TGGGAGTTGT GCTTCIACTC CTAGICATGA TGACIGCCIT
281 CGICGGCTAC GICCICCCCT GAGGACAAAT ATCATTCIGA
321 GGGGCIGCAG T

Sekil 4.6. Akdeniz Upeneus moluccensis, CytB bolgesi DNA dizisi.
1 TTAGGCCTCT GCCTAGCAAC TCAAATTGIG ACAGGACICT
41 TCCTGGCAAT GCACTACACC TCTGACATCG CCACAGCCIT
81 CICCTICCGIC GCCCACATIT GCCGCGACGT TAACTATGGA
121 TGATTTATTC GTAACATGCA CGCAAACGGA GCATCCTICT
161 TCTTTATTTG CATTTATATG CACATCGGAC GAGGCCICIA
201 TTACGGCTCA TACTTATATA AAGAGACATG AAATGTIAGGC
241 GITATTICTTC TICTGCTAGT TATGATGACT GCATICGIGG
281 GCTACGTCCT TCCTTGAGGA CAAATATCAT TCTGAGGGGC
321 TGCAGT

Sekil 4.7. Ege Mullus barbatus, CytB bélgesi DNA dizisi.

1 CICIGCTAGG CCICIGCTITA GCCACICAAA TTGIAACAGG
41 ACTCITCCIG GCAATACACT ACACCICIGA TATCGCCACA
81 GCITTICTICCT CCGTITGCCCA CATCIGCCGC GACGITAA
121 ATGGATGATT TATCCGTAAC ATACATGCAA ACGGAGCRAIC
161 CITCTICITC ATCIGCATICT ACATGCACAT CGGACGAGGC
201 CICTACTACG GCTICATATICT ATACARAGAG ACATGAAACG
241 TCGGCGTITAT TCICCICCIC CTAGITATGA TGACIGCCIT
281 CGIGGGCTAC GICCTTICCCT GAGGACARAT ATCATICTIGA
321 GGGGCIGCAG T

Sekil 4.8. Ege Mullus surmuletus, CytB bélgesi DNA dizisi.
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1 TTAGGCCICT GCCTAGCAAC TCAAATIGIG ACAGGACICT
41 TCCTIGGCAAT GCACTACACC TCTGACATICG CCACAGCCIT
81 CICCICCGIC GCCCACATIT GCCGCGACGT TAACIATIGGG
121 TGATTITATTIC GTAACATGCA CGCAAACGGA GCATCCTICT
161 TCITTATTIG CATTTATATG CACATCGGAC GAGGCCICTA
201 TTACGGCTICA TACTTATATA AAGAGACATG AAATGTAGGC
241 GITATICTITIC TICTIGCTAGT TATGATGACT GCATICGIGG
281 GCTACGTCCT TCCTTGAGGA CAAATATCAT TCTIGAGGGGC
321 TGCAGT

Sekil 4.9. Marmara Mullus barbatus, CytB bélgesi DNA dizisi.
| CICIGCTAGG CCICTIGCTITA GCCACTCAAA TTIGTAACAGG
41 ACICITCCTIG GCAATACACT ACACCICIGA TATCGCCACA
81 GCTITTICTCCT CCGITGCCCA CATCTGCCGC GACGITAA
121 ATGGATGATT TATCCGTAAC ATACATGCAA ACGGAGCAIC
161 CITCITCITC ATCIGCATCT ACATGCACAT CGGACGAGGC
201 CICTACTACG GCTICATATCT ATACARAGAG ACATGARAACG
241 TCGGCGTITAT TCICCICCIC CTAGTITATGA TGACIGCCIT
281 CGIGGGCTAC GICCTITCCCT GAGGACAAAT ATCATTICIGA
321 GGGGCIGCAG T

Sekil 4.10. Marmara Mullus surmuletus, CytB bolgesi DNA dizisi.
| TTAGGCCTICT GCCTAGCAAC TCAAATTIGIG ACAGGACICT
41 TCCIGGCAAT GCACTACACC TCTIGACATICG CCACAGCCIT
81 CICCICCGIC GCCCACATIT GCCGCGACGT TAACTATIGGA
121 TGATTTATTIC GTAACATGCA CGCAAACGGA GCATCCTICT
161 TCTITTATTTG CATITTATATG CACATCGGAC GAGGCCICIA
201 TTACGGCTCA TACTTATATA AAGAGACATG AAATGTAGGC
241 GITATICTITC TTCIGCTAGT TATGATGACT GCATICGIGG
281 GCTACGTCCT TCCITGAGGA CAARATATCAT TCTIGAGGGGC
321 TGCAGT

Sekil 4.11. Karadeniz Mullus barbatus, CytB bolgesi DNA dizisi.
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1 CICIGCTAGG CCTCTIGCTTA GCCACTCAAA TTIGTAACAGG
41 ACTCITCCTIG GCAATACACT ACACCICTGA TATCGCCACA
81 GCITTCICCT CCGITGCCCA CATCTGCCGC GACGITAA
121 ATGGATGATT TATCCGTIAAC ATACATGCAA ACGGAGCAIC
161 CIICTTCITIC ATCTIGCATCT ACATGCACAT CGGACGAGGC
201 CICTACTACG GCTICATATICT ATACAAAGAG ACATGAARCG
241 TCGGCGITAT TCTCCICCIC CTAGITATIGA TGACIGCCIT
281 CGIGGGCTAC GICCITCCCT GAGGACAAAT ATCATICIGA
321 GGGGCIGCAG T
Sekil 4.12. Karadeniz Mullus surmuletus, CytB bélgesi DNA dizisi.

1 TTAGGCCTICT GCCTAGCAAC TCAAATTGIG ACAGGACICT
41 TCCTIGGCAAT GCACTACACC TCTGACATCG CCACAGCCIT
81 CICCTICCGTIC GCCCACATIT GCCGCGACGT TAACTATGGA
121 TGATTTATTC GTAACATGCA CGCAAACGGA GCAICCTICT
161 TCITTATTTG CATTTATATG CACATCGGAC GAGGCCICTA
201 TTACGGCTCA TACTTATATA AAGAGACATG AARTGTAGGC
241 GITATICITC TTICIGCTAGT TATGATGACT GCATITICGIGG
281 GCTACGTCCT TCCTTGAGGA CAAATATCAT TCIGAGGGGC
321 TGCAGT

Sekil 4.13. Karadeniz Mullus barbatus ponticus, CytB bolgesi DNA dizisi.
i ACACCGATAT GATCTITACARA GAATTATICCG CCIGGGGACT
41 ACGAGCATTA GCTITIGAAACC CAAAGGACTT GGCGGIGCIT
81 TAGACCCACC TAGGAGGAGC CIGITICIAT AACCGATGAC
121 CCCCGTITAARA CCTCACCCTIT CCGAATATTA GCCTATATAC
1€1 CGCCGTICGIC AGTICITCCT GIGAAGGATC TGTIATTIGGGC
201 AGGCATGGTA CCACCCGIGA AGACAGGTICG AGGIGTACCA
241 TGIGGAA GAAGARAATTG GCTACATTCG CIGGCICAGC
281 GRAATTACGGA TGGCGCAGTG AARAGCCIGIG CCTIGAAGGCG
321 GATITAARRG TAAGAGGGGA ATAGAGIGIC CCICIGAATIC
361 AGGCTCITITA CCGIGCACAC ACCGCCCGIC ACCCICIGCA
401 GT

Sekil 4.14. Akdeniz Mullus barbatus, 12S rRNA bélgesi DNA dizisi.
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41

81

121
1€l
201
241
281
321
3€1
401

ACACTGATAT
ACGAGCGCIA
TAGACCCACC
CCCCGTITCAA
CGCCGTCGCC
TAGTICIGGIA
IGTGG““GGG
GAACTACGARA
GATTTAGCAG
TIGGCICIGAA
GI

GATCITACAC
GCTITAAAACC
TAGGAGGAGC
CCTICACCCIT
AGCCCATCCT
CIGCCICIARA
GRAGCAATGG
CGGCACAGTG
TRAGGGGGGA
GIGTGCACAC

GCATTATCCG
CAAAGGACTT
CIGITICTIAT
CCGTITTATCT
GIGAAGGATC
TGACAGGICG
GCTACATTICG
ARAGCCIGIG
GIAGAGIGCC
ACCGCCCGIC

CCIGGGTIACT
GGCGGIGCIT
ARCCGATARA

GCCTATATAC
TATAGTGGGC
AGGTGTAGCA
CIGCCTICAGT
CCTGAAGGTIG
CCICIGARCT
ACCCTICIGCA

Sekil 4.15. Akdeniz Mullus surmuletus,

125 rRNA bélgesi DNA dizisi.

41

81

121
i1€1
201
241
281
321
3€1

TTTGATARRR
GAGCACTAGC
GACCCCCCTA
CCGTITCAACC
CCGTICGCCAG
TACTGGTIAA

TIGGAGGGGGA A

ATCACARRN
TITTAGCAGIA
GCICTTGAGC

TACCACAAAT

TTAARRACCCA R

AGAGGAGCCT
TCACCCCICC
CCTACCCIGT
ACCCCAAACG
ARTGGGC
GIGCACTGAA
AGGAGGGAGC
GTGCACACAC

ATTATCCGCC
AAGGACTITIGG
GITICIAGAA
CIGICACTIGC
GAAGGAACCA
TCAGGICGAG
TACATTCACT
AGACCGCATIC
AGAGTGCCCC
CGCCCGICAC

CGGGTACTAC
CGGIGCTTTA
CCGATAATCC
CTATATACCG
TAGTGGGCTA
GIGTACCATA
GIGICAGIGA
TGAAGGTIGGA
CCIGAAACCG
CCICIGCAGT

Sekil 4.16. Akdeniz Upeneus pori, 125 rRNA bélgesi DNA dizisi.

41

81

iz1
1€l
201
241
281
321
3€1

IGITATTATA
ACCITARRRC
CTAGGAGGAG
ACCTICACCCT
CAGCCCACCC
AATACCCCCA
G ATGTARTG

ARAGATACATT
GTAAGGAGAG
AGCGTGCACA

CACATTATCC
CCAARAGGACT
CCIGITICIA
TICCCIGTAA

IGIGAA
ATGTICAGGIC
GGCTACATIC
GAAAGACIGT
AGTAGAGIGC
CACCGCCCGT

AN

GCCIGGGTAC
TGGCGGTIGCT
GAACCGATGA
CGCCTATATA
CIACAGIGGG
GAGGTIGTAGC
GCTIGCCTCAG
GICIGAAGGC
TCICCIGARAA
CACCCICTIGC

TACGAGCATIT
TITAGACCCCC
TCCCCGTITICA
CCGCCGTICGC
CCACCCCGGT
GTAA
CGAACCACGA
GGATTTAGCA
CCGGCICTITA
AGT

Hﬂ

Sekil 4.17. Akdeniz Upeneus moluccensis,
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a ACACCGATAT GATCITACAA GAATTATCCG CCIGGGGACT
41 ACGAGCATTA GCTTIGAAACC CAAAGGACTT GGCGGIGCIT
81 TAGACCCACC TAGGAGGAGC CIGITICTAT AACCGATIGAC
121 CCCCGTITAARA CCICACCCIT CCGAATATTA GCCTATATAC
1€1 CGCCGICGTIC AGITCITCCT GIGAAGGATC TGTATIGGGC
201 AGGCATGGTA CCACCCGIGA AGACAGGTCG AGGTIGIAGCA
241 TGTGGAAGGG GAAGARRATTG GCTACATTCG CIGGCICAGC
281 GAATTACGGA TGGCGCAGTG AARAGCCIGIG CCIGAAGGCG
321 GATTTAGAAG TAAGAGGGGA ATAGAGTGIC CCICIGAATIC
3€1 AGGCICTITA GCGIGCACAC ACCGCCCGIC ACCCICIGCA
401 AT
Sekil 4.18. Egez Mullus barbatus, 12S rRNA bélgesi DNA dizisi.
i ACACTGATAT GATCTTACAC GCATTATCCG CCIGGGTACT
41 ACGAGCGCTA GCTTARAARCC CARAGGACTT GGCGGTIGCIT
81 TAGACCCACC TAGGAGGAGC CIGITICTAT AACCGATAR
121 CCCCGTTCAA CCTCACCCIT CCGITTIATICT GCCTATATAC
161 CGCCGTCGCC AGCCCATCCT GTIGAAGGATC TATAGTGGGC
201 TAGICIGGTA CIGCCICTAA TGACAGGTICG AGGIGTAGCA
241 TGTGGAAGGG GAAGCAATGG GCTACATTICG CIGCCTCAGT
281 GAACTACGAR CGGCACAGIG AARGCCIGIG CCIGAAGGTIG
322 GATTITAGCAG TAA A GTAGAGTIGCC CCICIGAA
3€1 TGGCICTGAA GIGTIGCACAC ACCGCCCGIC ACCCICIGCA
401 GI
Sekil 4.19. Ege Mullus surmuletus, 125 rRNA bolgesi DNA dizisi.

i ACACCGATAT GATCITACAA GAATTATCCG CCIGGGGACT
41 ACGAGCATTA GCTIGAAACC CAAAGGACTIT GGCGGIGCIT
81 TAGACCCACC TAGGAGGAGC CIGITICTIAT AARCCGATGAC
121 CCCCGTITAARA CCTICACCCIT CCGAATATIA GCCTATIATAC
1€1 CGCCGICGIC AGTIICITCCT GIGAAGGATIC TGTIATIGGGC
201 AGGCATGGTA CCACCCGIGA AGACAGGTICG AGGTGTIAGCA
241 TGIGGAAGGG GAAGARATTG GCTACATTICG CIGGCICAAC
281 GAATTACGGA TGGCGCAGTG AAAGCCIGIG CCIGAAGGCG
321 GATTTARARRAG TAAGAGGGGA ATAGAGIGIC CCICIGAAIC
3€1 AGGCTICITTA GCGIGCACAC ACCGCCCGIC ACCccICcIGCA
401 GT

Sekil 4.20. Marmaraz Mullus barbatus,
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1 ACACTGATAT GATCITACAC GCATTATCCG CCIGGGTIACT
41 ACGAGCGCTA GCTTAAARACC CARAAGGACTT GGCGGIGCIT
81 TAGACCCACC TAGGAGGAGC CIGITICIAT AACCGATAA
121 CCCCGTTCAA CCTICACCCIT CCGITTATICT GCCIATATAC
1€1 CGCCGTCGCC AGCCCATCCT GIGAAGGATC TATAGIGGGC
201 TAGICIGGTA CTGCCICTAA TGACAGGTICG AGGIGIAGCA
242 TGIGGAA GAAGCAATGG GCTACATICG CIGCCTICAGT
281 GAACTACGAR CGGCACAGTIG AAAGCCTGIG CCIGAAGGTIG
321 GATTTAGCAG TAA A GTAGAGTIGCC CCICIGAACT
3€1 TGGCICIGARA GIGIGCACAC ACCGCCCGIC ACCCICIGCA
401 GT
Sekil 4.21. Marmara Mullus surmuletus, 125 rRNA bélgesi DNA dizisi.

1 ACACCGATAT GATCITACAA GAATTATCCG CCIGGGGACT
41 ACGAGCATTA GCTTGAAACC CAAAGGACTIT GGCGGIGCIT
81 TAGACCCACC TAGGAGGAGC CIGITTICTAT AACCGATGAC
121 CCCCGTTAAA CCTICACCCIT CCGAATATTIA GCCTATIATAC
1€1 CGCCGTCGIC AGTTCITICCT GIGAAGGATIC TGTATIGGGC
201 AGGCATGGTA CCACCCGIGA AGACAGGTCG AGGTIGIAGCA
242 TGTGGAAGGG GARARRRAATTG GCTACATTICG CIGGCICAAC
281 ARATTACGGA TGGCGCAGTG ARACCCTIGIG CCIGAAGGCG
322 GATTTAARRG TRAAGAGGGGA ATAARRAGTGIC CCICIGAATIC
3€1 ACGCICITTIA GCGIGCACAC ACCGCCCGIC ACCCICIGCA
401 GT

Sekil 4.22. Karadenizdeniz Mullus barbatus, 125 rRNA bélgesi DNA dizisi.
i ACACTGATAT GATCITACAC GCATTAICCG CCIGGGTIACT
41 ACGAGCGCTA GCITAARACC CARAGGACIT GGCGGIGCIT
81 TAGACCCACC TAGGAGGAGC CIGITICIAT AACCGATAA
121 CCCCGTITCAA CCITCACCCIT CCGITTAICT GCCTIATATAC
161 CGCCGICGCC AGCCCATCCT GIGAAGGATC TATAGTIGGGC
201 TAGTCIGGTIA C'"GCCTC'T“ A TGACAGGICG AGGIGIAGCA
241 TGIGGARA GAAGCAATGG GCTACATTCG CIGCCICAGT
281 GARACTACGAR CGGCACAGTG AARGCCIGIG CCTIGARMGGTG
321 GATTTAGCAG TAAGGGGGGA GTAGAGIGCC CCICIGAACT
3é1 TGGCTCIGAA GIGIGCACAC ACCGCCCGIC ACCCICIGCA
401 GT

Sekil 4.23. Karadenizdeniz Mullus surmuletus, 12S rRNA bolgesi DNA dizisi.
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1 ACACCGATAT GATCITACAR GAATTATCCG CCIGGGGACT
41 ACGAGCATTA GCTITGAAACC CAAAGGACTT GGCGGIGCIT
81 TAGACCCACC TAGGAGGAGC CIGITTICTAT AACCGATIGAC
121 CCCCGTITAAR CCICACCCIT CCGAATATTA GCCTATATAC
1€1 CGCCGICGIC AGITICITCCT GIGAAGGATC TGTATIGGGC
201 AGGCATGGTA CCACCCGIGA AGACAGGICG AGGIGIAGCA
242 TGTGGAAGGG GAAGAARATTG GCTACATTCG CIGGCICAGC
281 GRATTACGGA TGGCGCAGTIG ARAAGCCIGICG CCIGAAGECG
322 GATITAGAAG TAAGAGGGGA ATAGAGIGIC CCICIGAAIC
3€1 AGGCTICTTTA CCGTGCACAC ACCGCCCGIC ACCCICIGCA
401 GT

Sekil 4.24. Karadeniz Mullus barbatus ponticus, 125 rRNA bdlgesi DNA dizisi.
- GCCATCCGCA TAACCGCICT GCCACTTICT TATAAGACAC
41 TAGTARR GACTATTACG CIGCCITIGIC GAGGCAGAA
8a IGIGGGTITIG AGICCCGCGC GICITIGITAA CITAATGGECAC
123 ATCCCICACA ACTAGGITIC CAAGATGCAG CITICCCCCGT
1€ AATAGAAGAR CICCITICACT TCCACGACCA CGCCCTIAATG
202 ATCGIGTITIT TGATTAGCAC CITCGTACTT TACATTIATIG
241 IGGCAATAGT ARCARACGAAG CITACAAACA AATTICCICCT
282 TGATTCICARA GAGATTGAGA TCATCTIGAAC CGTITICICCCA
222 GCAGTITATIT TAATTATGAT TGCICICCCC TCACTACGCA
2€2 TICITTATCT AATAGACGAAR ATTAGCAGCC CCCACCIARAC
4021 GATTARAGCC GTITGGCCACC AGIGGTACICG AAGCTACGARA
441 TATACAGACT ATGAAGACCT GGGCITIGAT TCCTATATGGE
481 TACCARACCCA AGACCICACA CCaAGGGCAR TCCCATTACT
s23 TGAACCCAAC CATCCGATGG TIGGT

Sekil 4.25. Akdeniz Mullus barbatus, COII bolgesi DNA dizisi.

=1 GCCATCCGCA TCACCGCICT GCCACITITICT TATAAGACAC
E TAGTARRRACT GATCATTACG CIGCCITIGIC GaAGGCAGAR
81 TGIGGGTITIG AGICCCGCGC GICITGCTARA CCAATGGCAC
123 ACCCCICACA ATTAGGITIC CAAGATGCAG CITCCCCIGT
1€ AATAGARAAGAR CITCIICATT TCCACGACCA CGCCCTIGATIG
202 ATCGIGTITIT AATTAGCAC TTICGTACIT TACATTATIG
z4a TGGCAATAGT AACAACTAAG CITACARAATAR AATTICCIACT
282 GGACTCCCAR GAGATIGAGA TCATCIGAAC TGITICTICCCA
222 GCAGTTATTT TAATTATAAT TGCICITCCC TCACTACGTA
2€2 TICITTACCT AATGGATGAR ATTAGCAGCC CaACACCTAAC
402 AATTARAGGEGCC GICGGCCATC AGIGGTIACTIG AAGCTACGAG
441 TATACAGACT ATGAAGACCT GGGCITTIGAT TCITATATGG
481 TGCCAACCCA GGACCICACA CCGGGCCAGT TCCGITTACT
s2a TGAACCCGAT CATCGAATAG TATIC

Sekil 4.26. Akdeniz Mullus surmuletus, COII bolgesi DNA dizisi.

45




=1 TCCACATGAC CACTICIGICA CITICITIGCA AGATGCTAGT
43 ARRRACTGATT ATTACACIGC TITIGICAGGG CAGAATTIGCG
sa GGITTIGAGCC CCGCGCATCT TGATAAGTAR TGGCACATCC
123 CICACAACTA GGITTCCAAG ACGCAGCTITC CCCCGTAATA
1€ GAGGAACTCC TACATTICCA TGACCATGCC CTIAATGATIG
202 TATTCCTCAT CAGCACITTIT GIGCITTACA TTATTGTICGC
242 ARTGGITACA ACARARALACTCA CAARTARRTT CCIGCITIGAT
282 TCCCARGARR TCGAARAATTAT CIGAACGGTA CIACCAGCGEG
322 TAATTCTGAT TATGATIGCT CICCCATCCC TACGCATICT
2€2 CIACCTAATG GATGAARATTA ATGACCCCCA CCTAACCATT
402 ARRAGCAGTTIG GICACCAGTIG ATACTGAA TATGAGTACA
442 CCGACTACGA AGACTTAGGT TICGATTICCT ATATGGTACC
481 ARACCCAAGAT CITACCCCIG GGCAATTICCG GCTIACTTIGAR
s2a GCCGACCACC GAATGGIAAT
Sekil 4.27. Akdeniz Upeneus pori, COII bélgesi DNA dizisi.

- & TCCACATAAC CGCICIGICA CITICITATA AGATGCTAGT
43 AARRRTTGATT ATTACACTGC CITGICGAGG CAGAATIGIG
81 GGITTAAGCC CCGCGCATCT TIGCTAATT TGGCACATCC
123 CICACAACTA GGTTITICCAAG ACGCAGCITC CCCCGIGATA
1€2 GAAGARAACTTC TTCATTTICCA TGATCATGCC CTAATGATITIG
202 TAATCTITAAT TAGCACTITITIT GIACTITTACA TTATIGIAGC
242 GATGGTITACA ACCAARAGCICA CAAATARARTT CCICCIGGAC
281 TCACAAGAAR TTGAAATCAT TIGAACAGIC CICCCIGCAG
322 TGATCCTAAT CATGATTGCC CICCCCICAT TACGAATTCT
3€1 TTACCTAATG GACGAAATTA ATGACCCICA CCTAACARATT
401 ARRGCGCCGTIAG GCCATCAGTIG ATACTGARAN TACGAATATA
441 CAGACTACGA AGACCTIAGGT TTIIGACICAT ATATIGGIACC
482 TACACAAGAT CITACCCCIG GICAATICCG ACIACITIGARA
s2a GCCGACCATC GAATGGIAAT

Sekil 4.28. Akdeniz Upeneus moluccensis, COII bélgesi DNA dizisi.
- GCCATCCGCA TAACCGCICT GCCACTITICT TATAAGACAC
41 TAGTARAGCT GACTATTACG CIGCCITIGIC GAGGCAGAAT
sa TGIGGGITIG AGTICCCGCGC GICITIGITAA CIAATGGCAC
123 ATCCCICACA ACTAGGITIC CAAGATGCAG CITCCCCCGT
1€ AARTAGARAGAR CICCITICACT TCCACGACCA CeCCCTAATIG
202 ATCGIGITTITI TGATTAGCAC CTICGTIACTIT TACATTATIG
242 TGGCAATAGT AACARAACGAAG CITACARARCAR ARATTCCICCT
282 TGATICICAR GAGATIGAGA TCAICIGAAC CGITICTICCCA
221 GCAGITATTT TAATTATGAT TGCICICCCC TICACTACGCA
2€2 TICITTATCTI AATAGACGAA ATTAGCAGCC CcCcCcaCcCTARAC
402 GATTARAGCC GITGGCCACC AGTGGTIACTICG AAaGCTACGARX
s41 TATACAGACT ATGAAGACCT GGGCITIIGAT ICCIATAIGG
481 TACCARCCCA AGACCICACA CCAGGGCAAT TCCCATTACT
s2a TGAACCCARAC CATCCGATGG TGaeT

Sekil 4.29. Ege Mullus barbatus, COII bolgesi DNA dizisi.
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43

sl

A2
=N - 8
201
241
281
222
2 €L
401
441
481
S22

GCCATCCGCA
TAGTAARACT
IGIGGGTITIG
ACCCCICACA
ARTAGARAGAR
ATCGIGITIT
TGGCAATAGT
GGACTCCCARn
GCAGITATIT
IICTTITACCT
AATTARGGCC
TATACAGACT
TIGCCAACCCA
IGAAGCCGAT

TCACCGCICT
GATCATTACG
AGTCCCGCGC
ATTAGGITIC
CITCITICATITT
TAATTAGCAC
ARCAACTARG
GAGATTIGAGA
TAATTATAAT
AATGGATGAR
GICGGCCATC
ATGAAGACCT
GGACCICACA
CATCGAATAG

GCCACTTTICT
CIGCCITIGIC
GICITIGCTARA
CARGATGCAG
TICCACGACCHR
TTICGTIACTT
CITACARATA
TCATCIGAAC
TGCTCITCCC
ATTAGCAGCC
AGTIGGTACTG
GGGCITTIGAT
CCGGGCCAGT
TATC

TATA GHCHC
GAGGCAGAA

CCAATGGCAC
CTTODOCTET
CGCCCIGATG
TACATTATIG
AATTCCTIACT
TGITTICICCCA
TCACTACGCA
CACACCTAR
ARGCTACGAG
TCITATATGG
TCCGTITTIACT

Sekil 4.30. Ege Mullus surmuletus,

COIll bélgesi DNA dizisi.

<21

-8

- &} §
-+ §
202
~ L bk
284
322
2 €L
401
4421
4821
sz21

GCCATCCGCA
TAGTAARAGCT
TGTGGGTTIIG
ATCCCICACA
AATAGAAGAR

ATCGIGTTIT
TITGGCAATAGT
IGATTICICAA
GCAGITATIT
TICITTATCT
GATTAAAGCC
TATACAGACT
TGCCARACCCA
TIGAACCCARAC

TAACCGCICT
GACTATTACG
AGTCCCGCGC
ACTAGGTITIC
CICCITICACT
TGATTAGCAC
ARCAACGAAG
GAGATTIGAGA
T T TnT GAT
GTITGGCCACC
nIG G‘CCT
CATCCGATGG

GCCACTTTICT
CIGCCITGIC
GICITIGTITTARA
CAAGATGCAG
TCCACGACCA
CITCGTACTT
CITACARRACHE
TCATCTGAAC
TECTCTOOOC
ATTAGCAGCC
AGTGGTACIG
GGGCITTIGAT
CCAGGGCAAT
TGGT

TATAAGACAC
GAGGCAGAAT

CTAATGGCAC
CITCCCCCGT
CGCCCTAATG
TACATTATTG
AATTCCICCT
CGITICICCCA
TCACTACGCA
CCCACCTAAC
ARGCTACGAR
TCCTATATGG
TCCCATTACT

Sekil 4.31. Marmara Mullus barbatus, COII bélgesi DNA dizisi.

<21

-8

1332
=N §
202
241
282
222
2 €L
401
441
4821
sz21

GCCATCCGCA
AGTAARRACT
TIGTIGGGTTIG
ACCCCTICACA
AATAGAAGAR
ATCGIGTTIIT
TIGGCAATAGT
GGACTCCCAR
GCAGTTATIT
TITICITTACCT
AATTAAGGCC
TATACAGACT
TGCCAACCCA
TGAAGCCGAT

TCACCGCICT
GATCATTACG
AGTCCCGCGC
ATTAGGTITITIC
CIITCITCATT
TAATTAGCAC
ALCRRCTERRG
GAGATTIGAGA
TAATTATAAT
ALRTGGATGAR
GICGGCCATC
ATGAAGACCT
GGACCICACA
CATCGAATAG

GCCACTTTICT
CIGCCITIGIC
GICITGCTAR
CAAGATGCAG
TCCACGACCA
TTITCGTACIT
CITACARATR
TCATCIGARAC
TIGCICTITICCC
ATTAGCAGCC
AGTGGTACIG
GGGCITTIGAT
CCGGGCCAGT
TATC

TATAAGACAC
GAGGCAGAAT

CCARATGGCAC
CITCCCCIGT
CGCCCIGATG
TRACATTATTG

ARTTCCTACT

IGITCICCCA
TCACTACGCA
CACACCTAAC

ARGCTACGAG

ICITATATGG
TCCGITITACT

Sekil 4.32. Marmara Mullus surmuletus, COII bolgesi DNA dizisi.
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a GCCATCCGCA TAACCGCICT GCCACTTICT TATAAGACAC
413 TAGTAAR GACTATTACG CIGCCTITIGIC GAGGCAGAAT
81 TGIGGGTITIG AGTCCCGCGC GICITIGTITAA CTAATGGECAC
123 ATCCCTICACA ACTAGGTITIC CAAGATGCAG CTTCCCCCGT
1€1 AATAGAAGAR CICCITCACT TCCACGACCA CGCCCIAATG
201 ATCGTGTITITIT TGATTAGCAC CITCGTACIT TACATTIATTIG
241 TGGCAATAGT AACARACGARAG CITACAAACHE AATTCCICCT
281 TGATTICICAR GAGATTGAGA TCATCTGAAC CGTTICICCCA
222 GCAGTTATTIT TAATTATGAT TGCICICCCC TCACTACGCA
2€2 TICITTATICT AATAGACGAR ATTAGCAGCC CCCaACCTIARC
<021 GATTAAAGCC GITGGCCACC AGIGGTIACIG AAGCIACGAA
241 TATACAGACT ATGAAGACCT GGGCITTGAT TCCTATATGG
481 TACCAACCCA AGACCTICACA CCAAGGCAGT TCCGATTACT
s23 TGAAGCCGAC CATCGGATIGG TIGGeT
Sekil 4.33. Karadeniz Mullus barbatus, COII bolgesi DNA dizisi.

a GCCATCCGCA TCACCGCICT GCCACTTICT TATAAGACAC

<1 TAGTAAAACT GATCATTACG CIGCCITIGIC GAGGCAGAAT

a1 TGTIGGGITTIG AGTCCCGCGC GICITGCIAARA CCAATGGEGCAC

123 ACCCCTICACA ATTAGGTITTIC CAAGATGCAG CTITICCCCIGT

1€1 AATAGARAGAR CTITICITICATT TCCACGACCA CGCCCIGATG

202 ATCGTIGITTIT TAATTAGCAC TTITCGTACTIT TACATTATTG

z242 TGGCAATAGT AACARACTAAG CITACAARTA AATTICCIACT

281 GGACTCCCAA GAGATTGAGA TCATICTIGAAC TIGIICICCCA
222 GCAGTTATIT TAATTATAR TGCICTTICCC TCACTACGCA
2€2 TICITTACCT AATGGATGAR ATTAGCAGCC CACACCTIAALC

<01 TAAGGCC GICGGCCATC AGIGGTACTIG AAGCTACGAG

£41 TATACAGACT ATGAAGACCT GGGCTITTIGAT TCIIATATGG

481 TGCCAACCCA GGACCICACA CCGGGCCAGT TCCGITTACT

s=23 TGAAGCCGAT CATCGAATAG TATC

Sekil 4.34. Karadeniz Mullus surmuletus, COII bolgesi DNA dizisi.

a GCCATCCGCA TAACCGCICT GCCACITICTI TATAAGACAC
<1 TAGTAAAGCT GACTATTACG CIGCCITIGIC GaAGGCAGAAT
81 TGTIGGGTITG AGICCCGCGEGC GICITIGTITAA CTAATGGCAC
123 ATCCCICACA ACTAGGTITTC AAGATGCAG CITCCCCCGT
1ea AATAGAAGAR CICCITCACT TCCACGACCA CGCCCIAATG
202 ATCGIGTITIIT TGATTIAGCAC CITCGTIACIT TACATTIATIG
242 TIGGCAATAGT AARCARCGAAG CITACARRACHE AATTICCICCT
281 TGATTICICAR GAGATTGAGA TCATICIGAAC CGTITICICCCA
222 GCAGTTATTT TAATTATGAT TGCICICCCC TCACTACGCA
2€1 TICITTATCT AATAGACGARA ATTAGCAGCC CCcCACCTIAAC
<021 GATTAAAGCC GITGGCCACC AGTIGEGTACTIG AAGCTACGAA
241 TATACAGACT ATGAAGACCT GGGCITTIGAT TCCITATATGGEG
282 TACCAACCCA AGACCICACA CCAAGGCAGT TCCGATTIACT
s=2a TGAAGCCGAC CATCGGATGG TIGGT

Sekil 4.35. Karadeniz Mullus barbatus ponticus, COII bolgesi DNA dizisi.
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Arastirmada calisilan tiirlerin dizilerindeki korunmus bélgelerin, niikleotit sayist ve yiizde olarak degerleri,
cins i¢inde (Mullus ve Upeneus), farkli bolgelere ait drnekler bulunduran tiirler iginde (Mullus barbatus ve
Mullus surmuletus) Cizelge 4.13.’de verilmistir. Mullus barbatus tiriine ait degerler, Mullus barbatus
ponticus’a ait veriler dahil edilmis ve edilmemis olarak, 2 farkl sekilde verilmistir.

Cizelge 4.13. Korunmus bélgeler.

M. barbatus

+ M.b.

Gen Mullus Upeneus M. barbatus Ponticus M. surmuletus Tiim Gen
272/298 257/298 296/298 296/298 298/298 230/298
CytB (%91.2) (%86.2) (%99.3) (%99.3) (%100) (%77.1)
128 335/395 343/395 383/395 383/395 393/395 284/395
rRNA (%84.8) (%86.8) (%96.9) (%96.9) (%99.4) (%71.8)
489/540 472/540 533/540 533/540 538/540 409/540
COIl (%90.5) (%87.4) (%98.7) (%98.7)) (%99.6) (%75.7)

Cesitli uzunluklarda elde edilen diziler, her bolge i¢in ayri ayri, en az dizi uzunluguna sahip 6rneginki ile
ayni1 olacak sekilde diizenlendi. Diizenlemeden sonra 6rneklerin niikleotit kompozisyonu ve toplam niikleotit
sayilar1 Cizelge 4.14., Cizelge 4.15. ve Cizelge 4.16.’de gosterilmistir.

Cizelge 4.14. Orneklerin CytB bolgelerinin niikleotit kompozisyonu(%).

T(U) C A G Toplam
Akdeniz Mullus barbatus 30.5 25.8 23.2 20.5 298
Ege Mullus barbatus 30.5 25.8 23.5 20.1 298
Marmara Mullus barbatus 30.5 25.8 23.2 20.5 298
Karadeniz Mullus barbatus 30.5 25.8 23.5 20.1 298
Karadeniz Mullus barbatus ponticus 30.5 25.8 23.5 20.1 298
Akdeniz Mullus surmuletus 27.9 29.5 23.8 18.8 298
Ege Mullus surmuletus 27.9 29.5 23.8 18.8 298
Marmara Mullus surmuletus 27.9 29.5 23.8 18.8 298
Karadeniz Mullus surmuletus 27.9 29.5 23.8 18.8 298
Akdeniz Upeneus pori 28.2 28.2 24.2 19.5 298
Akdeniz Upeneus moluccensis 29.2 27.5 23.5 19.8 298
Ortalama 29.2 27.5 23.6 19.6 298
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Cizelge 4.15.Orneklerin 12S rRNA bélgelerinin niikleotit kompozisyonu(%).

% T(U) C A G Toplam

Akdeniz Mullus barbatus 23.4 254 24.9 26.2 393
Ege Mullus barbatus 23.4 24.9 24.9 26.7 393
Marmara Mullus barbatus 23.4 24.9 25.2 26.5 393
Karadeniz Mullus barbatus 234 254 26.0 25.2 393
Karadeniz Mullus barbatus ponticus 23.4 25.2 24.7 26.7 393
Akdeniz Mullus surmuletus 23.7 27.2 22.9 26.2 393
Ege Mullus surmuletus 23.7 27.2 22.9 26.2 393
Marmara Mullus surmuletus 23.7 27.2 22.9 26.2 393
Karadeniz Mullus surmuletus 23.7 27.2 22.9 26.2 393
Akdeniz Upeneus pori 20.1 29.3 26.7 23.9 393
Akdeniz Upeneus moluccensis 21.6 29.0 25.4 23.9 393
Ortalama 23.0 26.6 24.5 25.8 393

Cizelge 4.16.Orneklerin COII bélgelerinin niikleotit kompozisyonu(%).

‘ T(U) C A G Toplam
Akdeniz Mullus barbatus 28.0 27.4 27.2 17.4 540
Ege Mullus barbatus 28.0 274 27.2 17.4 540
Marmara Mullus barbatus 28.0 274 27.0 17.6 540
Karadeniz Mullus barbatus 28.0 26.9 27.0 18.1 540
Karadeniz Mullus barbatus ponticus 28.0 26.9 27.0 18.1 540
Akdeniz Mullus surmuletus 29.3 26.1 26.9 17.8 540
Ege Mullus surmuletus 29.1 26.1 26.9 18.0 540
Marmara Mullus surmuletus 29.1 26.1 26.9 18.0 540
Karadeniz Mullus surmuletus 29.1 26.1 26.9 18.0 540
Akdeniz Upeneus pori 28.0 26.5 28.3 17.2 540
Akdeniz Upeneus moluccensis 29.3 25.2 29.6 15.9 540
Ortalama 28.5 26.5 27.4 17.6 540

Filogenetik agaclarin ¢izilmesinden 6nce, ‘“Pairwise Distance” yontemi kullanilarak, dizi analizi yapilan dort
tiir, bolgesel varyeteleri ve bir alt tiiriin birbirlerine olan uzakliklari, CytB bdlgesi i¢in Cizelge 4.17.’de, 12S
rRNA bolgesi i¢in Cizelge 4.18.’de ve CO II bolgesi icin Cizelge 4.19.’da gosterilmistir.

50



Cizelge 4.17. CytB bolgesine ait dizileri karsilastirilan 6rneklerin birbirlerine olan uzaklik indeksleri
(Pairwise Distance).

1. Akdeniz Mullus barbatus

2. Ege Mullus barbatus 0.003
3. Marmara Mullus barbatus 0.007 [ 0.003

4. Karadeniz Mullus barbatus |0.003]0.000 [ 0.003
5. Karadeniz Mullus barbatus

ponticus 0.003 | 0.000 | 0.003 | 0.000
6. Akdeniz Mullus surmuletus |0.09310.089[0.093(0.089]0.089

7. Ege Mullus surmuletus 0.093 | 0.089 | 0.093 | 0.089 | 0.089 | 0-000

8. Marmara Mullus surmuletus | 0.093 | 0.089 [ 0.093 | 0.089 | 0.089 | 0-000 [ 0.000

9.  Karadeniz  Mullus 0.000 [ 0.000 | 0.000

surmuletus 0.093 | 0.089 [ 0.093 | 0.089 | 0.089

10. Akdeniz Upeneus pori 0.193|0.198 [ 0.204 | 0.198 | 0.198 | 0-164] 0.164 [ 0.164 1 0.164

11.  Akdeniz _ Upeneus 0.217[0.217]0217[0.217[0.178
moluccensis 0.213]0.21910.21910.21910.219

Cizelge 4.18. 125 rRNA bélgesine ait dizileri karsilastirilan 6rneklerin birbirlerine olan uzaklik indeksleri
(Pairwise Distance).

| 2 K] 4 5 6 7 8 9 ‘ 10 ‘ 11
1. Akdeniz Mullus barbatus
2. Ege Mullus barbatus 0.007
3. Marmara Mullus barbatus | 0.006 | 0.006

4. Karadeniz Mullus barbatus [0.015(0.015]0.009
5. Karadeniz Mullus barbatus
ponticus 0.004 1 0.004 [ 0.006 [ 0.015
6. Akdeniz Mullus surmuletus 10.107(0.102{0.104]0.115]0.102
7. Ege Mullus surmuletus 0.107 [0.102]0.104 ] 0.115 | 0.102 | 9-000

8. Marmara Mullus surmuletus | 0.1070.102 [ 0.104 | 0.115 | 0.102 | 0-000] 0.000
9, Karadeniz  Mullus 0.000 [ 0.000 [ 0.000
surmuletus 0.107]10.102]0.104]0.115]0.102

10. Akdeniz Upeneus pori 0.1780.178 [ 0.181]0.195 | 0.179 | 0-120] 0.120 { 0.120] 0.120
1. Akdeniz _ Upeneus 0.106 | 0.106 [ 0.106 [ 0.106 | 0.102
moluccensis 0.16310.157(0.160]0.17310.158
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Cizelge 4.19. CO Il bolgesine ait dizileri karsilastirilan orneklerin birbirlerine olan uzaklik indeksleri
(Pairwise Distance).

Siitun1
1. Akdeniz Mullus barbatus

2. Ege Mullus barbatus 0.000
3. Marmara Mullus barbatus 0.001 [ 0.001

4. Karadeniz Mullus barbatus 10.007 [ 0.007 | 0.008
5. Karadeniz Mullus barbatus

ponticus 0.007{0.007 [ 0.008 | 0.000

6. Akdeniz Mullus surmuletus | 0.0640.064 | 0.063 | 0.061 | 0.061

7. Ege Mullus surmuletus 0.064 | 0.064 | 0.063 | 0.058 | 0.058 | 0-002

8. Marmara Mullus surmuletus | 0.064|0.064 | 0.063 | 0.058 | 0.058 | 0-002]0.000

9. Karadeniz  Mullus 0.002 [0.000 | 0.000

surmuletus 0.06410.064 |1 0.063 | 0.058 ] 0.058

10. Akdeniz Upeneus pori 0.1280.128 [ 0.129] 0.124 | 0.124 | 0-143 0.140{ 0.140] 0.140

11.  Akdeniz _ Upeneus 0.114[0.112]0.112[0.112]0.093
moluccensis 0.112]0.11210.11410.10910.109

Siralanan tiim niikleotit dizileri, NJ (Neighbor Joining), ME (Minimum Evolution), MP (Maximum
Parsimony) ve UPGMA (Unweighted Pair-Group Method of Arithmetic Avarage) yontemleri kullanilarak,
MEGA4 yazilimi ile analiz edilmis ve sonugta her {i¢ gen bolgesi i¢in de dort dendrogram elde edilmistir
(Sekil 4.36. —4.47.).

Marmara Mullus barbatus CytB
g6 | Karadeniz Mullus barbatus CytB

100 Ege Mullus barbatus CytB

L Karadeniz Mullus barbatus ponticus CytB

ag Akdeniz Mullus barbatus CytB

Akdeniz Mullus surmuletus CytB

Marmara Mullus surmuletus CytB

100 | Ege Mullus surmuletus CytB

Karadeniz Mullus surmuletus CytB

Akdeniz Upeneus pori CytB

Akdeniz Upeneus moluccensis CytB

0.02

Sekil 4.36. CytB bolgesi icin ¢izilen NJ (Neighbor Joining) dendrograma.
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2o— Marmara Mullus barbatus CytB
S Karadeniz Mullus barbatus CytB
Ege Mullus barbatus CytB

LKaradeniz Mullus barbatus ponticus CytB
Akdeniz Mullus barbatus CytB
Akdeniz Mullus surmuletus CytB

99

Ege Mullus surmuletus CytB

100 | Marmara Mullus surmuletus CytB

Karadeniz Mullus surmuletus CytB

Akdeniz Upeneus pori CytB

Akdeniz Upeneus moluccensis CytB

Sekil 4.37. CytB bélgesi icin ¢izilen ME (Minimum Evolution) dendrogrami.

12 Ege Mullus barbatus CytB
E| { Karadeniz Mullus barbatus ponticus CytB
Marmara Mullus barbatus CytB
Akdeniz Mullus barbatus CytB

99

Karadeniz Mullus barbatus CytB
18 Akdeniz Mullus surmuletus CytB
{ Karadeniz Mullus surmuletus CytB
39 Ege Mullus surmuletus CytB
{ Marmara Mullus surmuletus CytB

Akdeniz Upeneus pori CytB

99

Akdeniz Upeneus moluccensis CytB

Sekil 4.38. CytB bolgesi icin gizilen MP (Maximum Parsimony) dendrograma.

Karadeniz Mullus barbatus ponticus CytB

Marmara Mullus barbatus CytB

Ege Mullus barbatus CytB
o Karadeniz Mullus barbatus CytB
46
100

29 Akdeniz Mullus barbatus CytB

Akdeniz Mullus surmuletus CytB
‘Ege Mullus surmuletus CytB
Marmara Mullus surmuletus CytB

100

Karadeniz Mullus surmuletus CytB

Akdeniz Upeneus pori CytB
Akdeniz Upeneus moluccensis CytB

|
jo1o 0.08 0.06 0.04 0.02 0.00

Sekil 4.39. CytB bolgesi icin ¢izilen UPGMA (Unweighted Pair-Group Method of Arithmetic Average)
dendrogrami.
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ag | Marmara Mullus barbatus 12S

57
57
100

Karadeniz Mullus barbatus 12S
Akdeniz Mullus barbatus 125

Karadeniz Mullus barbatus ponticus 128
|~ Ege Mullus barbatus 125
Karadeniz Mullus surmuletus 12S

Akdeniz Mullus surmuletus 125

39 | Ege Mullus surmuletus 12S
Marmara Mullus surmuletus 12S

| Akdeniz Upeneus pori 128

1001 Akdeniz Upeneus moluccensis 128

Sekil 4.40. 12S rRNA bolgesi igin ¢izilen NJ (Neighbor Joining) dendrogramu.

g5 | Marmara Mullus barbatus 128
43
53
100

Karadeniz Mullus barbatus 12S
Akdeniz Mullus barbatus 125
Karadeniz Mullus barbatus ponticus 128

|~Ege Mullus barbatus 125

Akdeniz Mullus surmuletus 12S

Ege Mullus surmuletus 12S

99 | Marmara Mullus surmuletus 12S

Karadeniz Mullus surmuletus 125

| Akdeniz Upeneus pori 128

100! Akdeniz Upeneus moluccensis 128

0.m

Sekil 4.41. 128 rRNA bélgesi igin ¢izilen ME (Minimum Evolution) dendrograma.

45 Akdeniz Mullus barbatus 12S
29 { Karadeniz Mullus barbatus ponticus 12S
a9 { Marmara Mullus barbatus 12S
76 Karadeniz Mullus barbatus 128
Ege Mullus barbatus 12S

{ Akdeniz Mullus surmuletus 12S
Karadeniz Mullus surmuletus 12S

99

99 { Ege Mullus surmuletus 12S
19 Marmara Mullus surmuletus 125

Akdeniz Upeneus pori 12S

Akdeniz Upeneus moluccensis 125

Sekil 4.42. 12S rRNA bolgesi icin ¢izilen MP (Maximum Parsimony) dendrogrami.
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35 — Ege Mullus barbatus 125

Karadeniz Mullus barbatus ponticus 125
Marmara Mullus barbatus 125

Akdeniz Mullus barbatus 12S

Karadeniz Mullus barbatus 125

100

Ege Mullus surmuletus 125

‘Akdeniz Mullus surmuletus 12S

100 | Marmara Mullus surmuletus 12S

Karadeniz Mullus surmuletus 125

Akdeniz Upeneus pori 125
73 Akdeniz Upeneus moluccensis 125

1 vl }
0.07 0.06 0.05 0.04 0.03 0.02 0m 0.00

Sekil 4.43. 1285 rRNA bolgesi icin ¢izilen UPGMA (Unweighted Pair-Group Method of Arithmetic Average)
dendrogramu.

74) Akdeniz Mullus barbatus COIl

38 | Ege Mullus barbatus COIl

100 Marmara Mullus barbatus COIl
Karadeniz Mullus barbatus COIl

100 90 | Karadeniz Mullus barbatus ponticus COIl

r Akdeniz Mullus surmuletus COIl
Marmara Mullus surmuletus COIl

" Ege Mullus surmuletus COIl
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Sekil 4.44. CO 11 bélgesi i¢in ¢izilen NJ (Neighbor Joining) dendrogrami.
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Sekil 4.45. CO I bélgesi igin ¢izilen ME (Minimum Evolution) dendrogrami.
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Sekil 4.46. CO 11 bélgesi icin ¢izilen MP (Maximum Parsimony) dendrograma.
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Sekil 4.47. CO 11 bélgesi icin ¢izilen UPGMA (Unweighted Pair-Group Method of Arithmetic Average)
dendrogrami.
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5.TARTISMA ve SONUC

Mullidae ailesine ait tiirlerin biyolojileri, ekolojik 6zellikleri ve mevcut popiilasyonlarina ait ¢alismalar
iilkemizde ve diinyada bir ¢ok arastirmaci tarafindan gerceklestirilmistir (Labropoulou ve Eleftheriou 1997,
Platell 1998, Martin 1999, Mazzola vd 1999, Celik ve Torcu 2000, Levi ve Francour 2004, (")zbilgin vd 2004,
Metin 2005, ismen 2006). Tiim diinyada ¢ok genis bir alanda yayilim gosteren ve iilkemizdeki denizlerin
tamaminda bulunan Mullidae ailesine ait tiirlerle ilgili bu kadar ¢ok arastirma yapilmasinin ¢esitli nedenleri
vardir. Bu nedenlerin basinda tabi ki yiiksek ekonomik degerleri gelmektedir. Akdeniz ihtiyofaunasinda
bulunan Mullidae ailesine ait tiirleri ilging kilan ise Siiveys Kanali’nin a¢ilmasindan sonra, Akdeniz’de dogal
olarak bulunmayan tiirlerin gé¢ yoluyla gelerek, Akdeniz’de popiilasyonlar olusturmaya baglamasi ile
meydana gelen degisimdir.

Mullidae ailesine ait tiirlerin siniflandirmasinda, son on yila kadar, sadece morfolojik analizler sonucu elde
edilmis bilgiler vardi. Ozellikle Akdeniz ve Ege Denizi’nde en ¢ok rastlanan iki Mullidae tiirii olan Mullus
barbatus ve Mullus surmuletus, izerinde en ¢ok ¢alisilan Mullidae tiirleri olarak dikkat ¢ekmektedir.

Iste bu calismalardan, Mullus barbatus iizerine gerceklestirilen en kapsamli morfolojik ¢aligmalardan biri
olan Mamuris vd (1998a)’nde, Yunanistan’in yedi farkli noktasindan elde edilen toplam 275 adet Mullus
barbatus drnegi, morfolojik olarak incelenmistir. Mullus barbatus 6rneklerinin 15 farkli morfolojik karakteri
iizerinden yapilan analizlerde, rneklerin farkli ekolojik bolgelerde farkli morfolojik karakterler gosterdikleri
sonucuna ulagilmistir. incelenen drneklerden %80’ini dogru bir sekilde farkli ekolojik bolgelere gore ayirmak
miimkiin olmustur. Bu ¢esitlilik, her bir cografik bolgede iistiinliik gosteren popiilasyonlarin genetik yapisi ve
¢evre kosullari ile birlikte balik go¢ili ve yumurta/larvalarin bir bélgeden digerine taginmasiyla agiklanmustir.

Molekiiler genetik alanindaki gelismelerle birlikte, Mullidae ailesine ait tiirlerin genetik yapisi ve birbirleri
ile olan iligkilerini incelemede molekiiler teknikler ile yapilan ¢aligmalar yaymlanmaya baglamustir.

Mamuris vd (1998b)’nin Akdeniz’den elde ettigi Mullus barbatus 6rnekleri ile yaptigi ¢alismada, genetik
varyasyonu belirlemede RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA) tekniginden yararlanilmistir. Sekiz
adet Oornek tizerinde yirmidokuz farkli primer kullanarak yapilan deneyler sonucunda popiilasyonlar
ayirmakta kullanilabilecek bir RAPD belirte¢ bulamamistir. Calisma sonucunda elde edilen veriler,
popiilasyonlar arasindaki genetik ¢esitliligin cografik mesafeleri ile dogru orantili oldugu seklinde
yorumlanmustir.

Mamuris vd (1999) Upeneus moluccensis, Pseudupeneus prayensis, Mullus barbatus ve Mullus surmuletus
tiirleri arasindaki taksonomik iligkiyi incelemede 3 farkli yontemi karsilastirmistir. Allozim analizleri U.
moluccensis ile P. prayensis arasindaki genetik uzakligin M. barbatus ile M. surmuletus arasindaki genetik
uzakliktan daha az oldugunu gosterirken RAPD teknigi ve mtDNA kullanilarak yapilan analizler bunun tam
tersini ortaya koymustur. RAPD teknigi uygulanarak yapilan analizler allozim analizlerine oranla tiirler
arasinda daha az farklilik gosterirken, mtDNA analizleri ile daha tutarli sonuglar vermistir.

Golani ve Ritte (1999) Kizildeniz ve Akdeniz’den elde ettikleri Mullidae ailesine ait tiirler iizerinde 21
muhtemel lokus {izerinde elektroforetik incelemede bulunmuslardir. Calismada Kizildeniz’den yedi tiir ve
Akdeniz’den 2 tiir kullanilmistir. Kizildeniz’e ait tiirlerden 2 tanesi (Upeneus pori ve Upeneus moluccensis)
elektroforetik inceleme sonuglari, morfometrik sonucglara dayali taksonomiyi destekler nitelikte bulunmus,
ayrica Mullidae ailesindeki heterozigotlugun diger bilinen baliklarinkinden daha diisiik oldugu sonucu elde
edilmistir.
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Apostolidis vd (2001) yaptiklar1 ¢calismada dort farkli Mullidae tiirii arasindaki filogenetik iliskiyi incelemede
iki farkli mitokondriyal DNA geninden yararlanmiglardir. 16S rRNA ve Sitokrom B genleri ¢ogaltilarak dizi
analizleri yapilmis ve aralarindaki filogenetik iligki daha dnce ortaya konulan taksonomik verileri destekler
nitelikte ortaya koyulmustur.

Garoia vd (2004) Mullus barbatus’larin genetik yapilarin1 incelemek icin mikrosatelit belirteclerden
faydalanarak alt1 polimorfik diniikleotit lokusu optimize etmistir. Caligmanin sonunda belirteclerin genetik
farkliliklar1 belirlemeye uygun oldugu gdsterilmistir.

Bu ¢alismada Akdeniz, Ege Denizi, Marmara Denizi ve Karadeniz’den elde edilen Mullus barbatus, Mullus
surmuletus, Upeneus pori, Upeneus moluccensis tiirleri ile Mullus barbatus ponticus alt tiirli, morfolojik
olarak siniflandirilmig; 16S rRNA, CytB, 12S rRNA ve CO II bolgeleri PCR teknigi ile cogaltilarak, dizi
analizleri yapilmistir. Dizi analizleri sonucunda 16S rRNA bdélgesinden filogenetik olarak anlam tasiyan veri
elde edilemediginden, bu bolge filogenetik analiz asamasinda ¢alismadan g¢ikarilmigtir. CytB, 12S rRNA ve
CO 1II bolgelerinin dizi analizleri sonucu elde edilen veri, MEGA4 programi kullanilarak, farkli metotlarla
analiz edilmis ve bu dort tiir ile bir alt tiir arasindaki genetik yakinlik ortaya koyulmustur.

Arastirma sonunda elde edilen veriler, daha 6nce Mullidae ailesine ait tiirlerde dizi analizi yapilmamis CO 11
bolgesinin niikleotit kompozisyonu hakkinda detayli bilgiler vermektedir. Ayrica alt tiir olarak kabul edilen
Mullus barbatus ponticus’un, farkli denizlerden elde edilen Mullus barbatus tiirleri ile olan genetik yakimligi,
dizi analizi kullanilarak ilk defa bu ¢alisma ile ortaya koyulmustur.

Morfolojik simiflandirmada tiir ayrim anahtarinda belirtilen karakterler kontrol edilmis ve belirgin ayirt edici
ozelliklerinden dolay1 tiirler birbirinden kolayca ayrilmistir. Tim Orneklerin Cizelge 4.1.’de belirtilen
morfolojik karakterleri 6l¢iildii ve elde edildikleri bolgelere gore ayrilarak, tiir i¢i ortalamalari (Cizelge 4.2.,
Cizelge 4.3. ve Cizelge 4.4.) ve bu ortalamalarin standart boy’a oranlari (Cizelge 4.5., Cizelge 4.6. ve Cizelge
4.7.) hesaplandi. Elde edilen degerler, tiirlerin mevcut taksonomik verileriyle uyum sagladi. Morfolojik
verilerden elde edilen grafikler asagidaki gibidir:

Mullus barbatus
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Sekil 5.1. Mullus barbatus tiirlerine ve Mullus barbatus ponticus alt tiiriine ait morfolojik karakter
uzunluklarini gésteren grafik.
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Sekil 5.2. Mullus barbatus tiirlerine ve Mullus barbatus ponticus alt tiiriine ait Standart Boy/Morfolojik

Karakter degerleri.
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Sekil 5.3. Mullus surmuletus tiirlerine ait morfolojik karakter uzunluklarini gosteren grafik.
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Sekil 5.4. Mullus surmuletus tiirlerine ait Standart Boy/Morfolojik Karakter degerleri.
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Sekil 5.5. Upeneus moluccensis ve Upeneus pori tiirlerine ait morfolojik karakter uzunluklarini gésteren
grafik.
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Sekil 5.6. Upeneus moluccensis ve Upeneus pori tiirlerine ait Standart Boy/Morfolojik Karakter degerleri.

Sekil 5.1.°deki grafikte de goriildiigii tizere Mullus barbatus ponticus, 6lgiilen karakterlerden toplam boy,
catal boy ve standart boy bakimindan ortalamadan sapma gostermistir. Sekil 5.2.’deki grafige baktigimizda
ise burun uzunlugu bakimindan Mullus barbatus ponticus’un, ortalamadan belirgin bir bigimde saptigini
gorebiliyoruz.

Farkli bolgelerden elde edilen Mullus barbatus 6rnekleri arasinda belirgin bir farklilik gdriillmezken, alt tiir
olarak siniflandirilan Mullus barbatus ponticus’un, Mullus barbatus’dan, bazi morfolojik karakterler
bakimindan farklilik gdsterdigi gorilmiistiir.

Sekil 5.3. ve Sekil 5.4.’deki grafiklere baktigimizda ise tiir igerisinde gdze carpan ekolojik bir farkliligin
olmadig1 goriilmekte. Burada 6nemli bir nokta, Ege Denizi’nden elde edilen 2 ayri popiilasyona ait Mullus
surmuletus Orneklerinde, Ege popiilasyonuna ait degerlerin hem Ege (2) , hem de diger popiilasyonlardan
farklilik gosterdigi belirlenmistir.

Upeneus moluccensis ve Upeneus pori tiirlerine ait Sekil 5.5. ve Sekil 5.6.’daki grafiklerde ise, ayni cinsin 2
farkli tiirii arasinda, bazi morfolojik karakterlerde kii¢lik sapmalar olmasina karsin iki farkl: tiir oldugunu goz
6niinde bulundurarak, sonuglarin mevcut taksonomiye uygun oldugu sdylenebilir.

Calismanin ikinci ayagini olusturan filogenetik analizler sonucunda, Tiirkiye ihtiyofaunasindaki Mullidae
ailesine ait tiirler arasindaki iliskiye dair ¢ok dnemli veriler elde edilmistir.
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Dizi analizi yapilan mitokondriyal genlerdeki korunmus bolgelerin (Cizelge 4.13.) oranina bakacak olursak
CytB bolgesi %77.1 oran ile, analiz edilen ii¢ bdlge iginde, en ¢ok korunan bdlge olarak goze ¢arpmaktadir.
298 baz ¢ifti uzunlugundaki bu boélgenin 230 baz ciftlik kismi tim 6rneklerde higbir degisiklige ugramadan
korunmustur.

Farkli bolgelerden elde edilen Mullus barbatus tiirlerinden olusan grup ile Mullus barbatus ponticus alt
tiriiniin de Mullus barbatus’lara dahil oldugu grup, iic mitokondriyal gen i¢in de birbiriyle ayn1 oranda
korunmus bolge icermektedir. Korunmus bolgelere iliskin bir 6nemli nokta da, Mullus surmuletus tirtiniin
CytB bélgesi bakimindan, %100 korunmus bir diziye sahip olmasidir.

Tiirlerin birbirine olan genetik uzakliklara baktigimizda ise ilk goze carpan Mullus barbatus ponticus’un,
CytB bolgesi bakimindan degerlendirildiginde, Karadeniz ve Ege’den elde edilen Mullus barbatus 6rnekleri
ile arasindaki genetik mesafenin 0.000 oldugu, yani ayni olduklar1 gériilmektedir (Cizelge 4.17.). Yine CO II
bolgesi bakimindan yapilan bir baska degerlendirmede ise Mullus barbatus ponticus ile Karadeniz’den elde
edilen Mullus barbatus arasindaki genetik mesafenin 0.000 oldugunu gérmekteyiz (Cizelge 4.19.).

CytB bolgesinden elde edilen veriler kullanilarak, dort farkli yontemle ¢izilen ve bootstrap testleri yapilarak
dogruluklar kontrol edilen dendrogramlarin (Sekil4.36., Sekil 4.37., Sekil 4.38., Sekil 4.39.) hepsinde de
ayni durum ortaya ¢ikmaktadir. Tim bolgelerden elde edilen Mullus barbatus Ornekleri bir grup
olustururken, alt tiir olarak simiflandirilan Mullus barbatus ponticus, Mullus barbatuslarla ayni grup
icerisinde bulunuyor. Mullus surmuletus 6rnekleri de, bolgesel bir fark gézetmeden, kendi aralarinda bir grup
olusturuyorlar. Upeneus pori ve Upeneus moluccensis’de Mullus cinsinden ayr bir dal altinda ikiye ayriliyor.
NJ, ME ve UPGMA yontemleri kullanilarak c¢izilen agaclar, tiir i¢i bootstrap degerleri diginda birbirinin
neredeyse aynisidir. Tiir i¢indeki dagilimda ise Akdeniz bolgesinden elde edilen Mullus barbatus drnekleri,
diger bolgelerden elde edilenlerden farklilik gostermektedir. Tiir icindeki diger bootstrap degerleri ise diisiik
oldugundan filogenetik olarak ¢ok anlamli degildir. Ana dallar ise sahip olduklar1 %99-%100 bootstrap
degerleri, ¢izilen agaclarin dogruluklarini ortaya koymaktadir.

12S rRNA boélgesinden elde edilen veriler kullanilarak elde edilen dendrogramlarda (Sekil 4.40., Sekil 4.41.,
Sekil 4.42., Sekil 4.43.), CytB bolgesinden elde edilen veriler kullanilarak elde edilen dendrogramlara
benzemektedir. Ana dallar ytiksek bootstrap degerlerine sahipken diisiik bootstrap degerli tiir i¢i dallarda 6n
plana ¢ikan bir ayrilma gozlenmemistir.

CO 1I bolgesinden elde edilen veriler kullanilarak elde edilen dendrogramlar (Sekil 4.44., Sekil 4.45., Sekil
4.46., Sekil 4.47.) ise genetik iliskiyi, yasadiklar1 ekolojik mesafeyle iliskilendirmeye uygun olmasiyla, diger
gen bolgelerine oranla daha anlamli olarak degerlendirildi. Dort farkli yontemle de ¢izilen agaclarda Mullus
barbatus’lar ve Mullus barbatus ponticus ayni grupta toplanmistir. Diger bolgelerde yapilan analizlerde,
belirli bir tiir i¢i siniflandirma gozlenmezken, CO II bolgesinde Karadeniz’den elde edilen Mullus barbatus
ornekleri Mullus barbatus ponticus ile bir grup olusturarak diger bolgelere ait Mullus barbatus tirlerinden
ayrilmakta. Diger Mullus barbatus tiirleri ise kendi aralarinda yine iki grup olusturuyorlar. Akdeniz ve Ege
Denizi’'nden elde edilen 6rnekler bir grup olarak ayrilirken, bir i¢ deniz olan Marmara Denizi’'nden elde
edilen drnekler hem bu gruptan hem de Karadeniz grubundan tek basina ayriliyor.

Ekolojik yapist diger denizlerimizden ¢ok farkli olan Karadeniz ve dolayisiyla buradan elde edilen drneklerin
ayr1 bir grup olusturmasi, birbirine baglantili iki deniz olan Akdeniz ve Ege Denizi’nden elde edilen
orneklerin ayr1 bir grup olusturmasi ve son olarak da diger denizlerimizle iliskisi en az olan Marmara
Denizi’nin tek basina ayri bir grup olusturmasi, ekolojik uzaklikla genetik uzakligin dogru orantili olmasi
mantigini dogrular bir diisiince uyandirtyor.
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Yine CO II bolgesinden elde edilen verilerle olusturulan dendrogramlarda, Akdeniz’den elde edilen Mullus
surmuletus Orneklerinin, diger bolgelerimizden elde edilen Mullus surmuletus Orneklerinden ayrildigi
gozlemlenmektedir. Bu nokta da yine Akdeniz’in, diger {i¢ denizimizden farkli bir ekolojik yapiya sahip
oldugu goz oniinde bulundurularak, burada yasayan tiirlerin goclerle gelen diger tiirlerle iliskiye daha agik
olmasi nedeniyle, az da olsa diger Mullus surmuletus’lardan farklilik gosterebilecegi ihtimali diisiiniilmelidir.

Sonug olarak, morfolojik veriler kullanilarak elde edilen bilgiler 151¢inda yapilan siniflandirma ile genetik
veriler kullanilarak yapilan analizler sonucu ortaya cikarilan filogenetik agaclar birbirlerini dogrular
niteliktedir. Fakat yalnmizca morfolojik karakterleri kullanmak, Ege popiilasyonlarinda oldugu gibi,
simiflandirmada karigikliklara neden olabilir. Morfolojik olarak birbirinden ¢ok belirgin bigimde ayrilan
Mullus surmuletus tiirlerinin genetik analizleri gostermistir ki, bu iki popiilasyon ve diger Mullus surmuletus
popiilasyonlart arasinda CytB bolgesi bakimindan bir baz bile fark yoktur. Yine aymi sekilde renk, goz alti
pul sayist ve ¢ene uzunlugu gibi morfolojik 6zelliklerindeki farkliliktan dolay: alt tiir olarak siniflandirilan
Mullus barbatus ponticus’un, diger tim bolgelerde bulunan Mullus barbatus Srneklerine olan ortalama
genetik uzakligi 0.005 gibi dikkate alinmayacak bir mesafededir. Ciinkii farkli bolgelerden elde edilen Mullus
barbatus tiirleri arasindaki genetik uzaklik da 0.002 ile 0.010 arasinda degismektedir. Bu durumda Mullus
barbatus ponticus’u alt tiir olarak siniflandirmak, bu ¢aligmada elde edilen genetik veriler 15181nda, dogru
goziikmemektedir.

Mullidae ailesine ait tiirler, Tiirkiye ihtiyofaunasinin biyogesitlilik ve ekonomik anlamda ¢ok degerli bir
ailesidir. Bu ¢aligma daha detayli bir morfolojik analiz ve daha fazla mitokondriyal gen bolgesine ait
filogenetik analiz ile devam ettirildigi takdirde, Mullidae tiirleri arasindaki iliskiler de daha kesin olarak
ortaya koyulabilecektir.
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