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OZET
DOGU AKDENIZ’DEKi CARANX (CARANGIDAE) CINSINE AiT TURLERIN
MOLEKULER FiLOGENETIGI

Bu calismada Tiirkiye denizlerinde bulunan ve tral olarak bilinen Caranx cinsine
ait Caranx crysos, Caranx rhoncus ve Caranx hippos tiirlerinin morfolojik ve genetik
yapisi, tiirler arasindaki filogenetik iligskinin seklinin belirlenmesi amag¢lanmustir.

Molekiiler filogenetik analizde mitokondriyal D-loop geninin niikleotid dizi
analizi kullanilmis ve DNA dizinlerinin farliligindan elde edilen genetik farkliligin
tespitinde Tamura 3 modeli kullanilmistir. DNA dizi analizi sonucunda elde edilen
niikleotid kompozisyonuna gore G-C oram1 degerlerinin % 38.1-35.7 arasinda
degiskenlik gosterdigi saptanmis ve ortalama G-C orani1 % 37.2 olarak belirlenmistir. A-
T orani ise % 63.8 ile % 62 arasinda degiskenlik gostermis iken ortalama A-T orani %
62.8 olarak bulunmustur.

Tiirler arasindaki genetik uzaklik analizinde en yiiksek niikleotid farkliligi C.
crysos ve C. hippos arasinda 0.461 ile gosterirken, C.hippos ve C. rhoncus tiirleri 0.148
ile birbirine daha yakin iki tiir olarak gozlenmistir. Tiirler arasi net ortalama genetik
uzaklik degeri 0.244 olarak hesaplanirken tiir i¢i net ortalama genetik uzaklik degeri ise
0.485 olarak hesaplanmistir. Transisyonel degisim oran analizinde A/G 9,83, T/C 9,83,
C/T 16,64 ve G/A 16,64 olarak belirlenmistir. Maximum likelihood metoduna gore D-
loop dizileme analizi sonucu olusturulan fiologenetik aga¢ incelendiginde 2 ana dala
ayrildig1 goriilmektedir. Birinci ana dal C. rhoncus ve C. hippos tiirlerinden olusurken,
ikinci ana dal C. crysos tiiriinden olugsmustur.

Tiirler arasindaki morfolojik iligkinin belirlenmesi amaci ile Truss metodu
kullanilarak 36 farkli morfometrik karakter ve 12 meristik karakter kullanilmistir. Ana
bilesen analizi sonucu tiirlerin ayriminda morfolojik karakterlerin etkinlik derecesine
gore, birinci ana bilesende ikinci dorsal ylizge¢ uzunlugu, gozler arast mesafe, ikinci
dorsal yilizge¢ yumusak 1s1n sayisi gibi yapilarin ayrimda etkili oldugu gézlemlenirken,
ikinci ana bilesende agirlikca viicut yiiksekligi ol¢iimleri ve lateral hattaki pul sayisinin
etkili oldugu dikkat cekmektedir. Tiirler arasindaki morfolojik iliskinin Neighbour
Joining soyagaci analizinde, C. rhoncus tiiriiniin C. crysos tiirline daha yakin oldugu ve
C. hippos tiiriiniin ise her iki tiirden de uzak oldugu gozlenmistir.

Caranx cinsine ait 3 tiir ile Trachurus cinsine ait 5 tiiriin mtDNA D-loop
bolgesinin DNA dizilimlerinin filogenetik olarak karsilastirilmalart sonucu her iki
cinsin iiyelerinin de sadece kendi iclerinde gruplanmalar gosterdigi gozlenmistir. Bu
analizde morfolojik olarak istavrit tiirleri ile karistirilabilen C. rhoncus tiiriiniin
Trachurus cinsi tiirlerine diger Caranx tiirlerine gore daha yakin oldugu ve T.
mediterraneus tiriiniin Trachurus cinsine ait diger tiirlerden agik bir sekilde farkl
oldugu goriilmektedir.

2012, 64 sayfa
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ABSTRACT

MOLECULAR PHYLOGENETIC ANALYSIS OF THE GENUS CARANX
(CARANGIDAE) SPECIES IN THE NORTHEASTERN
MEDITERRANEAN SEA

In this study, morphological and genetic structure, and phylogenetic relationship
of species of Caranx genus, Caranx crysos, Caranx hippos and Caranx rhoncus in
Turkey's seas were investigated.

Nucleotide sequence analysis of mitochondrial DNA D-loop gene was used for
molecular phylogenetic analysis, and Tamura 3-parameter model was used in the
determination of genetic differences. As a result of sequencing the nucleotide
compositions obtained were varied between 38.1-35.7% for the ratio of G-C, and
average ratio of G-C was 37.2%. The ratio of A-T showed variability between 62% to
63.8%, while the average A-T ratio was found to be 62.8%.

Genetic distance analysis showed that the highest nucleotide differences was
observed between C. crysos and C. hippos species with a value of 0.461, and C.hippos
and C. rhoncus species were observed to be closer to each other (0.148). The calculation
of the value of average genetic distance between species and within species were
calculated as 0485 and 0.485 respectively. Analysis of the rate of change in transitional
is determined as A / G 9.83, T/ C 983, C/ T 16.64 and G / A 16.64. Maximum
likelihood sequence analysis of the D-loop created two main phylogenetic branches.
The first main branch composed of C. rhoncus and C. hippos, and the second branch
composed of C. crysos.

To determine the morphological relationship and differences among species 36
different morphometric character were determined with Truss method, and 12 meristic
characters were used. In discriminant function analysis, the most discriminative
characters for species identification were found to be as the second dorsal fin length,
distance between eyes, and second dorsal fin soft rays in the first discriminant function.
In the second discriminant function, body dept measurements and lateral line scale
counts were the most discriminative characters for species identification. The
morphological relationship between species with Neighbour Joining analysis showed
that C. rhoncus and C. crysos species were closer to each other, and C. hippos was
distinct and far from C. rhoncus and C. crysos.

Phylogenetic comparision of the 3 species of the genus Caranx and 5 species of
the genus Trachurus with mtDNA D-loop sequences revealed that each genus was
monophyletic. In this analysis C. rhoncus, which can easily be mis-identified with
Trachurus species, was found to be closer to Trachurus genus. Moreover T.
mediterraneus were clearly divergent from the other species of the genus Trachurus.

2012, 64 page
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Simgeler

b¢ Baz Cifti
kb kilo baz

g Gram

mA Mili Amper
mg Miligram
ml Mililitre

ul Mikrolitre
Kisaltmalar

MtDNA Mitokondrial DNA

D loop Displacement loop

PCR Polimeraz Zincir Reaksiyonu

TEMED Tetrametiletilendiamin

UPGMA Tartili Olmayan Ciftlestirilmis Grup Metodu Aritmetik Ortalamasi

A% Volt
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1. GIRIS

Carangidae familyas1 iiyesi Caranx tirleri Ulkemiz balik¢iligi acisindan
ekonomik 6nem tasimaktadir (Aksiray, 1987; Turan ve ark, 2007). Caranx cinsine ait
tiirler genellikle 2—-3 yaslarindan itibaren olgunluk cagina girerler ve iiremek igin,
beslendikleri bolgelerden daha sicakca olan bolgelere dogru siiriiler halinde toplanarak
go¢ etmektedirler. Bu cinse ait tiirler genellikle Haziran, Temmuz, Agustos ayalarindan
Eyliil ay1 ortalarina kadar iiremelerini siirdiirmektedirler. Caranx tiirleri genel olarak
karnivor olarak beslenmektedirler (Aksiray, 1987). Carangidae familyasi iiyesi Caranx
cinsi diinya genelinde onsekiz tiire (Caranx bucculentus Alleyne & Macleay, 1877,
Caranx caballus Giinther, 1868, Caranx caninus Giinther, 1867, Caranx crysos
(Mitchill, 1815), Caranx fischeri Smith-Vaniz & Carpenter, 2007, Caranx heberi
(Bennett, 1830), Caranx hippos (Linnaeus, 1766), Caranx ignobilis (Forsskal, 1775),
Caranx latus Agassiz, 1831, Caranx lugubris Poey, 1860, Caranx melampygus Cuvier,
1833, Caranx papuensis Alleyne & Macleay, 1877, Caranx rhonchus Geoffroy Saint-
Hilaire, 1817, Caranx sansun (Forsskal, 1775), Caranx senegallus Cuvier, 1833,
Caranx sexfasciatus Quoy & Gaimard, 1825, Caranx tille Cuvier, 1833, Caranx vinctus
Jordan & Gilbert, 1882) temsil etmektedir. Tiirkiye kiyillarinda Caranx cinsine ait 3
tiirlin (Caranx crysos (Mitchill, 1815), Caranx hippos (Linnaeus, 1766), Caranx
rhoncus Geoffroy Saint-Hilarie) oldugu bildirilmektedir (Mater ve Meri¢, 1996; Mater
ve Bilecenoglu, 1999; Turan ve ark, 2007). Caranx crysos tiirii iilkemizde tral, treyhun,
istavrit bozmasi gibi yerel isimlerle adlandirilirken, C. hippos tiirii kral baligi, sari
treyhun veya sari tral olarak adlandirilmaktadir. Halk arasinda istavrite benzetilen
Caranx rhoncus tiirii ise sar1 istavrit veya benekli istavrit olarak isimlendirilmektedirler.
Ulkemiz sularinda bulunan Caranx tiirleri Atlantik kokenlidirler.

Caranx tiirlerinde biiyiime orami, viicut uzunlugu, agirhigi, cinsi olgunluk
zamanyi, cinsi olgunluk yasi, fekundite, yumurtlama zamani gibi davranis karakterlerinde
cevresel faktorlerin farklilig1 veya baskist sonucu olusan ve genetik dayanagi olamayan
degisim, tiirlerin fenotipik degisiklik goOsterebilecegi gercegini ortaya koymaktadir
(Allendorf ve ark., 1987; Anokhina, 1971; Ricker, 1975; Stearns, 1983; Aneer, 1985;
Kapuscinski, ve Lannan, 1986; Robinson ve Wilson, 1995). Bununla birlikte bircok
calismada, davranis karakterlerinde meydana gelen genetik degisimin gevresel degisim

sonucu olustugu rapor edilmistir (Schaffer ve Elson, 1975; Beacham, 1983;



Templeman, 1987; Reznick ve ark., 1990; Gharrett ve Smoker, 1993; Smith, 1994).
Caranx tiirleri farkli aveilik ve gevresel baskilar altinda kalabilmektedir. Bunun sonucu
olarak tiirlerde farklilagma meydana gelebilmekte tiire ait devamlilik tehlikeye
girebilmektedir. Sadece fenotipe ve davranis karakterlerine dayali populasyon veya tiir
idaresi, tiirlerin ve populasyonlarin devamliligini saglamada etkisiz olmaktadir. Ciinkii
allel cesitliligin kaybolmas1 gibi genetik yapida meydana gelen degisikliklerin geri
doniistimii miimkiin olmayabilir. Bu durum tiirlerin gelecekteki devamliligini veya
stirdiirebilirligini etkileyebilmektedir (Carvalho ve Nigmatullin, 1998). Dogal olaylar
neticesinde allel frekansi degisebilmekte, genetik cesitlilik azalabilmekte ve buna baglh
olarak tiirlerin genetik kompozisyonu veya yapisi degisebilmektedir.

Diinyada molekiiler sistematik c¢alismalar 6zellikle son 30 yilda suan da
gecerliligini koruyan dizi analizlerinin kullanilmasiyla ve yeni filogenetik analiz
metotlarinin gelistirilmesiyle ilerleyebilmistir (Wen ve ark., 1997; Podoplelova ve
Ryzhakov, 2005). Filogenetik bilgi acisindan morfolojik karakterlerin yetersiz oldugu
durumlarda dizi analizleri filogenetik analizler i¢in cok onem tagimaktadir (Yokoyama
ve ark., 2000). Filogenetikciler genellikle dizilerin filogenisinin organizmalarin
filogenisine ¢ok yakin oldugunu ifade etmektedirler (Kellogg, 1998). Dizi analizi
yontemleri canlilarin cografik orijinlerinin bulunmasindan, filogenilerini molekiiler
olarak ispatlamaya kadar bircok alanda kullanilmaktadir (Allan ve ark, 2004; Cohen ve
Weydmann, 2005; Ogden ve Whiting, 2005). Genetik ¢esitliligin korunmasi, tiirlerin ve
dogal populasyonlarin korunmasinda temel unsurdur. Herhangi bir biyolojik kaynagi
etkili olarak yonetmek i¢in, mevcut tiir ve populasyonlarin genetik varyasyon diizeyinin
mutlaka bilinmesi 6nemlidir. Baliklarda filogenetik calismalarda, genetik tekniklerden
uzun siireden beri yararlanilmaktadir (Utter, 1991). Genetik tekniklerin ilk Onemli
uygulamalari, genis olarak denizlerde gozlenen davranis ve go¢ modellerinin
arastirtlmasiyla ilgilidir. Molekiiler genetik calismalar1 ilk olarak uzak balik
populasyonlar1 arasinda hemoglobin polimorfizminin arastirilmasiyla baslamistir (Sick,
1961; Ward ve Grewe, 1994). Eldeki genetik belirteclerin c¢esitliligini sayica
artirabilmek icin arastiricilar 1980°1i yillarin basinda Deoksiribo Niikleik = Asit
(DNA)’dan yararlanmaya baslamislardir. Bu alanda yapilan Mitokondrial DNA
(mtDNA) odakli ilk calismalarda, RFLP analizi kullanilmistir (Lansman ve ark., 1981).



Sonraki arastirmalar ise genetik materyale ait belirli bolgelerin dizi analizi iizerine
odaklanmistir (Bernartchez ve ark., 1992).

Caranx tiirleri farkli avcilik ve ¢evresel baskilar altinda kalabilmektedir. Bunun
sonucu olarak tiirlerde genetik ve morfolojik farklilasma meydana gelebilmekte tiirlere
ait devamlilik tehlikeye girebilmektedir. Caranx cinsine ait ii¢ tiirtin (Caranx crysos,
Caranx hippos, Caranx rhoncus) filogenetik iligkisinin tespitine dair ulusal ¢alismalarin
bulunmamasi ve uluslararas1 kapsamli c¢alismalarin da yetersiz olmasi sebebiyle
konudaki literatiir aciginin kapatilmasi oldukca onem tagimaktadir.

Bu noktadan hareketle iilkemiz denizlerinde bulunan Caranx tiirlerinin
morfolojik ve genetik kompozisyonunun tespiti ve filogenetik yoOnden

degerlendirilmesi amaclanmistir.

1.1. Caranx Cinsinin Biyo-Ekolojik Ozellikleri

Ozellikle iilkemiz Akdeniz ve Ege Denizi’nde yaygin olarak dagilim gosteren
Carangidae familyasi iiyesi Caranx cinsi yiiksek ekonomik degerinin yani sira ekolojik
oneme de sahiptir (Aksiray, 1987; Turan ve ark, 2007). Karnivor 6zellik gbsteren bu
cinsin iiyelerinin besin gruplarin1 genellikle yengec karides, istakoz, deniz anasi
kopepodlar ve diger kiiciik kabuklular olusturmaktadir. Larval ve gen¢ donemlerinde
zooplankton agirlikli beslenirler. Caranx cinsine ait tiirler genellikle 2-3 yaslarindan
itibaren olgunluk cagina girerler ve iiremek igin, beslendikleri bolgelerden daha sicak
olan bolgelere dogru siiriiler halinde toplanarak go¢ etmektedirler. Bu cinse ait tiirler
genellikle Haziran, Temmuz, Agustos ayalarindan Eyliil ay1 ortalarina kadar tiremelerini

siirdiirmektedirler (Aksiray, 1987).
1.2. Caranx Cinsine Ait Tiirlerin Dagilim Alanlan

Caranx cinsine ait tiirler Atlantik, Pasifik ve Hint Okyanusunda tropikal ve
subtropikal sularda dagilim gostermektedir. Cogu tiirii kita sahanligindan 6teye dagilim
gostermezken, okyanus akintilarinin da etkisi ile derin sularda bulunabilirler. Genellikle
koylar, lagiinler, kumlu camurlu alanlar, resifler, adalar ve nehir agzi1 gibi bolgelerde
bulunurlar. Tiirlerin biiyiik kism1 demarsal 6zellik gosterirken, baz tiirler pelajik 6zellik

gosterip siirli olustururlar.



Caranx crysos tiirii Atlantik Okyanusu sularinda Dogu Amerika sahil seridi ve
Bat1 Afrika ve Avrupa sahillerinde dagilim gosterirler. Bat1 Atlantik'te, Gliney Meksika,
Brezilya, Orta Amerika kiyilarinda, Karayipler ve bir¢cok takimadalarinda, ABD
sahilleri boyunca kuzeye uzanir ve Kanada da dahil olmak iizere genis bir dagilim
gosterirler. Dogu Atlantik’de Angola gibi Afrika kiyilarinda yaygin dagilan bu tiir
hemen hemen tiim Akdeniz’de bulunmaktadir. C. crysos tiirii iilkemizde Akdeniz ve
Ege’de dagilim gostermektedir. C. hippos Atlantik Okyanusu’nun Amerika’dan Afrika
ve Avrupa Sahillerine kadar, Uruguay ve orta Amerika boyunca Karayipler takim
adalarin1 da i¢ine alan bir dagilim gostermektedir. Dogu Atlantik de Afrika kiy1r seridi
boyunca kuzeye dogru dagilim gosterirken Akdeniz’de Libya, Tiirkiye hatti,
Yunanistan, Italya, Ispanya gibi iilkelerde dagilim gostermektedir. C. hippos (Linnaeus,
1766) tiirii iilkemizde Akdeniz ve Ege denizlerinde dagilim gosterirler. C. rhoncus
Atlantik Okyanusunun tropik ve iliman dogu sularinda Namibya, Angola’dan kuzeye
dogru Ispanya’ya uzanan bir bolgede dagilim gosterirken, Akdeniz’de Tiirkiye, Misir,
Israil, Italya, Yunanistan hatlarinda dagilim gostermektedirler. C. rhoncus tiiriiniin

tilkemizdeki dagilimi Akdeniz, Ege ve Marmara Denizi’dir.

1.3. Tiirlesme

Tiir; yapisal ozellikleriyle genetik karakterleri birbirine benzeyen ve yine ayni
genetik karakterde yeni kusaklar (jenerasyon) verebilen bireylerin tiimii seklinde
biyolojik genetik bir biitiin olarak tanimlanmaktadir (Kiihn, 1964; Hadorn ve Wehner,
1974). Diger bir taraftan “Yapisal ve islevsel ozellikleri yoniinden birbirine benzeyen ve
aynt cevresel kosullara benzer tepki gosteren, dogal kosullarda serbest olarak
birbirleriyle ciftlesip verimli yavrular olusturabilen bireyler toplulugu” seklinde de
tiirtin tanim1 yapilmaktadir. Taksonomik sistem taksonlar1 hiyerarsik bir diizen icinde
siralar. Her ne kadar tiiriin altinda alt tiir ve irk gibi daha kii¢iik birimler bulunursa da
hiyerarsik siralamada en kiiciik kategori tiir olarak kabul edilir. Tiir, dinamik bir
varliktir ve yeni doller olusturarak varlifini devam ettirir. Yeni dollerin olusumu
siirecinde, gen havuzu iceriginde degisimler olusabilmekte, farkli ya da ayni alanlarda
olan degisimler, tiirleri kendi igerisinde bir alt birimlesmeye gotiirebilmekte ve alt

birimlesmenin tamamlanmasiyla yeni tiirler olugsabilmektedir.



Tiirler genellikle kendi igerisinde fenotipik ve genetik olarak farklilagmig
gruplara veya populasyonlara boliinmiistiir. Tiirli meydana getiren populasyondaki
bireyler birbirinin aynisi degil benzeri olurlar. Yani, anatomik, fizyolojik ozellikleri,
protein yapisi ve davranislart bakimindan belirli degisimler (varyasyonlar) gosterirler.
Degisim faktorii tiirlerin temel 6zelliklerinden birini olusturur. Ancak, ayni tiire ait
bireyler arasindaki degisimler, farkl tiirlere ait bireyler arasindaki degisimlere gore cok
daha azdir. Bagka bir ifadeyle iki farkli tiir arasinda gen akis1 tamamen kesilmis, yani
eseysel yalitim (izolasyon) saglanmis durumdadir. Bunun yaninda istisnai bir durum
olarak ikiz tiirler ve hatta bazen birbirine olduk¢a uzak akraba olan tiirler arasinda
karsilikli dollenme ve yavru meydana getirme goriilebilir. Fakat gen ve kromozom
dagilimindaki dengesizliklerden dolay1 bu yavrular verimli olmazlar (Demirsoy, 1998;

Kocatas, 2003).

1.4. Filogenetik

Organizmalarin evrimsel akrabalik iliskisi filogeni olarak tanimlanmaktadir.
Filogenetik ise tiirler arasi genetik baglart ve iligkileri arastiran bilim dalidir.
Filogenetik terimi Yunanca kokenlidir, "kabile, irk" anlamina gelen file veya filon ve
dogumla iligkili anlamindaki genetikos terimlerinden tiiretilmistir. Organzimalarin
siniflandirmas1 ve adlandirmasi olan taksonomi, filogenetikten biiyiilk miktarda
etkilenmistir fakat filogenetikten temel olarak farkliliklar gostermektedir. Belirli
karakterleri (morfolojik ve/veya genetik) inceler ve benzer karakterleri tasiyan
organizmalarin genetik olarak birbirine yakin olduklar1 varsayimindan yola ¢ikmaktadir.
Molekiiler filogenetik kavrami ise giiniimiizde DNA ve protein dizilerini de iceren
molekiiler veriler tiirler arasi iliskileri analiz etmek icin kullanilir. Genomlar,
mutasyonlarin birikmesi ile evrimlesir ve farkli organizmalarin genomlar: arasindaki
niikleotid dizisi farki iki genomun birbirinden ayrilma zamanlamasini yansitabilir.
Farkli genomlar karsilagtirarak aralarindaki evrimsel iliskileri ortaya cikarmak
miimkiindiir (Tez, 2011).

Organizmalarin evrimsel tarihinin saptanmasinda molekiiler veriler kullanilirken bazi
varsayimlarin varligi s6z konusudur ki bu varsayimlari siralarsak;
1. Kullanilan molekiiler diziler homologdurlar. Yani ortak bir kaynaklar1 vardir ve

zaman icerisinde farklilasmislardir.



2. Filogenetik farklilasmanin iki kola ayrilarak gerceklestigi varsayilir. Filogenetik
agactaki bir dal belirli bir noktada iki kola ayrilir.
3. Bir dizideki her bir pozisyon birbirinden bagimsiz olarak evrim gecirmistir. Diziler

arasindaki cesitlilik kesin filogenetik agaclarin insasi icin yeterli bilgi saglamaktadir.

1.5. Filogenetikte Kullamlan Morfolojik Tekniklerin Onemi

Baliklarda bulunan morfolojik karakterler ¢esitli simiflara ayrilmis gruplar
arasindaki iliski ve farkliliklarin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Farkli tiirlerin
tanimlanmasi ve stoklar arasindaki iliski ve farkliliklarin belirlenmesinde, baliklarin
teshisinde ayirt edici morfolojik 6zelliklerinden biri olan meristik karakterler de yaygin
olarak kullamilmaktadir (Casselman ve ark., 1981; Ihssen ve ark., 1981; Bookstein,
1982; Bird ve ark., 1986; Friedland ve Reddin, 1994; Turan, 2000). Bu alanda stok ve
tiir farkliligin1 belirlemek {izere yapilmis bircok calismaya rastlanilmaktadir (Corti ve
ark., 1988; Shepperd, 1991; Avsar, 1994; Haddon ve Willis, 1995; Bembo ve ark.,
1996; Turan, 1997).

Tiirler i¢cinde meydana gelen fenotipik degisim sadece genetik kontrol altinda
olmayip, aym1 zamanda cevresel faktorlerin de etkisi altindadir. Bununla birlikte
baliklarda goriilen fenotipik esneklik, onlarin davramig ve fizyolojilerinde meydana
gelen modifikasyonlar sayesinde cevresel degisimlere adapte olmalarini saglamaktadir.
Bu modifikasyonlar, ¢evresel degisimin etkilerini azaltarak, baliklarin morfoloji, tireme
ve yasam siirelerinde degisimlere de yol agcmaktadir (Stearns, 1983; Meyer, 1987).

Genetik tekniklerin kullannomindan ©nce, morfolojik farkliligin, tamamiyla
genetik farklilagmadan kaynaklandigi sanilmakta ve stoklarin tespiti genellikle
morfolojik 6zellikler kullanarak yapilmaktaydi (Marr, 1957). Fakat, fenotipik
tekniklerin kullanimi, bir tiire ait populasyonlarin tespitinde fenotipik degisimin direk
olarak genetik kontroliin etkisi altinda olmayis1 ve ¢evresel faktorlerin degisiminden
etkilenmesinden dolayr sinirli hale gelmistir (Allendorf ve ark., 1987). Ciinkii; genetik
tekniklerin balikcilikta kullanimi ile daha ©Once fenotipik olarak farkli olan bircok

populasyon veya tiiriin genetik olarak farkli olmadigi ortaya ¢cikmustir.



1.6. Tiir Tespitinde Genetik Tekniklerin Onemi

Genetik tekniklerin sistematikte cesitli amaglar i¢in kullanimi miimkiindiir
(Turan, 2000; Bardak¢1 ve Karatag, 2005).

Belirgin ya da giivenilir morfolojik farkliliklar1 olmayan tiirlerin ayirt edilmesi.
Cok uzun zaman once farklilasmis olan tiirlerin simiflandirilmasinda kullanilabilecek
morfolojik homolojileri saptamak giic oldugundan, molekiiler teknikler bu durumda
yararh karakterler olarak kullanilabilir.

Morfolojik 6zelliklerine gore pek ¢ok tiiriin teshisi icin olduk¢a deneyim sahibi
olmak gerekir. Ozellikle teshisi zor olan tiirlere 6zgii teknikler gelistirilerek,
teshislerinin daha kesin olarak yapilabilmesi olanagim saglar. Belki de yakin gelecekte
tiirlerin teshisinde kullanilabilecek belirteglerle tiir teshis anahtarlarinin gelistirilmesi
miimkiin olacaktir.

Genetik verilerin diger en Onemli oOzelliklerden birisi de, molekiiler saat
kullanarak tiirlerin ayrilma zamanlarinin tahmin edilmesine olanak vermesidir. Belli bir
tiirtin ya da taksonun genomu (mitokondri ya da cekirdek genomu) veya genomunun
belli bolgeleri icin mutasyon oranlarina ait bilgiler varsa, karsilastirilan taksonlar
arasindaki niikleotid farkliliklarini (divergens) hesaplayarak ne kadar zaman Once
farklilastiklarin1 tahmin etmek miimkiin diir. Bu yolla olusturulan filogenetik agaglarin
dal uzunluklarim hesaplamak ve tiirler arasindaki evrimsel iligkilerini zamansal olarak
da tahmin etmeye olanak saglar.

Son olarak, populasyon genetikcileri molekiiler teknikler kullanarak tiirlesme ve
tirlesmeye neden olan evrimsel giicler ve isleyisi hakkinda Onemli bilgiler

saglamaktadirlar.
1.7. Molekiiler Sistematikte Yaygin Olarak Kullanilan Genetik Teknikler

Tiirlerin farkliliklarin tespitinde fenotipik tekniklerin yaninda molekiiler genetik
teknikler de kullanilmaktadir. Tek basina kullanilan fenotipik tekniklerin (ekoloji,
markalama, parazitler, fizyoloji, morfometrik, meristik, kalker yapis1) genotipik
dayanagi olmadigindan ve fenotipik Ozelliklerin cevresel etkilere gore degisiklik
gostermesinden kaynakli yaniltic1 olabilmektedir. Bu nedenle molekiiler genetik
tekniklere ihtiya¢ duyulmus ve bu amacla bir¢cok genetik teknik gelistirilmistir. (Turan,
2002).



Filogenetik calismalarinda giintimiizde yaygin olarak kullanilan teknikler;
Protein elektroforez, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), Sinirlama Parcalarinin
Uzunluk Polimorfizmi (RFLP), DNA Dizileme Metodu, DNA Parmak izi Metodu,
Mikrosatellite ve Polimorfik DNA’nin Rastgele Cogaltilmasi (RAPD) teknikleridir.

Molekiiler sistematikte kullanilan ilk teknik protein elektroforezidir. Proteinle
ilgili ilk calismalar hemoglobin ve transferin gibi proteinlerle baslamis ve sonraki
bircok calismada enzim proteinleri kullanilmistir. Her bir lokus proteini, aminoasit
yiikiine bagli olarak elektriksel alanda farkli hareket etmektedir. Eger bir proteini
kodlayan lokusta birden fazla allel varsa, her bir allel tarafindan kodlanan polipeptitler
farkli aminoasit iceriklerinden dolay1 farkli elektriksel yiike ya da biiyiikliige sahip
olacaklardir. Elektroforez bu gibi allelik farkliliklar1 ortaya ¢ikarmaktadir.

DNA zincirleme metodunda DNA zincirinde istenilen bolgenin niikleotid
diziliminin ortaya cikarilmasi ile zincir iizerinde meydana gelen degisimler tespit
edilebilmektedir. Bu teknik ¢ok fazla maliyet gerektirdiginden kullanimi sinirlidir. Bu
teknikte, bir adet primer hedeflenen DNA zincirinin ucuna baglanmaktadir.
Deoksiniikleotid trifosfatlar (1ATP, dCTP, dGTP ve dTTP) ve DNA polimeraz kalip
DNA’ya eklenmekte ve boylece DNA sentezi olmaktadir. Sentez iiretimi sonrasinda
olusan DNA parcalar1 poliakrilamit jel tizerinde elektroforez ile biiyiikliige uygun olarak
ayrilmaktadir. Jel {izerinde goriinen bantlar lazer tarayici veya bilgisayar ile
okunabilmektedir (Turan, 2000).

DNA Parmak izi metodunda ise farkli DNA zincirlerine sahip canh
organizmalar birbirinden farkli goriinmekte veya farkli karakteristik 6zelliklere sahip
olmaktadirlar. Herhangi iki canlinin DNA zincirleri DNA parmak izi metodu ile ¢ok
hizli bir sekilde karsilastirilmakta, populasyonlarin genotipleri ve DNA’larindaki
farkliliklar tespit edilmektedir. DNA parmak izi metodu, polimorfik olan biiyiik bir
lokus smifin1 ortaya ¢ikarmakta ve varyasyon tespit edici bir molekiiler teknik olarak
kullanilmaktadir.

Tiir ayrim1 ¢aligsmalarinda sik kullanilmayan mikrosatellit, uzunluk olarak I’den
6’ya kadar baz ciftine kadar olan basit bir kor niikleotid zincir iinitesinden olusmaktadir.
Bu kisa zincir iinitesi, bir lokus icerisinde (G T)n veya (A T)n seklinde arka arkaya 100
defaya kadar tekrarlanmaktadir. Mikrosatellitler, genom {iizerinde cok bol miktarda

dagilmis olarak goriilmektedir (Royle ve ark., 1988; Jeffreys ve ark., 1991). Bir lokusta



bulunan allel c¢iftinin her biri, kor zincir {initesinin (mikrosatellite) tekrar sayisinin
farkliligiyla birbirinden ayrilirlar. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Metoduyla her
bir lokustaki alleller ¢ogaltilabilmektedir. Bu alleller, jel elektroforez metoduyla
goriintiilenir ve boylece her bir baligin genotipi kolayca tespit edilir. Bu teknik ile
tirlerin ve populasyonlarin allel frekansi, niikleotid farkliligi ve ayriligi tespit
edilebilmektedir.

RAPD teknigi de, diger tekniklerde oldugu gibi populasyonlar ve tiirler arasi
farkliligin tespiti icin gelistirilmis bir tekniktir. Bu teknik sayesinde molekiiler
farkliliklar genetik haritalarda saptanabilmektedir. Farkli uzunluktaki DNA’nin rastgele
cogaltilmasinda genin tamami rastgele taranmakta, primer genom iizerinde gelisigiizel
olarak tanidig1 bolgelere hibritlesmekte ve PZR teknigi ile bu bolgelere degisik
uzunlukta kopyalanmaktadir. Bu parcalarin daha sonra elektroforezde agaroz jeli
tizerinde goriinmesi saglanmaktadir (Turan, 2000). Bu goriinen bantlar, rastgele
cogaltilmis polimorfik DNA (RAPD) olarak isimlendirilmektedir. RAPD belirtecleri,
genleri ayiran kromozom hareketleri i¢in baglama noktalar1 olarak yardim edebilmeye
yarayan genleri birlestirir. Bu teknigin kullanimi, jel {izerinde okumalar sirasinda

olumsuzluklar yasanmasi nedeniyle pek yaygin degildir.
1.7.1. Mitokondrial DNA

Evrim caligmalarinda genomun en cok calisilan kisimlarindan biri mtDNA’dir
(Wilson, ve ark., 1985). MtDNA nispeten yiiksek evrimlesme hizindan dolayi, yakin
akraba tiirler ve bir tiirlin populasyonlarini karsilastirmada son derece yararli olmustur
(Harrison, 1989). Cekirdek DNA’s1 ile karsilastirnnldiginda, efektif biiyiikliigii dortte biri
kadar oldugundan genetik populasyonlarin kolayca farklilagmasina neden olur. Genetik
siiriklenme c¢ekirdek DNA’sina gore mitokondriyal genom {iizerinde daha etkili
mekanizma olarak islediginden, populasyonlara 6zgii mtDNA belirtecleri gelistirmek
daha olasidir. Tiir iistii sistematik birimleri karsilastirilmasinda ise mtDNA genlerinin
diizeni, belli sistematik birimleri birbirlerinden ayirmak i¢in giiclii belirteglerdir.

Mitokondri genomu, filogenetik ¢alismalar icin yararli olan pek ¢ok ozelliklere
sahiptir (Avise, 1994). En onemli 6zelligi klonal kalitimidir. Balik mitokondri genomu
haployittir, yani her bir organizma sadece bir ¢esit mtDNA icermektedir. Bununla

birlikte, birka¢ calismada heteroplazmi (bir fertte birden fazla mtDNA c¢esidinin
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bulunusu) oldugu rapor edilmistir (Moritz ve ark., 1987; Bentzen ve ark., 1988; Moritz,
1991). Heteroplazmi, tirsi balig1 (Bermingham, ve ark., 1986), Atlantik ringasi (Bentzen
ve ark., 1988) ve hamsi (Magoulas ve Zouros, 1993) olmak {izere birkag¢ balik tiirlinde
goriilmiistiir. ikinci olarak, mtDNA pek cok cekirdek genlerinden daha hizli
evrimlesmistir. Bu 6zelliginden dolayi, yakin akraba tiir ve populasyonlarin filogenetik
iliskilerini calismak ic¢in uygundur. MtDNA’nin anasal olarak kalitimlaniyor olmasi,
filogenetik analizler icin avantaj olarak kabul edilir.

Hayvan mtDNA’s1 15-20 kb uzunlugunda. 22 tRNA, 2 rRNA, 13 elektron
transferi ve oksidatif fosforilasyonda gorev yapan ve 13 mRNA’y1 kodlayan toplam 37
genden olusan kapali halkasal bir molekiildiir (Wallace, 1986); (Sekil 1.1). Yaklasik 1
kb uzunlugunda olan kontrol bolgesi replikasyonun basladigr bolgedir. MtDNA’da
genlerin diizeni genellikle sabittir; ancak gen organizasyonu bazi hayvan taksonlarini
ayirabilir (Desjardins ve Morais, 1990).

Ozellikle mtDNA’nin  replikasyonunda kontrol bolgesi veya D-loop
mitokondriyal gen bolgesi, hayli degisken bolge oldugundan, populasyon seviyelerinin
ortaya ¢ikarilmasinda ve ayni zamanda yakin tiirler arasindaki filogenetik akrabalik
iligkilerininin arastirilmasinda markir se¢ciminde bagvurulan en Onemli gen bdlgesi
olmaktadir. Bu bolge, hazir bulunan oldukca yiiksek koruma bloklariyla birlikte
muhtemelen islevi, mtDNA’y1 kopyalamay1 ve cogaltmayr kontrol eden bolge olarak
tanimlanir. Bu koruma bloklar1 arasina kodlanmamis DNA’nin genis kisimhi
parcaciklar1 serpistirildiginde bu bolgede degisim olur ve bdylece bu kisim bircok
yiiksek polimorfik bolge icerir (Bermingham ve ark., 1997; Lydeard ve Roe, 1997).

Sekil 1.1. Balik mitokondrisinde (mtDNA) genlerin dizilimi (Meyer, 1993)



11

MtDNA analizi, son zamanlarda yaygin olarak kullanilan DNA dizi analizi
disinda, Sinirlama (Resktriksiyon) Parcast Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) Metodu ile
yapilmigtir. Bunun i¢in caligilan sistematik birimlerin filogenisi i¢in uygun olan mtDNA
bolgesi polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltilir ve daha sonra bir sinirlama
enzimi ile kesilir. Elde edilen kesim iirlinleri ya agaroz ya da poliakrilamid jel
elektroforezi ile ayristirilarak, etidyum bromid ya da giimiis boyama ile goriintiilenir.
Bu yontem genel olarak PZR-RFLP olarak bilinir. PZR ile 6zgiill amplifikasyon
gerceklestirildiginden, Southern blotting ve DNA hibritleme yontemi artik fazla
kullanilmamaktadir. Mitokondri DNA’s1 kapali halkasal bir molekiil oldugu i¢in, olusan
parcaciklarin sayist ile sinirlama enzimlerinin kesim yerlerinin sayisi esittir. Jel tizerinde
olusan bantlarin kalib1 karsilastirilarak sinirlama kesim yerleri ya da sinirlama pargasi
verileri elde edilebilir. Bir populasyona ait her bireyin belli bir enzimle ilgili mtDNA
bolgesinin kesim sonucu olusan bant kalibina bir harf verilir. PZR-RFLP i¢in kullanilan
tim sinirlama enzimlerin kaliplari, bu sekilde kullanilan enzim kadar harften olusan
bireyin kompozit genotipi belirlenmis olur. Bunlarin her biri bir mtDNA haplotipidirler.
Bu sekilde ¢alisilan populasyon ya da taksondaki haplotipler ve sikliklar1 ve de buradan
hesaplanan niikleotid farkliliklar1 (divergence) karsilastirilabilir. Mitokondri DNA
sadece anasal olarak kalitlandigindan, haplotiplerin de niikleotid ¢esitliligi (diversity) ve
farkliligi  (divergens) karsilastirilarak, haplotiplerin filogenetik iliskileri ilgili
populasyonun filogenetigi ve filocografyasi hakkinda 6nemli bilgiler verir (Bardakg¢1 ve

Karatag, 2005).
1.7.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), dizisi bilinen miktarda bir DNA bolgesinin
cogaltilmasin1 saglayan ve milyonlarca hatta milyarlarca kopyasim1 kisa zamanda
yapmaya olanak saglayan bir tekniktir. Bu teknikte ilk basamakta, yiiksek sicakliin
etkisiyle (92-95°C) cift sarmalli DNA’min sarmallar1 birbirinden ayrilir. ikinci
basamakta ise, primerler kopyalanmak istenen zincir bolgesine iki taraftan baglanirlar.
Son olarak bir DNA polimeraz olan Tagq (Thermus aquaticus) adli enzim sentez
gerceklestirir. Normal olarak bu kopyalama 30 kez gerceklesmektedir (Turan, 2000).
Reaksiyonun verimliliginin %100 olmasi i¢in 10° kat kopyalama gerekmektedir.

Kopyalama sonrast 6zel yontemlerle cogaltilan DNA (Agar Jel Elektroforezi,
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Poliakrilamid Jel Elektroforezi) boyanma islemini takiben go6zlenir. Primerlerin
sinirladigr sekansin uzunlugu bilindiginden, ¢ogaltilan iirliniin hangi uzunlukta (bg)

band olusturdugu DNA biiyiikliik standardi ile karsilastirarak belirlenir.
1.7.3. DNA Dizileme Metodu (Sequencing)

Zincirleme metodu, DNA diizeyinde degisim tespit etmede kullanilan en hassas
tekniktir. DNA {iizerinde ilgi duyulan bir bolgenin veya genin zincirleme metodu ile
nukleotid dizilerin ortaya c¢ikarilmasi, bu bolgede mevcut olan polimorfizimi, azami
diizeyde tespit etme imkani saglamaktadir. Aym1 zamanda, transition ve translation
arasindaki oran, mutasyonun tarthi degisimi hakkinda bilgi elde edilmek icin
kullanilabilmektedir. Bununla birlikte, amino asit zincir degisikligine sebep olmayan
ticlinci kodon mutasyonlari, amino asit degisikligine sebep olan mutasyonlardan ayri
bir sekilde analiz edilebilir. Bu teknikte ¢ok az bir DNA parcasi (200-500 bp)
incelenmektedir ve incelenen ornek sayisi da kisitlidir. Sonug olarak, yiiksek laboratuar
bilgisine ihtiya¢c duyulmasi ve maliyetinin ¢ok yiiksek olmasi, ¢ok Ornek sayisina
ihtiya¢ duyulan populasyon caligmalarinda bu teknigin kullanimini sinirlamaktadir.

Fakat tiirler arasindaki molekiiler ayrilifi tespit etmede veya tiir tespiti
calismalarinda az sayidaki ornek yeterli oldugundan, bu teknigin kullanimi1 yaygindir.
Halbuki, son yilllarda otomatik zincirleme makinasinin gelismesi, manuel zincirleme
metoduna kiyasla bir¢ok 6rnegin kisa zamanda incelenmesine imkan vermektedir.

DNA zincirinin test edilmesinde en yaygin metot, dideoxy-termination
metodudur. Bu metotta bir primer (kor DNA), ¢ift sarmalli DNA’nin bir sarmalinin
sentezlenmesini baglatmak i¢in kullanilmaktadir. Bu teknikte, bir primer kullanilmakta
ve DNA sarmalinin sadece biri sentezlenmektedir. DNA sentez reaksiyonlarinda
kullanilan normal niikleotitlere (ANTP) ek olarak, modifike (dideoxy) niikleotidler
(ddNTP) zincirleme reaksiyonuna eklenmektedir. Bu niikleotidlerin modifikasyonu,
fosfat bandlarinin formasyonuna engel olmaktadir. Sentez, modifike niikleotidlerin
eklenmesiyle sonlanmaktadir (dideoxy-termination). Zincir reaksiyonu, birbiriyle ayni
olan dort reaksiyondan olusmakta ve herbir reaksiyon farkli tiipler icerisinde
gerceklesmektedir. Her bir tiip icerisinde, normal niikleotidler (dATP, dTTP, dGTP,
dCTP) ve ¢ok diisiik oranda reaksiyonu tamamlayici modifike niikleotidler (ddATP,
ddTTP, ddGTP, ddCTP) bulunmaktadir. Ornek olarak, dideoxy-C niikleotidinin
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(ddCTP) oldugu reaksiyonu diisiinelim; Primer (GTC), DNA’nin yeni bir sarmalim
sentezlemek icin sablon DNA’ya kaynaklanmakta ve polimeraz reaksiyonu ile normal
niikleotidler sablon DNA iizerine eklenerek sentez yapilmaktadir. Reaksiyonda,
niikleotidler eklenirken tesadiifi olarak hem normal niikleotid (dCTP), hem de modifike
niikleotid (ddCTP) kullanilmaktadir. Normal dCTP niikleotidi kullanildigi zaman,
reaksiyon devam etmekte ve ddCTP niikleotidlerinin kullanildigi her durumda ise,
polimeraz sonlanmakta ve farkli uzunlukta parcalarin olusmasina neden olmaktadir. Bu
parcalarin her biri, ddC niikleotidlerinin primerden olan uzakligin1 ifade eder. Bu
parcalar, radyoaktif veya florasan metotlartyla boyanmaktadir. Her bir tiip icerisinde
bulunan bu pargalar, elektroforez jel’i iizerinde yan yana farkli hatlarda dizilmektedir.
Elektroforez sonucu, parcalar biiyiikliiklerine gore jel icerisinde yerlerini almaktadir. Jel
tizerinde her bir band sag tarafta verilen ilgili parcay: ifade eder ve jel lizerinde okuma
yapilarak, reaksiyona sokulan DNA sarmalinin tamaminin niikleotid zinciri tespit

edilmis olur.



2. ONCEKi CALISMALAR

Tiirkiye denizlerinde bulunan Caranx cinsine ait Caranx crysos, Caranx rhoncus
ve Caranx hippos tiirlerinin morfolojik ve genetik yapisi, tiirler arasindaki filogenetik
iliskinin derecesi ve seklinin belirlenmesi amaci ile ulusal ve uluslar arasi diizeyde
dogrudan caligma bulunmamaktadir. Tiirkiye denizlerinde bu tiirler ve birkag1 iizerine
yapilan ¢calismalar1 Akkiran (1985), Bektas ve ark., (2009) olusturmaktadir.

Akkiran (1985), Carangidae familyasinda C. rhoncus ve C. crysos tiirlerinde

otolit morfolojisi ve otolit yapisi ile tiirlerin ayirt edici 6zelligini ortaya koymaya
caligmis; otolit boyu, otolit eni, otolit derinligi gibi 6zelliklerin yani sira balik boyunu
da oOlgiimlere dahil etmis, sonu¢ olarak da Ozellikle Caranx cinsi iiyelerinin otolit
yapilarinin kendine has oldugunu belirtmistir.

Turan (1999), yaptigi calismada c¢esitli taksonomik kategoriler arasindaki
iliskileri saptamak amaciyla, morfolojik karakterler belirlemis ve bircok morfolojik
calismada yaygin olarak kullanilan Truss Network yontemini analiz etmistir

Turan (2004), Karadeniz, Marmara, Ege ve Akdeniz’den Carangidae familyasina
ait istavrit (Trachurus mediterraneus), stoklar1 arasindaki morfolojik farkliligin
derecesini, morfometrik ve meristik karakterler kullanilarak arastirmis, morfometrik ve
meristik karakterin analizi sonucu komsu denizler arasindaki istavrit gociiniin kisith
oldugunu belirtmistir.

Turan ve ark., (2004), Truss Network Sistemi ile morfometrik karakterler
kullanarak  Tiirkiye karasularinda bulunan hamsi populasyonlarinin  durumu
incelemislerdir. Kiimeler arasi korelasyon analizinde, birinci ve ikinci varyasyonlarin
kiimelestirilmesi sonucu gruplar arasindaki varyasyonun %93’ii kullanildiginda 6rnekler
arasinda yiiksek derecede farklilik oldugunu tespit etmislerdir. Buna gore her bir
denizdeki hamsi populasyonlari arasinda morfemetrik yapilasmanin varligini, ¢ok
degiskenli varyans analizi ile toplam 25 morfometrik karakterin 16’s1 arasinda
istatistiksel olarak analiz ederek onemli fark bulmuslar ve ana bilesenler analizi sonucu
populasyonlar arasinda meydana gelen farkliliklarin genelde bas bolgesi Olctimlerinden
kaynaklandiginm belirtmislerdir.

Cardenas ve ark., (2005), Pasifik ve Atlantik Okyanusu Ornekleri ile yapmis
oldugu calismada Cyt b ve D-loop gibi iki mitokondrial molekiiler markir kullanilarak
yaptiklar1 dizileme analizi sonucu, 11 istavrit tiiriiniin filogenetik iligkilerini ortaya

koyarak ayni zamanda tiirlerin koken ve tarihceleri iizerine degerlendirmelerde
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bulunmuslardir. Elde ettikleri sonuglarin Tetis Denizi kapandiginda bu cinsin kokeninin
meydana geldigini belirten raporun fosil kalintilart ile uyustugunu bildirmislerdir.

Francisco ve ark., (2006) Portekiz cevresindeki atherina tiirlerine (Atherina
presbyter, Atherina boyeri) ait deniz ve nehir populasyonlarinin genetik yapilarini,
mtDNA iizerindeki L-prol (50-ACTCT CACCCCTAGC TCCCA AAG-30) ve H-DL1
(50-CCTGA AGTAGGAACC AGATG CCAG-30) genlerinin sekans analizi ile ortaya
koyarak karsilastirmiglardir. Atherina presbyter’in 50 bireyinde toplam 36 haplotip,
Atherina boyeri’nin 50 bireyinde 13 haplotip tespit etmislerdir

Giirlek ve Turan (2006), Calismada Tilapia tiirlerinin yayilim alanlarini iceren
Cukurova ve Hatay Bolgeleri’'ndeki nehir, g6l ve su {riinleri yetistiricilik
istasyonlarindan dort tilapia tiirii (Oreochromis aureus, Oreochromis niloticus, Tilapia
zillii ve Tilapia rendalli) izerine yaptig1 calismada, tilapialarin morfolojik ayriminda
morfometrik ve meristik karakterleri incelemistir. Morfometrik karakterlerin
kiimeleraras1 korelasyon analizinde sadece Cukurova Universitesi O. aureus ornegi
belirgin bir sekilde ayrilik gosterdigini diger tiirlerin ise birbiri iizerine kiimelendigini
belirtmistir. Meristik karekterler bakimindan ise genel olarak tiirler ve tiirlere ait
populasyonlarin belirgin bir ayrilik gosterdigin, fakat 7. rendalli, O. niloticus ve O.
auratus CU ornekleri birbiri iizerine kiimeleserek bir farklilik gostermedigini
belirtmistir.

Doiuchi ve Nakabo (2007) yaptiklar1 c¢alismada, Dogu Asya’da bulunan ii¢
Sphyraena tiiriiniin (Sphyraena iburiensis, Sphyraena obtusata, Sphyraena pinguis)
genetik farkliliklarini mitokondrial cytochrome b geni sekans analizi yontemiyle ortaya
koymuslardir. Calismada Genetik olarak S. pinguis’in S. iburiensis’e S. obtusata’dan
daha yakin oldugunu ortaya koymus ve daha 6nce morfolojik olarak farkli tiir oldugunu
ortaya koyduklar1 S. iburiensis’in farkliligin1 genetik olarak da ortaya koymus oldular.

Murakami ve ark., (2007), Havai’de Caranx cinsine ait Caranx ignobilis, C.
sexfasciatus’un C. melampygus tiirlerinin 16S ribosomal DNA ve sitokrom oksidaz
(COI) genleri kullanilarak dizileme analizi yani sira morfolojik olarak ve renk analizleri
yapmislardir. Sonug olarak tiirler arasinda hibritlesme tespit etmisler ve 2 hibrid tiiriin
meydana geldigini (Caranx, C. ignobilis x C. melampygus ve C. melampygus x C.

sexfasciatus) ortaya koymuslardir. 16S ribosomal DNA ve sitokrom oksidaz (COI)
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genleri ile yapilan dizileme analizinde tiirlerin ayriminda basarili olduklarini
belirtmislerdir.

Cakmak (2008) yapmis oldugu c¢alismada, dikenli yilan baliginin
(Mastacembelus mastacembelus) morfolojik ve molekiiler yapisini incelemis, molekiiler
incelemede mtDNA iizerindeki 12S ve 16S genleri PCR ile ¢ogaltilarak sekans analizi
ile genlerin uzunluklar1 12S bolgesi icin 947 beg., 16S bolgesi i¢in ise 1758 bg. olarak
tespit edilmistir.

Cardenas ve ark., (2009), Giiney Bat1 Pasifik’de Trachurus murphei tiiriiniin
populasyon yapilarini incelerken dizileme analizleri icin tRNA-Pro ve tRNA-Phe
primerleri dizayn etmis ve dizileme analizi sonucu populasyonlar arasinda 6nemli bir
farklilik gostermezken ve 4 microsatelit losi ile ¢alisilan niikleer DNA ¢alismislarin da
benzer sonuglar1 gosterdigi bildirilmistir.

Bektas ve ark., (2009), Caranx rhoncus’un populasyonlarinin analizi ve
Trachurus cinsinin Tirkiye tiirlerinden ayirt etmek icin cift DNA yaklasimi
gelistirilmistir MtDNA sitokrom b (Cyt b) geninin, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
ile cogaltilmasini ve ek olarak, cok kopyali niikleer 5SS rRNA geni, Caranx rhoncus’un
teshisi icin alternatif bir aday olarak belirlendigi bildirilmistir. mtDNA Cyt b geni ile
RFLP teknigi kullanilmis, 5S rRNA genleri ile de dizileme analizi gerceklestirilmistir.
Sonug olarak da 12S rRNA geninin Caranx cinsi ile Trachurus cinsinin ayriminda
kullanilabilecegi fakat trachurus tiiriiniin kendi arasindaki ayriminda etkili olmadigini
belirtmisler ve mtDNA cytb geninin de tiirleri ayirt edici 6zelligini belirtmislerdir.

Turan ve ark., (2009), Scorpaeniformes familyasina ait Akdeniz’de bulunan iki
cins ve alt1 tiiriin (Helicolenus dactylopterus, Scorpaena maderensis, S. porcus, S.
elongata, S. scrofa, S. notata) 16S rDNA dizilim analizi ile genetik ve morfolojik
yapilariyla filogenetik iliskilerinini incelemisler. Inceleme sonucu niikleotid cesitliligin
0,0792 oldugunu tespit etmislerdir. Tiirler aras1 kiyaslamalar i¢in, en diisiik genetik
sapma (% 0.7) S. porcus ve S. notata arasinda gézlenmistir ve en yliksek sapma ise (%
10.8) S. maderensis ve S. notata arasinda tespit etmisler. Iki filogenetik metot (NJ ve
MP) ile iki biiylik soy belirlemisler. Neighbour-Joining agacinda S. elongata ve S.
scrofa i¢in kardes grup olusturdugunu, ve S. maderensis bu gruplarin daha fazla farkli
oldugunu belirtirken, bagka bir soy agaci olan Maximum Parsinomy de S. porcus ve S.

notata’nin  benzer tiirler oldugunu belirtmislerdir. Sonu¢ olarak morfolojik
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farklilagmanin desen ve derecesinin genetik farklilasma ile uyumlu olmadigimi
bildirmislerdir.

Scot ve ark., (2011), Hawaii’de ekonomik 6neme sahip Caranx ignobilis ve C.
melampygus tiirlerinin populasyonlarinin genetik yapilarint  ve tiirlerin filogenetigi
tizerine yapmis olduklar1 ¢calismada mitokondriyal DNA ATPase6 ve ATPase8 geni dizi
analizi kullanmiglar. Calisma sonucunda 20 farkli haplotip (C. ignobilis 8; C.
melampygus 12) tespit etmisler ve populasyonlar arasinda énemli farklilik bulunmazken
incelenen C. ignobilis’in % 6’sinin C. ignobilis ile C. melampygus hibridleri oldugunu
belirtmisler ve sebep olarak da C. melampygus’a 06zgii mitokondriyal haplotipleri

barindirmakta oldugunu belirtmislerdir.



3. MATERYAL VE METOD

Arastirma Mustafa Kemal Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Balik¢ilik Genetigi

ve Molekiiler Ekoloji Laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir.

3.1. Materyal
3.1.1. Caranx Tiirlerinin Sistematikteki Yeri

Calismada kullanilan tiirlerin sistematik siniflandirmasi Nelson (2006) ve Turan ve ark.,

(2007)’ye gore asagida verilmistir.

ALEM : Animalia
SUBE : Chordata
ALT SUBE : Vertebrata
UST SINIF  : Osteichthyes
SINIF : Actinopterygii
ALT SINIF  : Neopterygii
INFRA SINIF : Teleostei

AILE : Carangidae
CIiNS : Caranx
TUR : Caranx crysos (Mitchill, 1815)

Caranx hippos (Linnaeus, 1766)

Caranx rhoncus Geoffroy Saint-Hilarie, 1817

3.1.2. Caranx Tiirlerinin Tayin Edilmesi ve Tayin Anahtari

Yapilan bu calismada avlanan tirsi tiirlerinin tayin edilmesinde Nelson (2006) ve Turan
ve ark., (2007) baz alinarak, tiirlerin tayin anahtar1 asagida verilmistir.

Ust cenedeki dislerde, dis sirada kopek disi, i¢ sirada kiiciik konik disler
DULIUNUL. . .o e e Caranx

a. Dorsal ve anal yiizge¢ 151nlar1 tamamen birlesiktir........................ Caranx crysos
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b. Birinci solunga¢ kemerinin iist kisminda 3-6, alt kisminda 15-17 adet solunga¢ dikeni
DUIUNUL. .. e e ereee e Caranx hippos
c. Dorsal ve anal yiizgeclerin son 1sinlar1 temelde 151n arasi bir zarla birlesik olup,

yiizgeclerden bir par¢a ayrilmistir...........cooooiiiiiiiiiii Caranx rhoncus

3.1.3. Caranx Tiirlerinin Genel Ozellikleri

3.1.3.1. Tiirlerin Morfolojik Ozellikleri

3.1.3.1.1. Caranx crysos (Mitchill, 1815)

Viicutta iist taraf, acik zeytini yesilden koyu mavimsi yesile kadar, alt kisim ise

giimiisi griden altin sarisina kadar degisir. Boylar1 70 cm’dir.

Sekil 3.1. Caranx crysos’un Genel Goriiniisii
Ayirt Edici Morfolojik Ozellikler

D1: IX

D2:123-25

A: 11T 19-21

Yanal Cizgi pullari: 45-46
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3.1.3.1.2. Caranx hippos (Linnaeus, 1766)

Renk parlak giimisi, sirt ylizgeci yesilimsi mavi solunga¢ kapaginda siyah bir

benek bulunur, kuyruk yiizgeci sarimtirak renkte ve maksimum uzunluk 124 cm’dir.

Sekil 3.2. Caranx hippos’un Genel Goriiniisii

Ayirt Edici Morfolojik Ozellikler

D1: IX

D2: 19-21

A: 1II 15-17

Yanal Cizgi Pullar : 65-74

3.1.3.1.3. Caranx rhoncus Geoffroy Saint-Hilarie, 1817

Viicut iist kisim kahverengimsiden zeytini yesile, alt kisim acik zeytin yesilinden
beyaza kadar degisir. Dorsal yiizgecin yumusak 1sinlarinda siyah bir leke vardir. Boylari

maksimum 60 cm’dir.
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Sekil 3.3. Caranx rhoncus’un Genel Goriiniisii

Ayirt Edici Morfolojik Ozellikler

D1: VIII

D2:128-32

A: TI-125-28

Yanal Cizgi Pullar : 65-71

3.1.4. Orneklerin Toplanmasi ve Ornekleme Alanlar:

Ornekler Iskenderun Korfezi'nden girgir tekneleri ile denize agilarak her bir tiir
icin 40’ar ornek temin edilmistir. Tiirlerin ornekleme bolgelerine ait bilgiler Cizelge
3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Caranx cinsine ait tiirlerin 6rnekleme bilgileri

Avlamlan Tiir Bulundugu  Ornek Avlanma
Bolge Bolge Sayisi Metodu
Iskenderun
Korfezi Caranx rhoncus Akdeniz 40 Girgir operasyonu
Iskenderun
Korfezi Caranx crysos Akdeniz 40 Girgir operasyonu
Iskenderun

Korfezi Caranx hippos Akdeniz 40 Girgir operasyonu
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3.1.5. Laboratuar islemlerinde Kullanilan Arac ve Gerecler
3.1.5.1. Morfolojik Ol¢iimlerde Kullanilan Arac ve Gerecler

Arastirmada kullanilan tirsi tiirlerinin morfolojik Ol¢iimlerinin yapilmasinda,
binokiiler mikroskop, milimetrik cetvel, 0.01 mm hassasiyetli kumpas ve diseksiyon

ignesi kullanilmuastir.

3.1.5.2. Genetik Caliymada Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

Genetik caligmada DNA elektroforezi tanki, gii¢ kaynagi, UV transilluminator,
Vorteks, Inkiibator, Mikrosantrifiij, Hassas terazi, PZR ve dikey elektoroforez

kullanilmistir. Calismada kullanilan PZR cihazi Sekil 3.4’de gosterilmistir.

Sekil 3.4. Calismada kullanilan PZR cihazinin goriinimii
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3.2. Yontem

3.2.1. Orneklerin Muhafazasi ve Tespiti

Toplanan balik ornekleri ornekleme alanlarindan yapilarimin bozulmamasi igin
ayr1 ayn etiketlenmis polietilen torbalara yerlestirilip, teknede dondurucuya veya buza
konulmus, kiyiya geldikten sonra ise laboratuara ulasincaya kadar soguk tasima kabinda
(buzda) veya derin dondurucuda muhafaza edilerek laboratuara getirilmis ve derin
donduruculara yerlestirilmistir. Tiirlerin tanis1 ve sistematik ayrimi, Nelson (2006) ve
Turan ve ark., (2007)’ye gore yapilmustir.

Laboratuara getirilen orneklerin tiir tayini yapildiktan sonra genetik analiz i¢in
doku ornekleri alinmis ve %95’lik etilalkolde eppindorf tiipler icerisinde muhafaza
edilmistir. Doku Ornekleri alinan Ornekler ayrica morfometrik ve meristik yonden

incelenmistir.

3.2.2. Kullanilan Meristik Karakterler

Meristik karakterlerden dorsal yiizge¢ (D), pektoral yiizgec (P), Ventral yiizgeg
(V) ve anal yiizge¢ (A) 151n sayilari, Yanal ¢izgi sayilart (L.L), omur sayilar1 (OS) ile tiir

teshisinde genellikle 6nemli olan, solungag¢ dikenleri (SDS) sayilmistir.

3.2.3. Morfolojik Calisma Yontemleri

3.2.3.1. Truss Network Olciimleri

Arastirmada kullanilan Caranx tiirleri arasindaki morfolojik karsilastirmanin
derecesi “Truss Network Sistemi” (Strauss ve Bookstein, 1982; Turan, 1999, Turan,
2004) ile incelenmistir. Balik materyali onceden hazirlanan 2 cm kalinhigindaki
straforun iizerine sol lateralden ol¢iim yapilabilecek bir sekilde yiizgec 1sinlar ile viicut
pozisyonu uygun bir vaziyette yerlestirilmis ve baligin agiz ucu noktasi ile kuyruk
yiizgecinin 6n kismindan diseksiyon ignesi ile sabitlenmistir. Balik {izerinde belirlenen
noktalardan “Truss Network Sistemine” gore 14 noktadan alinan truss ol¢iimleri ve
olusan ol¢iim ag1 Sekil 3.5’de gosterilmistir. Bu bilgilere ek olarak goz capr ve bas

genisligi Olciimleri de ilaveten truss verilerine eklenmistir.
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13 N 12 RN
._“\
Sekil 3.5. Truss Network Sistemine gore Caranx tiirleri iizerinde 14 noktadan alinan
“Truss ol¢iimleri” ve olusan 6l¢iim agi

1) Burunun en u¢ noktasi. 2) Neuurocranium’dan sonra gelen kisim (ense Ol¢iimiiniin
baslangic). 3) 1. sirt yiizgecin baslangici. 4) 1. sirt yiizgecin sonu 5) 2. sirt ylizgecin
baslangici. sonu. 6) 2. sirt yiizgecin sonu. 7) Kuyruk ylizgecinin sirt boliimiine ait 6n
kismi. 8) omurga kemiginin son kismi. 9) Kuyruk yiizgecinin karin boliimiine ait 6n
kismi. 10) Anal yiizgecin sonu. 11) Anal yiizgecin baslangici. 12) Anal yiizge¢ Onii sert
151 baglangict 13) Ventral yiizgecin baslangici. 14) Cene kemiginin en son bitim
noktast.

3.2.2.2 Morfolojik Verilerin Cok Degiskenli Analizi

Analizler her bir balik 6rneginden 36 farkli morfometrik karakter ve 12 meristik
karakter tiizerinde yapilmistir. Tiirler arasindaki taksonomik iligkinin seklini ve
derecesini bulmada kiimeler arasi korelasyon analizi ve ana bilesenler analizi
kullanilmistir. Ana bilesenler Analizi (ABA) tiirler arasindaki farklilik olusturan
morfometrik karakterleri tespit etmede kullanilmaktadir. (Somers, 1986). Kiimeler arasi
korelasyon analizi (KAKA) ise, tiirleri sahip olduklar1 morfolojik farkliliklara gore ayirt
etmektedir. KAKA sonucu olusan denklemler tiirler arasindaki iliskiyi gosteren
grafiklerin eldesinde kullanilmistir. Analizlerde allometrik boyut faktorii analizlerden

dislanmustir.

3.2.4 Morfolojik Verilerin Istatistiki Analizi

Olgiimii yapilan tiirlerin ¢ok degiskenli analizlerinde, ana bilesenler analizi,

kiimeler aras1 korelasyon analizi ve tek degiskenli varyans analizi kullamlmastir. ilgili



25

hesaplamalar “SPSS, Statica for Windows V 15.0” ve Excel Windows 2007 paket

programlari ile yapilmistir.

3.2.5. Genetik inceleme

3.2.5.1. Uygulanan Genetik Teknikler

3.2.5.1.1. Mitokondrial DNA’nin Ekstrakte Edilmesi

MtDNA’nin elde edilmesinde Sambrook ve ark. (1989) tarafindan verilen
standart yontem uygulanmistir. Balik orneklerinin sirt kaidesindeki kas dokusundan
alinan ve %95’lik etil alkolde muhafaza edilen doku 6rneklerden yaklasik 50 mg doku,
otoklavlanan her bir eppendorf tiipii icerisine (1,5 ml) lizerlerine sirasiyla 300 ul C-tab
(20 g/1 CTAB; 1.4 M NaCl; 100 mM Tris-HCI pH 8.0; 20 mM EDTA) buffer soliisyonu
ve 50 ul Proteinase K ilave edilip cam ¢ubuk araciligiyla ezilmistir. Daha sonra 6rnekler
onceden 55 °C’ye ayarlanan etiivde 2 saat bekletilmistir. Ornekler her saat basi 20
dakika vorteks de karistirildiktan sonra tizerlerine 350ul fenol kloroform isoamil alkol
(25:24:1) ilave edilip 15 dakika ters diiz edilmek suretiyle karistirllmistir. Daha sonra
12000 rpm de 10 dakika santrifiij edilen 6rneklerin iist tabakalar1 farkl tiiplere alinarak
tizerlerine 350ul kloroform isoamil alkol (24:1) ilave edilerek tekrar 15 dakika ters diiz
edilmek suretiyle karistirilmistir. Daha sonra 6rnekler 12000 rpm de 10 dakika santrifiij
edilerek iist tabakalar yeni eppendorf tiiplere aktarilmistir. Bu islemden sonra 6rneklerin
tizerlerine, derin dondurucuda muhafaza edilen %100 liik etanol den 1 ml eklenip derin
dondurucuda 2 saat bekletilmistir. Derin dondurucudan ¢ikarilan 6rnekler 12000 rpm de
10 dakika santrifiij edilerek i¢lerindeki sivi dikkatle bosaltilarak yine derin dondurucuda
muhafaza edilen bu sefer %70’lik etanol den 1 ml eklenip 12000 rpm de 3 dakika
santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra dikkatlice tiiplerdeki sivi bosaltilarak
tiipler peletlerin kurumasi i¢in desikatorde bir siire vakumlanmugtir. Daha sonra kuruyan
peletlerin iizerine 100 pl TE buffer eklenerek mitokondrial DNA ekstraksiyonu

tamamlanmistir.
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3.2.5.1.2. Agaroz Jelin Hazirlamis1 ve Elektroforez ilemleri

DNA ekstraksiyonu i¢in % 1’lik agaroz jel hazirlanmistir. Bunun icin 0,50 gr
agaroz, 50 ml saf su ile kanstirtlip mikrodalga firinda kopiiriip saydamlasana kadar
bekletilmistir. Saydamlasan jel lizerine 1 ml seyreltilmis 1x TBE Buffer ve 3 pl
Ethidium Bromide eklenerek 60 °C’ ye kadar sogutulan jel 15x6x9 cm ebatlarindaki
elektroforez kiiveti icerisine dokiilerek sogumaya birakilmigtir. Jel soguduktan sonra,
icerisinde seyreltilmis 1x TBE Buffer bulunan elektroforezis tankina koyulmus ve 3 ul
DNA ornekleri 6 pl’'lik loading buffer’la (yiikleme cozeltisi) karistirilarak sirasiyla
jeldeki kiiciikk haznelere yerlestirilmistir. Elektrik akiminin gerceklesmesi igin, giic
kaynagi 30 dk siire ile 25 mA ve 50 V’a ayarlanmustir.

Elektroforez tamamlandiktan sonra giic kaynagi kapatilarak jel elektroforez
tankindan uzaklastirilmis ve UV transilluminatér cihazinda, UV koruyucu maske ile

orneklerin DNA yapilar1 gézlenmistir.

3.2.5.1.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile D loop Genlerinin Cogaltilmasi

Tiirler arasindaki genetik farkliligin derecesini belirlemek amaciyla mitokondrial
DNA (mtDNA) D loop gen bolgesi kullanilmistir. DNA ekstraksiyonundan sonra,
universal primerler kullanarak PZR Metodu ile mtDNA D loop genleri ¢cogaltilmistir
(Saiki ve ark., 1988). MtDNA D loop genlerinin PZR ile uygulamasinda; ilk 6nce 94
°C’de 4 dakika denatiirasyon (35 dongii) ve bunu takiben 94°C’de 30 saniye strand
DNA denatiirasyonu, 52 °C’de 30 saniye Tm (tavlama) sicakligi, 72 °C’de 1,5 dakika
ilk uzama ve 72 °C’de 7 dakika son uzama safhas1 izlenmistir.

Bunun icin asagida dizinleri verilen universal primerlerden yararlanilmistir.

Primerler IONTEK (Istanbul) firmasindan saglanmistir.

D loop mtDNA gen bolgesi primerleri

F: 5°-TAC CCC AAA CTC CCA AAG CTA-3
R: 5’-GCG GAG GCT TGC ATG TGTA-3’
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3.2.5.1.4. Dizileme Analizi

DNA dizi analizleri ya da sekanslama DNA birincil yapilarinin tayininde ve
niikleotid baz diziliminin belirlenmesinde kullanilan yontemdir. Analiz bir niikleik asit
dizisinin digerine hibridizasyonuna dayanir. Bu hibridizasyon sirasinda radyoaktif ya da
radyoaktif olmayan maddelerle isaretleme yapilir. Siklikla gen mutasyonlar1 (delesyon,
insersiyon vb.) tespiti yada rekombinant DNA olusum yapilarinin tayininde kullanilir.
Ayrica gen regiilasyonunda yer alan genetik kontrol bolgeleri, konsensus dizileri,

epistatik genler ve etkileri belirlenebilmektedir.
3.2.5.1.4.1. Otomatik DNA Dizi Analizi

Genomlarin dizi analizi i¢in otomatik DNA dizi analizi cihazlan ve radyoaktif
izotop yerine floresan boyalar kullanmilir. Bu islemde dort dideoksiniikleotid
analoglarinda her biri farkli floresan boya ile isaretlenmistir. Ornegin Adenozin ile
sonlanan zincirler, bir renkte iken, Sitozin ile sonlanan zincirler baska bir renktedir ve
bu sekilde dort ayri renk bulunur. Tiim isaretli dideoksiniikleotidler tek bir tiipe ilave
edilir ve primerler DNA polimerazla uzadiktan sonra, reaksiyon iiriinleri jelin tek bir
kuyucuguna yiiklenir. Jel lazer 151k kaynagi ile taranarak her bandin farkli renkte 1s1ma
vermesi saglanir. Dizi makinesine bagh bir dedektor her bandin rengini okur ve A, T, C
ve G’den hangisinin oldugunu saptar. Cihazin yazicisindan her biri bir niikleotide
karsilik gelen renkli pikler elde edilir

Otomatik DNA dizi analiz cihazlar basit olarak, sabit bilgisayarda yiikli
programlar ile bu programlarin yonettigi elektroforez sistemini icerir. Elektroforetik
tinitelerde bulunan lazer 151k kaynagi ile monokromatik bir 151k olusturulur. S6z konusu
DNA’ nin bulundugu jelmatriks bu monokromatik 1s1k ile taranir. Elektroforez
stiresince DNA’ ya baglanan floresan boya 151k ile taranan bolgeye geldiginde uyarilir.
Uyarilan boya kendi i¢in karakteristik olan dalga boyunda 15181 geri yansitir. Yansiyan
bu 151tk demeti bir detektor tarafindan kaydedilir. Kaydedilen veriler bilgisayar
programlari ile degerlendirilerek sonuglar grafiksel ya da matematiksel olarak bilgisayar
ekranina aktarilir. DNA dizi analizi cihazlarinda 6 bazdan 1000 baza kadar giivenli

okuma yapilabilmektedir (Sambrook ve ark., 1989).
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Genetik Analizator kapiler sistem icine doldurulan polimer jelmatriks sistemi
icerir. Bu polimer jelmatriks ¢ap1 nanometre Olciitlerinde olan cam borular igerisine
doldurulur. Cihaz iki ana parcadan olusur. Birinci kisim veri iinitesidir. Veri iinitesi bir
bilgisayar sisteminden ibarettir. Bu bilgisayarda, ikinci kisim ile baglantiyr kuran ve
ikinci kismu kontrol eden programlar yiikliidiir. Ikinci kistm analizin yapildig
elektroforez kismidir.

Kontrol sistemi tipik bir masa iistii bilgisayar sistemidir. Bu sistemde iki ana
program yiikliidiir. ki programdan birinin gorevi elektroforez cihazi ile baglantiy1
kurmak, elektroforez kosullarini saglamak ve verileri toplamaktir. ikinci programin
gorevi ise toplanan verilerinin degerlendirilmesidir.

Elektroforez {initesi hazirlanan 6rnegin yiiklendigi ve elektroroforezin
gerceklestigi kisimdir ve ornek yiikleme {initesi, dedektor ve jel blok iinitesi olmak
lizere ii¢ iiniteden olusur. Ornek yiikleme iinitesi, 6rnek yiikleme tepsisi ile tepsiden
bagimsiz 3 kuyucuk vardir. Bu ii¢ kuyucuktan birincisine i¢inde yliriitme tamponu
bulunan tiip yerlestirilir. Bu ¢ozelti elektroforez sirasinda uygun akimin olusmasini
saglar. Ikinci ve iiciincii kuyucukta distile su bulunur. Bu kuyucuklarda kapiler sistemin
orneklere temas eden kisimlarinin temizligi otomatik olarak yapilir. Dedektor {initesi
ise, kapilerin (cam boru) bir ucu platin bir cubugun yanindadir. Platin ¢ubuk katot
gorevi goriir. Platin cubuktan polimer bloga kadar olan boliim lazer iinitesi harig, 1sitict
ile sabit sicaklikta tutulan bir zemin {izerindedir (1s1 iinitesi). Bundan sonra gelen lazer
okuyucu iinitesi 6zel kapakli bir kutucuk igerisindedir (dedektor iinitesi). Bu iinite
sonunda kapiler, polimer blok icerisinde sabitlenir. Jel blok {iinitesi ilizerinde siringa
takmak i¢in uygun bir delik bulunur. Buraya takilan siringa i¢inde kapilere doldurulacak
olan stok polimer bulunur. Siringa iizerinde bulunan bir piston ile kontrol edilir (siringa
pistonu). Polimer blogun son kismi ise bir kapakla yiiriitme ¢ozeltisi ve anodun

bulundugu boliime agilir.

3.2.5.1.4.1. 1. Genetik Analizatorii Calisma Program

Ornek hazirlandiktan sonra cihazda bulunan ornek tepsisine yerlestirilir ve
cihaza baslama komutu verilir. Baglama komutu ile cihazin gerceklestirdigi islemler su

sekilde siralanir.
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1-Cihaz baslama komutunu aldiktan sonra kapiler tinitesinin sicakligim elektroforez i¢in
uygun sicaklik olan 50 °C” ye ¢ikarr.

2-Uygun sicaklik saglandiktan sonra kapilerin platin ¢ubuga bagl serbest ucu 6rnek
yiikleme iinitesinde bulunan distile su tiipiine girer. Cihaz polimer blok sonunda
bulunan ve anoda acilan kapagi kapatir. Polimer siringasi iizerinde bulunan piston ile
sikistirtlir. Polimer, anot tarafi kapali oldugu icin hareket edebilecegi tek yon olan
kapiler i¢ine yayilmaya baslar.

3- Kapiler, polimer ile doldurulduktan sonra serbest kapiler ucu 6rnek tepsisi lizerinde
hareket ederek ornek igerisine girer.

4-Anot kapagi acilan cihaz iizerinde elektriksel alan yaratilir. Yaratilan elektriksel
alanda tiip icerisinde bulunan DNA parcalar kapiler boru igerisine dogru harekete
gecerler. DNA parcalarinin kapilere taginmasi i¢in gerekli siirenin dolmasi ile akim
kesilir ve serbest kapiler ucu distile su icerisine doner.

5-Platin ¢ubuk ile kapiler ¢cevresine 6rnekten bulasan kirlilikler temizlenir.

6-Kapiler serbest ucu temizleme sonrasi tekrar hareket ederek Ornek tepsisi iizerinde
bulunan yiiriitme ¢ozeltisi igerisine girer. Burasi kapiler serbest ucu icin son noktadir. 7-
Anot kapag1 agildiktan sonra cihaz iizerine tekrar akim verilir. Ornek tepsisi iizerinde
bulunan yiiriitme ¢ozeltisi ile polimer blok sonunda bulunan yiiriitme ¢ozeltisi arasinda
14000 V’ ye varan bir gerilim olusur. DNA parcalar kapiler serbest ucundan kapiler
boyunca, polimer bloga dogru harekete gecerler. Bu yiiriitme sirasinda lazer {initesi
icerisinden gecerler ve yaydiklar1 floresan 1s1k ile tespit edilirler. Elektroforez

sonlandiginda cihaz yeni deney i¢in islemleri tekrar eder.

3.2.5.1.5. Filogenetik Agac

Filogenetik incelemelerde tiirler arasindaki evrimsel iliskiyi gostermede en
uygun yaklasim elde edilen verilerin ¢esitli akis semalar1 ve istatistiksel analizlerle
filogenetik agaca doniistiiriilmesidir (Saitou ve Gmanishi 1989). Evrimsel iliskileri
gorsel olarak ortaya koymak icin en uygun arac¢ filogenetik agacglardir. Dizileme
caligmalar1 ile elde edilen bilginin 6zetlenmesini ve gorsel olarak anlasilabilmesini
saglarlar.

Bir filogenetik agac, dallanma olaylarinin modelini ve bazi durumlarda zamanini

tanimlar. Tiirlesme sirasini ve hangi taksonlarin yakin ya da uzak akraba olduklarini
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kaydeder. Filogenetik agacta, aga¢ diiglim ve dallardan olusur. Dallar, tiirlerin zaman
icerisindeki durumlarini gosterirken, diigiimler ise bir tiirlin iki veya daha fazla tiireve
ayrildig1 noktaya karsilik gelir (Freeman ve Herron 1999). Agactaki Oncesi olmayan
diigtim kokii ifade etmektedir ve kok ortak bir atay1 temsil eder ve agacin herhangi bir
yerinde olabilir. Koksiiz bir agacda ise ortak ata gosterilmeden sadece tiirler arasi iligki
on plana ¢ikarilir (Mount, 2001). Filogenetik agacta her bir diiglim evrimsel siirecte
ayrilan taksonomik bir gruba karsilik gelir. Agacta dis dallar taksonlari, i¢ dallar ve
digtimler ise taksonlar arasi iligskiyi yansitir. Birbiri ile yakin iligkili tiirler agacta
birbirine komsu dallarda yer almalan ile ayirtedilirler. Aga¢ dallarinin sekil topoloji
olarak adlandirilir ve dal uzunlugu genellikle dalda olusmus degisikliklerin sayisini
belirler (Mount, 2001). Filogenetik analizlerde ilk adim incelenecek dizinin elde
edilmesidir. Daha sonra bu diziler istenirse referans dizi denilen daha once saptanmis ve

tizerinde uzlasilarak dogruluguna karar verilmis dizilerle karsilastirilabilir.

3.2.5.1.5.1. Filogenetik Aga¢ Olusturmada Kullanilan Yontemler

Giliniimiizde kullanilmakta olan yontemler temel olarak iki ana baslik altinda
incelenir: Karakter temelli yontemler; Maximum parsimony, Maximum likelihood, Mr.
Bayes olarak tanimlanirken; mesafe temelli yontemler ise Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Mean (UPGMA), Neighbour joining, Minimum evrim metodu,

En az kareler metodu olmak iizere dorde ayrilir (Sahin, 2011; Tez,2011).

3.2.5.1.5.1.1 Karakter Temelli Yontemler

Uzerinde caligilan taksonlar arasindaki degisken, kalitsal ve biri digerinden
bagimsiz her bir 6zellik ya da karakter hangi taksonun hangisiyle yakin akraba oldugu
konusunda bize yardim eder. Bu karakterler; DNA dizisi, belli iskelet elementleri,
embriyonik veya larval gelismenin sekli gibi Ozellikler olabilir (Sahin, 2011; Tez,

2011)).

3.2.5.1.5.1.1.1 MP (Maximum Parsimony) Farklihklar1 En Aza indirme Yontemi

Parsimoni metodu, olas1 bircok filogenetik agaclar arasindan hangi dallanma

modelinin evrimsel tarihi en dogru bicimde yansittigini tanimlamada bir yol gostericidir
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(Sahin, 2011). Parsimoniye gore olmasi1 en muhtemel agac, aciga ¢ikmis olan evrimsel
degismenin toplam miktarin1 en aza indirgeyen agactir. Yani en az farkli olan birimler,
birbirine cok yakin ve en cok benzeyen birimlerdir. Bu nedenle; Parsimoni (MP),

Minimum Evrimsel Metod (parsimoni = tutumluluk) olarak tanimlanabilir.

3.2.5.1.5.1.1.2. ML (Maximum Likelihood) En Yiiksek Ihtimal Metodu

En yiiksek ihtimal metodunda, tiim aga¢ topolojileri degerlendirilir. Neticede,
yarisan agac topolojilerinden en yiiksek gerceklesme olasiligt olan agac secilir.
Maximum likelihood yontemini mevcut metodlarin i¢inde genelde en tutarli olanmidir.
Karakter ve oran analizlerinde kullanilabilirler. Sonmiis (hipotetik) atalarin sekanslarini
tahmin etmede kullanilabilir. Niikleotid, aminoasit sekanslar1 ve diger data tiplerine

uygulanabilir (Sahin, 2011; Tez, 2011).

3.2.5.1.5.1.1.3. Bayes Metodu

Bayes metodu, temelde maximum likelihood metoduna benzemektedir, ancak
sonraki (posterior) olasilik kullanimi nedeniyle bu yontemden ayrilir. Mevcut
gozlemlere dayanarak gozlenmeyen bir durum hakkinda sonu¢ ¢ikarma prensibine
dayanir. Bu metotda baz alinan “Onceki olasilik” kavrami analiz Oncesinde tiim olast
agac topolojileri icin gecerli olan olasilig1 ifade eder. Bu metod giiniimiizde ¢ok yaygin

olarak kullanilmaktadir (Sahin, 2011; Tez, 2011).

3.2.5.1.5.1.2. Mesafe Temelli Yontemler

Dizi hizalanmas1 sonucu elde edilen hesaplanmis evrimsel mesafeler, her bir
takson cifti arasindaki mesafelerin bir matrisinin olusturulmasinda kullanilabilirler.
Matristeki bu cifterli mesafe skorlarina dayanarak tiim taksonlar icin bir filogenetik
aga¢ olusturulabilir. Bu yontemde kullanilan algoritmalar, kiimelenme temelli veya en
iyi durum (optimum durum) temelli olarak iki kola ayrilirlar. Kiimelenme temelli
algoritmalar, en benzer dizi ciftlerinden baglayan bir mesafe matrisine dayanarak
filogenetik agaci hesap ederler. Bu algoritmalar, aritmetik ortalamayi kullanarak
agirlikli olmayan cift grup yontemini (UPGMA-unweighted pair group method

algorithm) ve komsu birlestirme yontemini igerirler. En iyi durum temelli algoritmalar,
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pek cok farkli agac¢ topolojisini (pek ¢ok noktadan ve dallardan olusan bir ag yapisi)
karsilastirirlar ve agactaki Onceden tahmin edilen mesafeler ile gercek evrimsel

mesafeler arasindaki en iyi uyumu gostereni segerler (Sahin, 2011; Tez, 2011).

3.2.5.1.5.1.2.1. UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic
Averages) Aritmetik Ortalamayr Kullanan Agirhiksiz Cift Grup
Metodu

Bir takson i¢in uzaklik matriksi gézden gecirilirken, en kiiciik uzaklik matriksi
baz alinir. Hizli bir yontemdir ve genis data setlerini ¢abukca analiz edebilir fakat
karakter analizinde kullanilamazlar. Bir atanin iki yavrusunun ayni miktarda degisime
ugradiginm (dallarin esit uzunlukta oldugunu) savunmasi gercekei degildir (Sahin, 2011;

Tez, 2011).

3.2.5.1.5.1.2.2. Neighbour Joining Komsu Birlestirme Metodu

Bu metod icerik olarak “cluster” analizle alakalidir. Ancak, dallar boyunca
molekiiler degisikliklerin esit olmayan oranlar1 i¢in metot izin verir. Analizin her
adiminda uzaklik matriksi, diigimlerin her cifti arasinda ayarlanan dal uzunluklarinin
net etkisine sahiptir. Bunun anlami; tim diger diigiimlerden farkliliktir. Bu yontemde
bir tane aga¢ olusturulur ve genis veri kiimelerinin analizi yapilabilir. Fakat tiim olasi

agac topolojileri degerlendirilmez (Sahin, 2011; Tez, 2011).



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1. Bulgular
4.1.1. Morfolojik Bulgular

Yapilan Ana Bilesenler Analizi (ABA) sonuglarina gore; 36 ana bilesen
tiretilmistir. Bu ana bilesenler sahip olduklar1 varyasyon yiizdeleri ile tespit edilmistir.
Tiirlerin ayriminda morfolojik karakterlerin etkinlik derecesine gore ABA unsurlarina
gore siralanig1 Cizelge 4.1.”de gosterilmektedir. Cizelge 4.1."e gore; birinci ana bilesene
gore morfolojik karakterlerden agirlikli olarak ikinci dorsal yiizge¢c uzunlugu, gozler
aras1 mesafe, ikinci dorsal ylizge¢ yumusak 1sin sayisi gibi yapilarin ayrimda etkili
oldugu gozlemlenirken, ikinci ana bilesen i¢in agirlik¢ca viicut yiiksekligi ol¢iimleri ve

lateral hattaki pul sayisinin etkili oldugu dikkat cekmektedir.

Cizelge 4.1. Ana Bilesenler Analizi (ABA) sonuglarina gore morfolojik karakterlerin
etkinlik derecesine gore gosterilmesi

Morfolojik Fonksiyon
karakterler 1 2

5-6 0,131(*) -0,055
GAM 0,130(*) 0,128
D2YIS 0,124(*) -0,123
10-11 0,115(*) -0,038
3-4 0,115(*) 0,073
5-10 0,110(*) -0,005
GC 0,107(*) 0,028
6-11 0,097(*) -0,027
12-13 0,095(*) 0,085
2-3 0,092(*) 0,066
14-1 0,090(*) 0,019
13-14 0,087(*) 0,041
7-9 0,083(*) -0,067
7-8 0,082(*) -0,045

*Herhangi bir ayirt edici 6zellik ve her bir degisken arasindaki mutlak korelasyon
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Cizelge 4.1. (Devam) Ana Bilesenler Analizi (ABA) sonuglarina gore morfolojik
karakterlerin etkinlik derecesine gore gosterilmesi

Morfolojik Fonksiyon
karakterler 1 2

8-9 0,078(*) -0,050
AYIS 0,077(*) -0,031
7-10 0,061(*) 0,016
9-10 0,052(*) -0,022
3-13 0,070  0,246(*)
2-14 0,056  0,242(*)
4-12 0,067  0,217(*)
5-12 0,066  0,216(*)
4-11 0,071  0,211(*)
4-13 0,086  0,207(*)
LPS2 -0,030  0,203(*)
3-14 0,099  0,195(*)
5-11 0,061  0,186(*)
2-13 0,092  0,153(*%)
3-12 0,088  0,153(*)
1-2 0,055  0,152(%)
SDS 0,050 -0,131(*)
BG 0,086  0,128(*)
DISIS 0,011  0,125(*%)
PYIS 0,004  0,123(*)
6-7 0,014  0,108(*)
LPS1 0,064  0,108(*)
11-12 0,015  0,105(*)
6-10 0,050  0,075(*)
4-5 0,027  0,064(*)
6-9 0,038  0,061(*)
oS -0,018  0,048(*)

* Her bir degisken arasindaki mutlak korelasyon ve ayirt edici 6zellik

Tirlerin meristik karakterleri Cizelge 4.2’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.2. Turlerin ayriminda kullanilan meristik karakterler ve degerleri (minimum-maksimum/mod)

Tir DISIS|D2SIS| D2YIS [AYSIS| AYIS (PSIS| PYIS |VSIS|VYIS| SDS |OS| YPS1 | YPS2
C. hippos | 7-8/8 1 20-24/20 3 17-19/17 1 18-20/19 | 1 S5 129-39/34125]36-40/38|36-44/42
C. crysos 7-8/8 1 23-26/24 3 20-24/20 1 18-22-22 1 5 |31-37/35|25|42-47-42|44-50/47
C. rhoncus 7.8/7 1 29-31/30 3 23-25/24 1 18-22/19 | 1 5 |38-50/41)25140-47/44|34-44/38

D1SIS: Birinci dorsal yiizgeg sert 151n say1s1 D2SIS: Ikinci dorsal yiizgec sert 151 say1s1 D2YIS: Ikinci dorsal yiizge¢c yumusak
151n sayist AYSIS: Anal ylizgeg sert 151n sayist AYIS: Anal yiizge¢ yumusak 1s1n sayis1 PSIS: Pektoral yiizgec sert 151n sayisi
PYIS: Pektoral yilizge¢ Yumusak 1s1n sayis1t VSIS: Ventral yiizge¢ sert 151n sayis1 VYIS: Ventral yiizge¢c yumusak 1s1n sayisi
SDS: Solungac diken sayis1 OS: omur sayis1 YPS1: Yan hat alt bolge pul sayis1 YPS2: Yan hat iist bolge pul sayisi
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Kiimeler aras1 korelasyon analizi degerleri Cizelge 4.3’ de gOsterilmistir.

Cizelge 4.3. Kiimeler aras1 korelasyon analizi degerleri

Eigen
Korelasyonlar Varyans % Toplam %  Korelasyon
Degiskeni
1 308,567 89,1 89,1 0,998
2 37,661 10,9 100,0 0,987

Mevcut ayirma fonksiyonlarindan, 1. ayirma fonksiyonu toplam varyasyonun %

89’unu, 2. ayirma fonksiyonu %10,9’unu agiklamaktadir
Yapilan kiimeler aras1 korelasyon analizi sonuclarindan birisi olan istatistik

denetimi Cizelge 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.4. Kiimeler aras1 korelasyon analizi sonug¢larindan birisi olan istatistik

denetimi
Wilks' Serbestlik Onem
Fonksiyon testi Lambda Khi- Kare Derecesi Diizeyi
I’in 2.ci fonksiyona
_ 0,000 619,741 86 0,000
olan degeri
2 0,026 241,219 42 0,000

Buna gore, ayirma analizinde 2 adet ayirma fonksiyonu elde edilmistir (Cizelge
4.3). Wilks’ Lamda degeri ve Khi-Kare degeri, ayrisim modelinin giiciinii belirlemek
icin kullamlmistir.  Wilks” Lamda, gruplar igindeki homojenligin o6l¢iilmesinde
kullanmilmistir. Lamda, O ile 1 arasinda deger almaktadir. O degeri, grup ortalamalarinin
farklilastigi, 1 degeri ise, tiim grup ortalamalarinin ayni oldugu anlamina gelmektedir.
Wilks’ Lamda degeri tabloda da goriildiigii gibi cok diisiik ve 619 gibi biiyiik bir Khi-

Kare ve 0 onemlilik degerine sahiptir. Diisiik bir Wilks’ Lamda degeri ve onemlilik p
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degeri ile biiyiik bir Khi-kare degeri, ayrisim modelinin etkili bir ayrigtirma giiciine
sahip oldugunu gosterir (Yap ve ark., 2010).
Tiirlerin birbirleri ile olan morfolojik iligkisini gostermek amaci ile birinci (AB1)

ve ikinci (AB2) korelasyon grafiklendirilmistir (Sekil 4.1.).
12 I | | | |

x

I B

AB 2

x C. rhoncus
o C.crysos
& C. hippos

1 1 | 1 |
30 -20 10 O 10 20 30

AB 1

Sekil 4.1. Birinci (AB1) ve ikinci (AB2) korelasyonlarin grafiklendirilmesi sonucu
tiirlerin morfolojik iligkisi

Sekil 4.1.’e gore birinci ana bilesende C. hippos tiriiniin ayr1 gruplandig
gozlemlenirken, ikinci ana bilesende ise C. rhoncus ve C. crysos tiirlerinin ayrildigi
gozlenmistir. Morfolojik olarak da dis bakidan degerlendirildiginde viicut formlarinin
da C. rhoncus ve C. crysos tirlerinde benzerligi dikkat cekerken C. hippos tiirii daha
farkli oldugu goriilmektedir.

Caranx hippos, C. crysos, C. rhoncus tiirliniin ayriminda kullanilan morfolojik

karekterlerin ortalamalar1 ve standart sapmalar1 Cizelge 4.5.”de gosterilmistir.
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Cizelge 4.5. Tiirlerin ayriminda kullanilan morfolojik karekterlerin ortalamalar1 ve
standart sapmalar1

C. hippos C. crysos C. rhoncus
Morfolojik Standart Standart Standart
Karakterler Ortalama Sapma Ortalama Sapma Ortalama Sapma
1-2 25,527 3,173 35,751 3,273 32,129 3,169
2-3 24,341 3,175 37,960 4,496 40,881 5,247
3-4 19,157 2,44 29,645 3,350 32,343 2,484
4-5 3,990 0,967 5,577 1,260 5,133 1,032
5-6 55,460 5,202 70,498 5,493 87,368 6,381
6-7 7,944 1,44 10,573 1,978 8,603 1,317
7-8 7,310 1,459 10,068 1,698 13,689 2,185
8-9 6,507 1,306 8,747 1,595 12,0377 1,983
9-10 7,854 1,481 10,071 2,089 12,567 2,604
10-11 48,562 4,659 60,612 4,279 72,731 5,704
11-12 7,405 1,864 10,532 2,087 8,308 1,759
12-13 30,960 3,840 45,275 4,477 47,203 4,304
13-14 25,618 2,918 35,851 3,607 39,381 4,755
14-1 17,739 2,616 25,092 2,875 28,833 3,342
2-14 28,507 3,050 40,419 2,892 33,944 2,331
2-13 40,0678 3,301 56,290 4,002 54,268 4,378
3-14 45,699 3,625 65,356 4,458 61,378 4,1354
3-13 43,1569 3,154 58,545 3,702 51,468 2,984
3-12 50,596 4,614 71,011 5,229 68,0473 5,343
4-13 50,261 3,798 69,889 4,736 64,209 4,137
4-12 44,898 4,174 61,856 3913 54,710 3,785
4-11 45,636 4,055 62,977 4,260 56,320 3,783
5-12 44,771 3,980 61,033 3,944 54,059 3,607
5-11 45,546 4,908 61,427 4,343 55,150 3,247
5-10 57,824 6,291 75,193 5,363 87,553 7,409
6-11 50,239 9,582 65,313 4,004 79,526 6,537
6-10 7,7412 1,641 10,801 1,335 10,577 1,254
6-9 11,046 1,638 14,352 2,257 13,983 2,015
7-10 9,805 1,612 13,309 2,107 14,951 2,308
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Cizelge 4.5. (Devam) Tiirlerin ayriminda kullanilan morfolojik karekterlerin
ortalamalar1 ve standart sapmalari

C. hippos C. crysos C. rhoncus
Morfolojik Standart Standart Standart

Karakterler Ortalama Sapma Ortalama Sapma Ortalama Sapma
7-9 6,441 0,611 7,697 0,753 9,976 1,407
1-8 133,398 10,160 182,967 12,360 210,749 12,276
GC 9,133 0,899 11,733 0,739 12,966 0,927
GAM 12,7833 1,291 19,900 1,213 20,600 1,868
BG 18,816 2,187 29,900 2,171 29,066 4,217
DISIS 7,266 0,449 7,966 0,182 7,366 0,490
D2SIS 1 0,000 1 0,000 1 0,000
D2YIS 22,500 1,432 24,666 1,604 29,566 0,678
AYSIS 3 0,000 3 0,000 3 0,000
AYIS 19,433 1,406 21,900 2,040 24,600 1,162
PSIS 1 0,000 1 0,000 1 0,000
PYIS 19,133 0,899 21,300 2,002 19,100 0,959
VSIS 1 0,000 1 0,000 1 0,000
VYIS 5 0,000 5 0,000 5 0,000
SDS 35,366 2,858 34,400 2,206 42,833 4,227
(0N 24,966 0,182 25 0,000 24,733 0,449
CB 14,306 0,990 194,700 11,606 218,800 12,279
LPS1 35,166 2,134 44,366 4,421 43,200 2,469
LPS2 40,900 2,981 46,800 3,336 35,300 4,186

Tiirler arasindaki morfolojik iliskinin sekli Sekil 4.2°’de gosterilmistir. Sekil
4.2’ye gore C. rhoncus tiirtiniin C. crysos tiirline daha yakin oldugu ve C. hippos

tiirtiniinde her iki tiirden de uzak oldugu gézlemlenmistir.
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C. hippos

C. crysos

C. rhoncus

20 15 10 5 0

Sekil 4.2. Tiirler arasindaki morfolojik iliskinin Neighbour Joining soyagaci ile

gosterimi
4.1.2. Genetik Bulgular

4.1.2.1. Toplam DNA’nin Elde Edilmesi

Tiirkiye denizlerinde bulunan C. rhoncus, C. crysos ve C. hippos tiirlerinden
20’ser ornek saglanarak toplam 60 Ornek ile tiirler arasindaki genetik iliskinin sekli ve
derecesi belirlenmeye calisilmistir. Izolasyon sonunda total DNA Caranx tiirlerinden

basaril1 bir sekilde elde edilmistir (Sekil 4.3).

(]
L}

(

Ll = T T W bt ol ot et

Sekil 4.3. Ekstrakte Edilen Total DNA’nin Agoraz Jel Uzerinde Kontrolii
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4.1.2.2. PZR Elde Edilmesi

Tiirkiye denizlerinde bulunan C. rhoncus, C. crysos ve C. hippos tiirlerinden
20’ser Ornek saglanarak toplam 60 total DNA, PZR islemine tabi tutulmustur.
Uygulama sonunda MtDNA D loop gen bdlgesinin basarili bir sekilde cogaltildigi
gozlenmistir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. Mt DNA D loop gen bolgesinin ¢ogaltilmasi

4.1.2.3. D loop Gen Bolgesinin DNA Dizilimlerinin Belirlenmesi

DNA dizilerinin belirlenmesi amaciyla PZR iiriinlerine DNA dizileme analizi
uygulanmistir. Analiz sonucu elde edilen DNA dizilimlerinde diizeltme islemi
uygulanmis ve DNA dizileri belirlenmistir. DNA dizileme analizi sonucunda elde edilen
DNA dizilimlerinin kromotografisinin bir 6rnegi Sekil 4.5’de gosterilmistir.

TTAT T GATAGT T GGAATAATAAGTC CAACCACTAGACCCTAT GCAGCACAT TACACAAAT ACT TAA

Sekil 4.5. DNA dizilim analizi sonucu elde edilen D loop gen bdlgesinin parca
kromotografisinden bir 6rnek
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4.1.2.4 Dizileme ve Dizi Analizi

Cogaltilan mtDNA D loop bolgelerinin DNA dizileme reaksiyonlarinin
yapilmasi icin PZR iirlinleri Refgen laboratuarina gonderilmistir. DNA dizilerinin
gorsel olarak gozden gecirilmesi icin BioEdit (Hall, 1999) programi kullanildi. DNA
dizilerinin kirlilik diizeyine bakilarak istenilen saflik diizeyinde olan dizilerde gerekli
analiz islemleri yapilarak diziler islendi. Dizi hizalamasi i¢in ClustalW programi
kullanildi. Kopyalanan diziler Clustal W (Thompson ve ark.,1994) programina

yapistirilarak dizi hizalamasi gergeklestirildi.
4.1.2.5. Filogenetik Analiz

Dizileri hizalanan Caranx cinsine ait tiirlerin akrabalik derecelerini 6grenebilmek
icin filogenetik aga¢ olusturmada mevcut metodlarin icinde genelde en tutarli olan
karakter temelli yontemlerden Maximum Likelihood (ML En Yiiksek Thtimal Metodu) ve
neighbor joining (NJ) kullanmilarak kladistik bir yaklagim gosterilmistir (Saitou ve NEI
1987). Analiz edilen mtDNA D loop bélgesinin uzunlugu 610 baz c¢ifti (pb) oldugu
tespit edilmistir.

Dizi analizi sonucunda elde edilen niikleotid kompozisyonu Cizelge 4.6’da
verilmistir. G-C oranlarina bakildiginda (Cizelge 4.6) degerlerin % 38.1-35.7 arasinda
degiskenlik gosterdigi saptanmis ve ortalama G-C oran1 % 37.2 olarak belirlenmistir. A-
T orani ise % 63.8 ile % 62 arasinda degiskenlik gostermis iken ortalama A-T orani %
62.8 olarak bulunmustur.

Cardenas ve ark., (2011)’de Trachurus tiirleri lizerine D loop gen bdolgesini
dizilediklerinde T ve A hemen hemen esit miktarlarda oldugunu ve sirasi ile %31,1 ile
% 30.2 iken C %2.2 ve G %16.5 olarak tespit etmisler. Bizim calismamizda T % 30,6,
A %32,2 iken C %21,5 ve G %15,7 olarak benzer sonuclar elde edilmistir.
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Cizelge 4.6. Tiirler icin niikleotid kompozisyonu (%)

T C A G G-C A-T Toplam

C. crysos 1 30,8 21,8 31,8 156 374 62,6 610,0
C. crysos 2 30,8 21,8 31,6 15,7 375 62,4  610,0
C. crysos 3 31,0 21,5 316 159 374 62,6 610,0
C. crysos 4 31,0 21,5 316 159 374 62,6 610,0
C. crysos 5 30,7 22,0 31,3 16,1 381 62 610,0
C. crysos 6 30,8 21,6 31,6 159 375 62,4  610,0
C. crysos’T 31,0 21,5 31,5 16,1 37,6 62,5 610,0
C. crysos 8 31,0 21,5 31,3 16,2 377 62,3 610,0
C. crysos 9 31,0 21,6 31,5 159 375 62,5 610,0
C. crysos 10 30,5 226 31,5 154 38 62 610,0
C. hippos 1 29,7 21,8 334 151 369 63,1 610,0
C. hippos 2 30,2 21,1 33,6 15,1 36,2 63,8 610,0
C. hippos 3 29,7 21,6 334 152 36,8 63,1 610,0
C. rhonus 1 30,8 20,5 334 152 357 64,2  610,0
C. rhonus 2 30,7 20,7 33,1 156 363 63,8 610,0
C. rhonus 3 30,7 20,7 33,1 156 363 63,8 610,0
Ortalama 30,6 21,5 32,2 15,7 37,2 62,8 610,0

Transisyon/transversiyon orant (R), tekrar bolgeleri ve parsimoni anlamli bolgeler Cizelge

4.7°de verilmistir.
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Cizelge 4.7. Niikleotid ¢ifti frekanslar

Korunmus Bolge 365/610
Degisken Bolge 245/610
Parsimoni Anlamli Bolge 228/610
Tekrar Bolgeleri 17/610
R (si/sv) 1.03

Substitiisyon oranlarinin maximum likelihood yontemiyle belirlenmesinde
Tamura 3-parameter modeli kullanilmistir (Cizelge 4.8). Substitiisyon oranlar1 bir
bazdan digerine substitiisyon gecis ihtimalini temsil etmektedir. Transisyonel
substitiisyon oranlar1 A/G 9,83, T/C 9,83, C/T 16,64 ve G/A 16,64 olarak bulunmustur.
Hesaplamalarin yapilmasinda kullanilan niikleotid frekanslart A %31,43, T %31,43, C
%18,57 ve G %18,57 dur.

Cizelge 4.8. Substitiisyon matrisi*

A T C G
A - 7.39 4.37 9.83
U 7.39 - 9.83 4.37
C 7.39 16.64 - 4.37
G 16.64 7.39 4.37 -

*Her say1 bir bazdan (satir) digerine (siitun) substitiisyon ihtimalini gostermektedir. Transisyonel substitiisyonlar
koyu renkte, transversiyonel substitiisyonlari ise italik olarak gosterilmistir.

Tamura 3-parametresine gore tiirler icindeki ortalama genetik uzaklik degerleri
Cizelge 4.9’da verilmistir.

Cizelge 4.9. Tiirler icindeki ortalama genetik uzaklik

Tiirler Ortalama Uzaklik Standart Hata
C. crysos 0.011 0.002
C. rhoncus 0.021 0.003

C. hippos 0.009 0.005
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Tiirler icerisindeki ortalama genetik uzaklik deger sonuglarina gore en fazla C
rhoncus tiirtiniin kendi igerisinde farklilik gosterdigi gozlenirken, C. hippos tiirii de
0.009 gibi bir deger ile tiirler icerisindeki farklilig1 gostermistir.

Pairwise genetik uzaklik matrisi Tamura 3 parametre modeline gore
olusturulmustur (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10. Genetik uzaklik matrisi

C. crysos C. rhoncus C. hippos
C. crysos —
C. rhoncus 0.450 —
C. hippos 0.461 0.148 —

ML modelini kullanarak metninde agiklanan uzaklik (T92+1I)

Elde edilen sonuclar ile tiirler arasinda en yiiksek niikleotid farkliligi C.crysos ve
C.hippos arasinda 0.461 ile gosterirken en diisiik genetik farklilik ise C.hippos ve C.
rhoncus tiirleri arasinda gozlenmistir. Tiirler aras1 net ortalama genetik uzaklik degeri
0.244 olarak hesaplanirken tiir i¢i net ortalama genetik uzaklik degeri ise 0.485 olarak
hesaplanmustir. Trachurus tiirlerinin D loop dizilimleri iizerine yapilan ¢alismada ML
icin (TRN + I) model kullanarak tiirler arasindaki yiiksek oranda (0,12-10 arasi)
niikleotid farkliligina rastlamiglar (Cardenas ve ark., 2011). Faria ve ark., (2006)
mtDNA cytochrome b ve ND1 bolgelerinin dizileme analizi sonucu Alosa tiirleri i¢in
0,009 ile 0,034 arasinda degistigini bildirmisler.

Tiirler aras1 genetik uzakliklarin belirlenmesinde ise Kimura 2-parameter
yonteminden yararlanilmistir. Evrimsel gecmis analizlerinde tiim orneklerin niikleotid
veri setlerinden yararlanilmistir. Maximum Likelihood metoduna gore olusturulan
filogenetik agac¢ Sekil 4.6’da gosterilmistir.

Diziler arasindaki genel genetik mesafe (d) degeri 0.485 olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.6. Maximum Likelihood metoduna gore D loop dizileme analizi sonucu
olusturulan fiologenetik agac
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Bootstrap yontemiyle koksiiz agaclar elde edilmistir. Her bir dalin yiizdelik orani
o dalin hangi oranda desteklendigini gostermektedir. Dalin giivenilirlik oran1 %50"nin
altinda ise bu dal c¢ok zayif olarak degerlendirilir ve o dal cokertilir, ¢oken dal
sonucunda olusan bos dallanma ise politomi olarak isimlendirilir. Sekil 4.6’da
olusturulan bootstrap agaci, maksimum agag sayisi 1000 secilerek elde edilmistir.

Filogenetik agac incelendiginde 2 ana dala ayrildign goriilmektedir. ikinci ana
dalda genetik uzaklik analizleriyle uyumlu bir sekilde C. crysos tiiriiniin C.rhoncus ve
C. hippos tiriinden ayrildigi gozlemlenirken, birinci ana dal kendi i¢inde 2 dala
ayrilmaktadir ve C. rhoncus ve C. hippos tiirlerinin daha yakin tiirler oldugu
goriilmektedir. Evrimsel gec¢mis analizlerinde Neighbour joining metoduna gore
olusturulan filogenetik agac Sekil 4.7’ de gosterilmistir. Bootstrap analizi sonucunda iki
ana dala bagli iic grup olusmustur ve iic grubun da desteklenmesi %100’diir. Sekil 4.7°de
Maximum Likelihood metoduna paralel olarak C. crysos tiirtiniin C.rhoncus ve C.
hippos tiiriinden ayrildig1 gozlenilmektedir.

D loop geninin 610 baz ciftlik bu bolgesinin Caranx tiirlerinin filogenetik
farkliliklarint tespit etmede basarili bir molekiiler belirte¢ oldugunun bir bagka
gostergesi de niikleotid cifti frekansi analizi sonrasinda tespit edilen %40.16’lik

degisken bolge oranidir.
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Sekil 4.7. Neighbour Joining metoduna gore D loop dizileme analizi sonucu olusturulan
fiologenetik agac

Maximum parsimony metoduna gore olusturulan filogenetik agac Sekil 4.8’de

gosterilmistir. bootstrap analizinde Caranx cinsleri kendi icinde %99 desteklenmistir.
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Maximum parsimony analizi maximum likelithood ve neighbour joining analizlerine

paralellik gostererek C. crysos tiiriiniin diger tiirlerden uzak oldugu goriilmektedir.

C.onysos 1

2 C.orysos 2

C.orysos §

gL Cops?

74| C.orysos 3

C.onysosd

9 [ C. crysos 6

C.orysos 7T

53{ Carysos 8

_— C. crysos 10
g5 C.hippos 1
99’—‘ C. hippos 3
C.hippos 2

C. thoncus 2

99 ‘| C. thoncus 1

B rhonous 3

il

Sekil 4.8. Maximum parsimony metoduna gore D loop dizileme analizi sonucu
olusturulan filogenetik agac
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4.1.2.5.1. Caranx Tiirleri ile Trachurus Tiirlerinin iliskilendirilmesi

Caranx tirleri i¢in elde edilen mtDNA D loop bdlgesinin dizilimleri ile
Genbank’da mevcut olan Trachurus cinsine ait mtDNA D loop bolgesinin dizilimlerinin
iliskilendirilmesi Cizelge 4.11°de
gosterilmistir. Genbank’tan alinan dizilimlerin tiirleri ve genbank nosu sirasi ile
Trachurus trachurus (AY533482, AY533483),
AYS533481), Trachurus picturatus (AY533478, AY533477), Trachurus mediterraneus,

Trachurus murphyi (AY532709, AY532708)’dir.

Trachurus capensis (AY533480,

sonucu olusturulan genetik uzaklik matrisi

Cizelge 4.11. Caranx ve Trachurus tiirlerinin genetik uzaklik matrisi

1 2 3 4 5 6 7 8
1C. crysos —
2 C. hippos 0444 —
3 C. rhoncus 0.468 0.146 —
4 T. trachurus 0.507 0.278 0.243 —
5 T. picturatus 0.523 0.284 0.250 0.048 —
6 T. murphyi 0.528 0.295 0.257 0.050 0.035 -—
7T. capensis 0.513 0290 0.252 0.014 0.047 0.046 —
8T. 0.538 0.276 0.253 0.060 0.057 0.059 0.060 —

mediterraneus
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Elde edilen sonuclar 15181nda her iki cins liyelerinin kendi aralarinda gruplandigi
gozlenirken C. rhoncus tiiriiniin Trachurus cinsi iiyelerine diger Caranx tiirlerine gore
daha yakin oldugu ortaya cikmaktadir. Bektas ve Beldiiz 2009°’da C. rhoncus ve
Trachurus tiirlerinin karsilastirnlmasinda PZR tabanli mtDNA RFLP ve dizileme teknigi
ile her iki tiirlin ayrimin1 gozlemlemisler ve benzer sonug elde edilmistir.

Caranx tiirleri icin elde edilen mtDNA D loop bolgesinin dizilimleri ile
Genbank’da mevcut olan Trachurus cinsine ait mtDNA D loop bolgesinin dizilimlerinin
iliskilendirilmesi sonucu maximum parsimony metoduna gore elde edilen filogenetik
agac Sekil 4.9 ve maximum likelthood metoduna gore elde edilen filogenetik Sekil
4.10’da gosterilmistir.

Elde edilen sonuclara gore Trachurus tiirlerinin Caranx tiirlerine uzak oldugu ve
her iki cinsin liyelerinin de kendi aralarinda dallanmalar gosterdigi gozlenmistir. Dikkat
ceken durum ise C. crysos tiiriiniin tek bir dal da ayrildigi, ikinci dalda ise C. hippos ve
C. rhoncus tirtiniin Trachurus tirlerinden ayrildigr gozlenirken C. rhocus tiirii
Trachurus tiirlerine en yakin olan Caranx tiirii oldugu gozlemlenmistir. Trachurus
trachurus tiiriiniin 7. capensis tiirii ile yakin bir genetik mesafe de olurken 7. picturatus
tiriiniin de 7. murphyi tiriine yakinligr dikkat cekmektedir. Degerlendirilme yapilan
bes tiirlin icerisinde Trachurus mediterraneus ayri bir dal olusturmustur, bu dalin
bootstrap analizinde %57 desteklendigi gozlemlenmistir ve diger dort Trachurus tiirtinden
de farkli oldugu gozlenmistir.

Caranx tirleri i¢in elde edilen mtDNA D loop bdlgesinin dizilimleri ile
Genbank’da mevcut olan Trachurus cinsine ait mtDNA D loop bolgesinin dizilimlerinin
iliskilendirilmesi sonucu neighbour joining metoduna gore elde edilen filogenetik agac
Sekil 4.11’de gosterilmistir. Neighbour joining metodun da maximum parsimony ve

maximum likelihood metodu ile benzer sonuclar ¢ikardig dikkat cekmektedir.
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Sekil 4.9. Maximum Parsimony metoduna gore D loop dizileme analizi sonucu
olusturulan Trachurus ve Caranx tiirleri i¢in fiologenetik agag
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Sekil 4.10. Maximum Likelihood metoduna goére D loop dizileme analizi sonucu
olusturulan Trachurus ve Caranx tiirlerinin filogenetik iliskisi
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Sekil 4.11. Neighbour Joining metoduna gore D loop dizileme analizi sonucu
olusturulan Trachurus ve Caranx tiirleri icin fiologenetik agag



5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada Tiirkiye’de yayilis gosteren Caranx cinsinin taksonlarinin
akrabalik iligkilerini ortaya koymak amaciyla mtDNA’nin D loop gen bdlgesi
calisilmistir. Onceki calismalara gore iilkemizde Caranx cinsinin tiirlerine ait daha 6nce
yapilmig boyle bir filogenetik c¢alisma bulunmamaktadir. Bu c¢alismada ilk olarak
Caranx tiirlerinden DNA’lar izole edilmis, daha sonra mtDNA’nin D loop gen bolgesi
PZR yontemi ile cogaltilmistir. Calisma sonucunda Caranx tiirlerinin mtDNA D loop
bolgelerinin DNA dizi analizleri ve filogenetik analizler yapilarak ilk kez DNA
dizilerine dayali akrabalik dereceleri belirlenmistir. Elde edilen sonuglar hem genetik
olarak degerlendirilmesinde ilk kez D loop gen bolgesi kullanilmasi bakimindan, hem
de iilkemiz icin ekonomik tiirler olan kral baliklarinin molekiiler ayrimina yonelik ilk
calisma olmasi bakimindan onem tagimaktadir.

Morfolojik analizler sonucu ikinci dorsal ylizge¢ uzunlugu, gozler arasi mesafe,
ikinci dorsal ylizge¢ yumusak 1sin sayist gibi yapilarin ayrimda etkili oldugu
gozlemlenirken, ikinci ana bilesen i¢in agirlik¢a viicut yiiksekligi ol¢iimleri ve lateral
hattaki pul sayisinin etkili oldugu dikkat cekmektedir. Ana bilesenler analizi sonucu C.
hippos tiirtintin diger tiirler gore farkli olarak gruplandigi goriilmektedir. Morfolojik
olarak dis bakida da degerlendirme yapildiginda C. hippos tiiriiniin digerlerinden daha
farkli oldugu goriilmektedir. Tiirler arasindaki iligkinin soy agaci ile degerlendirilmesi
sonucu da olusan iki ana daldan birinci dalda olusan catallasmada C. crysos ve C.
rhoncus tiirlerinin daha yakin oldugu gozlemlenirken, C. hippos tiirliniin ikinci dalda
diger iki tire gore farkli oldugu goézlenmistir. Birinci (AB1) ve ikinci (AB2)
korelasyonlarin grafiklendirilmesi sonucu tiirlerin morfolojik iliskisi incelendiginde
birinci ana bilesende C. hippos tiiriniin ayr1 gruplandigi gozlemlenirken, ikinci ana
bilesende ise C. rhoncus ve C. crysos tiirlerinin ayrildigi gozlenmistir.

Genetik uzaklik matrisi degerlendirildiginde C. hippos ve C. rhoncus tiirleri
birbirine yakin iki tiir olarak gozlenirken, C. crysos tiirliniin bu iki tiire daha uzak
mesafede oldugu goriilmektedir. Morfolojik farklilasma derecesinin genetik farklilagsma
ile uyumlu olmadigi belirlenmistir. Genetik teknikler kullanilmadan once, morfolojik
farkliligin tamamu ile genetik farklilasmadan kaynaklandigi farz edilmekteydi ve tiir
ayriminda sadece morfolojik 6zellikler kullanilmaktaydi (Marr, 1957). Genetik

tekniklerin tiirlerin durumlarim1 aydinlatmak icin yaygin bir sekilde kullanilabilecegi
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belirtilmistir (Shaklee ve ark.,1982). Turan ve ark., (2009) Scorpaeniformes familyasina
ait Akdeniz’de bulunan iki cins ve alti tiirlin filogenetik ve morfolojik iliskilerini
degerlendirmelerinde morfolojik degerlendirmeler ile genetik degerlendirmelerin
ortiismedigini bildirmisler bu da calismamizin sonucuna uygunluk gostermistir.

Maksimum aga¢ sayist 1000 secilerek elde edilen bootstrap agaci,
degerlendirildiginde ise genetik uzaklik analizleriyle uyumlu bir sekilde C. crysos
tiirtiniin C. rhoncus ve C. hippos tiirlinden ayrildigi gozlenmistir. Neighbour joining,
maximum likelihood, maximum parsimony metodlarina gore olusturulan filogenetik
agaclar benzer sonuclar1 yansittiklar1 goriilmektedir.

Filogenetik calismalarda morfolojik yoOntemlerin molekiiler ¢aligmalarla
desteklenerek kullanilmasi calismalarin giivenirligi ve daha dayanikli taksonomik
pozisyon olusturmak amaciyla 6nerilmektedir.

Caranx tirleri i¢in elde edilen mtDNA D loop gen bolgesinin dizilimleri ile
Genbank’da mevcut olan 7. trachurus, T. capensis, T. picturatus, T. murphyi, T.
mediterraneus tiirlerine ait mtDNA D loop bolgesinin dizilimlerinin iligkilendirilmesi
sonucu Trachurus tiirlerinin Caranx tiirlerine cins diizeyinde farklilik gosterdigi
gozlenmistir. Morfolojik olarak istavrit tiirleri ile karistirilabilen C. rhoncus tiiriiniin
Trachurus cinsi lyelerine diger Caranx tiirlerine gore daha yakin oldugu ortaya
cikmaktadir. Bes Trachurus tiiriiniin analizinde ise 7. mediterraneus tiiriiniin diger
tiirlerden acik bir sekilde farkli oldugu goriilmektedir.

Calismadan elde edilen sonuglara gore, mitokondriyal D loop geninin amino asit
dizilerinin Caranx tiirleri arasindaki filogenetik sinyali tespit etmede basarili oldugunu
gostermektedir. Calismada elde edilen sonuclarin degerlendirildiginde, C. crysos
tiirtiniin diger tiirlerden uzak oldugu go6zlenmistir. Mitokondriyal D loop geninin
dizileme analizi yani sira farkli genlerin ve farkli genetik tekniklerin kullanilmasi ile bu

farkliligin derecesin tespit edilme gerekliligi vardir.
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