T.C.
ORDU UNIVERSITESI
FEN BIiLiIMLERI ENSTITUSU

TURKIYE DENIZLERINDE YASAYAN SCOMBRIDAE
TURLERININ DNA BARKODLAMASI

CAN ONEL

Bu tez,
Balikcilik Teknolojisi Miihendisligi Anabilim Dalinda
Yiiksek Lisans
derecesi icin hazirlanmistir.

ORDU-2014



TEZ ONAY

Ordu Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii ogrencisi Can ONEL tarafindan hazirlanan
ve Yrd. Dog. Dr. Yilmaz CIFTCI damsmanhginda yiiriitiilen “Tiirkiye Denizlerinde
Yasayan Scombridae Tiirlerinin DNA Barkodlamasi™ adli bu tez, jlirimiz tarafindan
25/04/2014 tarihinde oy birligi ile Balikgilik Teknolojisi Anabilim Dalinda Yiiksek

Lisans tezi olarak kabul edilmistir.

Danisman . Yrd. Dog. Dr. Yilmaz CIFTCI

Bagkan  : Yrd. Dog. Dr. Yilmaz CIFTCI Imza :
Balik¢ilik  Teknolojisi  Miihendisligi,

Ordu Universitesi

Uye : Dog. Dr. Zeynep KOLOREN Imza %PA

Biyoloji Boliimii, Ordu Universitesi

Uye : Yrd. Dog. Dr. Cem Tolga GURKANLI  imza: 3
Balik¢ilik Teknolojisi Miihendisligi, g

Ordu Universitesi

ONAY:

Bu tezin kabulii, Enstitii Yonetim Kurulu’nun#?-25-{ktarih ve 2014/ 194-sayih karar

ile onaylanmustir.

0.2./852014

rof. Dr. M. Fikret BALTA



TESEKKUR

Tez konumun belirlenmesi, ¢alismanin yiiriitiilmesi ve yazimi esnasinda bilgi ve
deneyimleriyle bana yol gosteren danigman hocam Saym Yrd. Dog¢. Dr. Yilmaz

CIFTCI’ye en icten tesekkiirlerimi sunarim.

Ayn1 zamanda, manevi desteklerini her an iizerimde hissettigim aileme tesekkdirii bir

borg bilirim.



TEZ BIiLDiRiMi

Tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu tezin yazilmasinda bilimsel ahlak
kurallarina uyuldugunu, bagkalarinin eserlerinden yararlanilmasi durumunda bilimsel
normlara uygun olarak atifta bulunuldugunu, tezin igerdigi yenilik ve sonuglarin
baska bir yerden alinmadigini, kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat
yapilmadigini, tezin herhangi bir kismimin bu {iniversite veya baska bir iiniversitedeki

baska bir tez ¢alismasi olarak sunulmadigmi beyan ederim.

Can ONEL

Not: Bu tezde kullanilan 6zgiin ve baska kaynaktan yapilan bildirislerin, ¢izelge, sekil ve
fotograflarin kaynak gosterilmeden kullanimi, 5846 sayili Fikir ve Sanat Eserleri
Kanunundaki hiikiimlere tabidir.



OZET

TURKIYE DENIZLERINDE YASAYAN SCOMBRIDAE TURLERININ DNA
BARKODLAMASI

Can ONEL

Ordu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Balik¢ilik Teknolojisi Miihendisligi Anabilim Dali, 2014
Yiiksek Lisans Tezi, 65s.

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Yilmaz CIFTCI

Bu c¢alismada, Scombridae ailesine ait ve iilkemiz denizlerinden 6rneklenen Auxis rochei,
Euthynnus alletteratus, Sarda sarda, Scomber japonicus, Scomber scombrus,
Scomberomorus commerson, Thunnus alalunga tiirleri incelenmistir. Tiirlerin mtDNA
iizerinde bulunan Sitokrom b, 12S rRNA ve COI bolgeleri PZR ile ¢ogaltilmis ve dizi analizi
gerceklestirilmistir. Dizi analizleriyle elde edilen veriler kullanilarak filogenetik analizler
gerceklestirilmis ve tiirler arasi iliskiler belirlenmistir.

Calismada COI gen bolgesinde 9 haplotip, 12S rRNA ve sitokrom b gen bolgelerinde 7
haplotip belirlenmistir. COI, 12S rRNA ve Sitokrom b gen bolgeleri i¢in haplotip ¢esitliligi
ve niikleotit ¢esitliligi sirasiyla Hd:0.912, Pi:0,07854; Hd:0.800, Pi:0.03778; Hd:0.964,
Pi:0.07230 olarak bulunmustur. Elde edilen matrikslerde baz kompozisyonlar1 COI gen
bolgesi i¢in A:0.2382, C:0.2867, G:0.1874 ve T:0.2878, 12S gen bolgesi i¢in A:0.281,
C:0.268, G:0.223 ve T:0.228 ve Sitokrom b gen bolgesi igin A:0.2510, C:0.3198, G:0.1527
ve T:0.2764 olarak belirlenmistir.

Filogenetik analizlerde olusturulan agaglar incelendiginde S. sarda haplotiplerinin bir grup,
A. rochei, E. alletteratus hapolotiplerinin bir grup, S. scomber ve S. japonicus haplotiplerinin
ise bir grup olusturdugu ve ayrim gosterdikleri goriilmektedir. T. alalunga haplotipinin ise A.
rochei, E. alletteratus haplotiplerine yakin durdugu, S. sarda haplotiplerinin ise diger
haplotiplere uzak durdugu goriilmiistiir.

Sonug¢ olarak bu calismada, islenmis etlerde kullanilan hayvan tiirlerini belirlemek ve
Tiirkiye pazarlarinda iiriin etiketleri ilizerinde gida iceriginin yanhs tamimlanmasi ile ilgili
durumun arastirilabilmesine yardimer olmak i¢in basit bir DNA testi gosterilmistir. Ayrica,
bu yontem son derece esnektir: mitokondriyal genom {izerinde gen bolgelerine ait sekans
bilgileri gen bankalar1 iizerinden arastirmacilara ve laboratuvar ¢alisanlarina acik olup hizla
hedef dizilerin se¢imi ve gerekli analizlerin yapilmasi her gecen giin artmaktadir. Bu genom
bilgiler hala sinirh oldugu i¢in deniz ve i¢ su drilinleri tiirlerinin ayrimi i¢in Ozellikle
onemlidir.

Anahtar Kelimeler: Scombridae, Tir ayrimi, DNA Barkodlama, DNA izolasyonu, PZR
Analizi, Sitokrom b, COI, 12S rRNA



ABSTRACT

DNA BARCODING OF SCOMBRID FISH SPECIES FROM TURKISH
WATERS

Can ONEL

University of Ordu
Institute for Graduate Studies in Science and Technology
Department of Fisheries Technology Engineering, 2014
MSc. Thesis, 65p.

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Yilmaz CIFTCI

In this study, the species belongs to the Scombridae family which sampled from our waters;
Auxis rochei, Euthynnus alletteratus, Sarda sarda, Scomber japonicus, Scomber scombrus,
Scomberomorus commerson and Thunnus alalunga have been examined. Cytochrome b, 12S
rRNA and COI gene regions which found on the mtDNA were amplified by PCR and
sequence analysis has been performed. The datas that obtained from sequence analysis has
been used to get phylogenetic analysis and relationships among species have been identified.

In the study, 9 haplotypes in 12S gene region, 7 haplotypes in cytochrome b and COI gene
regions has been identified. Haplotype diversity and nucleotide diversity has been found for
the region COI, 12S rRNA and cytochrome b gene, respectively; Hd:0.912, Pi:0,07854;
Hd:0.800, Pi:0.03778; Hd:0.964, Pi:0.07230. On the resulting matrices base compositions for
the COIl gene region A:0.2382, C:0.2867, G:0.1874, T:0.2878, for the 12S gene region
A:0.281, C:0.268, G:0.223, T:0.228 and for the cytochrome b gene region: A:0.2510,
C:0.3198, G:0.1527, T:0.2764 has been determined.

When the trees has been examined which generated by phylogenetic analyzes, S. sarda
haplotypes has formed as a group, A. rochei and E. alletteratus haplotypes has formed as a
group, S. scomber and S. japonicus haplotypes has formed as a group that seen a distinction.
T. alalunga haplotype close to A. rochei and E alletteratus haplotypes and S. sarda
hapoltypes away the other haplotypes has been observed.

In conclusion, in this study to determine the types of animals used in processed meats and
Turkey markets erroneous identification of food ingredients on the product labels investigate
the situation with a simple DNA test can be shown to help. Also, this method is extremely
flexible: the mitochondrial gene regions on the genome sequence of the gene banks of
information is open to researchers and laboratory staff and the selection of target sequences
quickly made the necessary analysis is increasing with each passing day. The genome
information is still limited to the types of products for the marine and inland water is
especially important for the separation.

Key Words: Scombridae, Species identification, DNA Barcoding, DNA isolation, PCR
Analysis, cytochrome b, COl, 12S rRNA
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1. GIRIS

Son zamanlarda kriptik tiirler tizerine yapilan g¢alismalar artmaya baglamistir
(Hubert ve ark. 2012). Kriptik tiirlerin tanimlanmas: ile ilgili problemleden biri
taksonomik protokollerin cogunun fenotipik karakterlere bagli olmasi ve 6rneklerin
uzun ve ayrintili inceleme gerektirmesidir (Costa ve Carvalho 2007). Bu sekildeki
organizmalar1 siniflandiran ve isimlendiren geleneksel tanimlama metotlar1 biiyiik
Olciide goriinen morfolojiye baghdir. Kriptik tiir-kompleksi i¢inde ekonomik agidan
onemli tiirler iizerine yanlis veri toplanmasi ve yanlis belirlenmesi potansiyel
stoklarinin asir1 tikketilmesine neden olabilir (Fox ve ark. 2005). Bu nedenle, ek
olarak cesitlendirmenin potansiyel siirliciilerini agiklayan, tiir diizeyinde dogru
tanimlama, ticari 6nemi olan balik stoklarmin basarili yonetimini saglamak i¢in
DNA barkod veritaban1 6nemli bir rol oynayabilir. Tiirleri tanimlamak icin kisa,
standart bir gen bodlgesinin kullanimi (Hebert ve ark. 2003a), DNA barkod
yaklagimimin taksonomik belirsizliklerin ¢oziimiinde faydali oldugunu gosterilmistir

(Ward 2009).

Hebert ve ark. (2003a), DNA dizilerinin tiirler i¢inde farkli tiirler arasindaki
dizilerden daha benzer olabilecegini ve bu "barkod farkliliginin™ tiirlerin ayrimida
kullanilabilecegini Onermislerdir. Gliniimiize kadar, Sitokrom Oksidaz subunit I
(COI) mitokondriyal protein kodlayan geni, hayvanlar aleminin ¢ogunlugu igin
pratik ve standart tiir diizeyi barkod olarak kabul edilmistir (Hebert ve ark. 2003b).
DNA barkodlamanin temel amac1 kriptik ve mikroskobik taksonlar ve morfolojik
olarak belirsiz karakterlere sahip organizmalar da dahil olmak iizere kiiresel
biyolojik ¢esitliligin degerlendirilmesi ve korunmasi ve potansiyel olarak
tanimlanamayan taksonlarin hizli bir sekilde tanimlanmasmi kolaylastirmaktir
(Hebert ve ark. 2003a). DNA barkodlama ayrica biiyiik taksonomik topluluklar i¢in
hizli ve kolay bir tiir tanimlama araci olarak kiiresel bir barkodlama veritabani
gelisimine odaklanmistir (Ratnasingahm ve Hebert 2007). DNA barkodlama
araciligiyla tanimlama siireci, nispeten kolay ve daha once belgelenmis Ve
argivlenen ornekler ile bilinmeyen drneklerden COI dizilerinin dlgiilebilir uyumuna
baghdir. Test ve referans numunelerinin COI dizilerinde bulunan isaretli

uyumsuzlugun oldugu yerlerde ve ilave olarak taksonomi ile ilgili calismalarda yeni



takson kesfetme olasiligini degerlendirmek i¢in yapilmaktadir (Hajibabaei ve ark.
2007). Bugiine kadar, farkli cografik bolgelerden ¢esitli organizmalari igeren bir¢ok
barkodlama projesine bilim insanlarina agik barkod kiitiiphanesinden,
(www.barcodinglife.com) ulasilabilir (Ratnasingahm ve Hebert 2007). Birgok
bdlgede balik i¢in DNA barkod bilgi zenginligi olmasmna ragmen, biyolojik
cesitlilik bakimindan ¢ok zengin bir alan olsa da sularimizdan nispeten az veri
bulunmaktadir. DNA barkodlama 6nemli diizeyde biyogesitlilik kaybinin oldugu
bolgede, hizli biyogesitlilik degerlendirmesi i¢in yararli olabilir (Lohman ve ark.

2011).

Bu ¢aligmanin konusu kiyilarimizda yasayan 7 Scombridae tiiriine ait (Auxis rochei
(Risso 1810) (Gobene Baligi), Euthynnus alletteratus (Rafinesque 1810) (Yazili
Orkinos), Sarda sarda (Bloch 1793) (Palamut), Scomber japonicus (Houttuyn
1782) (Kolyoz), Scomber scombrus (Linnaeus 1758) (Uskumru), Scomberomorus
commerson (Lacepéde 1800) (Palamut Kolyozu), Thunnus alalunga (Bonnaterre
1788) (Uzun kanat orkinos)) mitokondriyal COI, 12s rRNA ve sitokrom b (Cyt b)
gen bolgelerine ait dizi verilerini elde etmek ve genetik barkodlarmin olusturmaktir.
COlI ile diger gen bdlgelerinin degiskenliginin tiirii tanimlamadaki uygunlugunun
degerlendirilmesi i¢in hem tiir i¢i hemde tiirler arasinda karsilastirilmistir. COI
barkodlarinin denenmesi i¢in 6rnekler analiz edilmis ve GenBank'ta ve BOLD
sisteminden elde edilen diger cografi bolgelerden gelen ek molekiiler verilerle

karsilastirilmistir.

Uluslararasi deniz iirlinleri pazarinda, Scombridae (Thunnidae) familyasi tiyeleri en
fazla tiiketilen {iriinler olarak 6nemli ve biiyiik bir paya sahiptir. Bu familya tiyeleri
avcilik ve yetistiricilik yoluyla yapilan diinya balikgilik iiretiminin yaklasik %4-
5’ini olusturmaktadir. Diinya balik¢ilik tiretimindeki bu oranla yapilan iiretim

miktar1 hemen hemen 4 milyon tona yakindir (Aksungur ve Cakmak 2008).

Boyle biiyiik bir tiretimin ve tiikketimin olmasi ve ayrica fazla sayida Scombridae
tirlintin Tirkiye sularmda dagilim gdstermesi bu calismanin yapilmasinda ¢ikis
noktast olmustur. Gergeklestirilen bu ¢alisma sonuncunda islenmis {iriin olarak
kullanilan Scombridae tiirleri birbirlerinden genetik farkliliklariyla ayrilacak ve

istenilen bir numunenin tiir teshisinin yapilmasinda bir kaynak olusturacaktir.



Boylece, ileride islenmis balik iiriinlerinde tiiketiciyi aldatmaya yonelik yapilan

uygulamalarin teshisine de bir kaynak olusturacaktir.

Sonug olarak, DNA barkodlama ¢alismalar1 hayvan tiirlerinin hizli ve hassas bir
sekilde tanimlanabilmesini amaglamaktadir. Bu ve bunun gibi ¢aligmalar sonunda
olusturulmus veri tabani sayesinde morfolojik olarak birbirlerine ¢ok yakin olan
tiirler ya da erigskin morfolojisinden ¢ok farkli karakteristige sahip jlivenil bireyler
DNA barkodlarmma bakilarak tanimlanabilir. Farkli bolgelerden alinan drneklerin
genetik verilerini karsilastirarak popiilasyonlar arasindaki iliskiler ve olas1 dogal
bariyerler saptanabilir. DNA barkodlar1 kullanilarak gelistirilmis olan DNA ¢ipleri
sayesinde herhangi bir morfolojik tayin ¢caligsmasina gerek kalmadan balik tiirleri ve
ayrica tiirlere ait larva ve yumurtalarin kompozisyonu kesin ve hassas bir sekilde

cikarilabilir.



2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Genel Bilgiler

Tiirkiye kiyilarinda dagilim gosteren Scombridae tiirleri lizerinde uluslararasi
standartlarda genetik farkliliklar1 gosteren ve barkodlama caligmalarina da temel

olacak detayli ¢alisma heniiz yapilmamistur.

Ulkemizde molekiiler diizeyde taksonomik revizyon, tiirler arasi ve tiirler ici
genetik farkliliklar1 ortaya koyan caligmalar heniliz baslangic asamasindadir.
Denizel tiirleri ve 6zellikle Scombridae tiirlerini igeren genetik calismalarin ¢cok az
oldugu soylenebilir. Baliklar tizerine yapilan ¢alismalarda genellikle mitokondriyal
DNA’nin farkli gen bolgeleri calisilsa da genetik barkodlama calismalarinda COI
geninin kullanilmas: iizerinde diinya genelinde bir fikir birligi saglanmistir. Bu
calisma cercevesinde COI geninin yaninda Sitokrom b ve 12S rRNA gen bolgeleri
de calisilmis ve kiyilarimizda yasayan Scombrid tiirlerinin genetik barkodlamasi

gergeklestirilmistir.

Elde edilmis verilerin en biiylik katma degeri, Tiirkiye sularinda yaygin olarak
bulunan, avciligi yapilan (Cizelge 2.1) ve balik isleme tesislerince yogun olarak
kullanilan Scombridae tiirlerinin uygun genetik belirte¢ (sekans dizilimi)
kullanilarak genetik yapilanmayi igine alan konularin, farkli lokalitelerdeki ayni

tiirler (gen bank verileri de dahil) ile karsilastirilarak ortaya konulmus olmasidir.

Cizelge 2.1. Tirkiye Scombrid tiretimi (Ton) (Anonim 2011)

Tiirler 2007 2008 2009 2010 2011
Thunnus alalunga 852 208 631 402 1396
Thunnus thynnus 1788 1597 1891 1003 628
Sarda sarda 5965 6 448 7036 9401 10019
Scomber scombrus 1076 516 505 226 147
Scomber japonicus 2 263 1818 2 952 2 004 3127
Auxis rochei 993 836 1873 2435 2 552
Euthynnus alletteratus 785 1074 1309 1.046 1437
Xiphias gladius 423 386 301 334 190
Toplam 14145 12883 16498 16851 19496




Scombridae ailesine ait tiirler yalniz iilkemiz sularinda degil Akdeniz, Ege ve

Karadeniz’e kiyis1 bulunan diger iilkelerde de dagilim gostermektedir.

2.1.1. Taksonomi

Alem Animalia

Sube Chordata

Alt sube Vertebrata

Ust simif Osteichthyes

Simif Actinopterygii

Alt simf Neopterygii

Ust takim Acanthopterygii

Takim Perciformes

Alttakim Scombroidei

Aile Scombridae

Alt aile Scombrinae

Kabile Cins Tiir

Sardini Sarda Sarda sarda

Thunnini Auxis Auxis rochei
Euthynnus Euthynnus alletteratus
Thunnus Thunnus alalunga

Scombrini Scomber Scomber scombrus

Scomber japonicus
Scomberomorini Scomberomorus Scomberomorus commerson

2.1.2. Cahismada Analiz edilen Tiirler, Biyolojik ve Ekolojik Ozellikleri

Scombridae familyasina dahil ve Tiirkiye sularinda dagilim gésteren Auxis rochei
(Gobene baligi), Euthynnus alletteratus (Yazili orkinos), Sarda sarda (Palamut),
Scomber japonicus (Kolyoz), Scomber scombrus (Uskumru), Scomberomorus
commerson (Palamut kolyozu), Thunnus alalunga (Uzun kanat orkinos) tiirleri
incelenmis ve her bir tiir i¢in tan1 6zellikleri, cografik dagilimi ve habitat biyolojisi

strastyla verilmistir.

2.1.2.1. Auxis rochei (Risso 1810), Gobene Bahig:

Epipelajik bir tiirdiir. Ozellikle hamsi gibi kii¢iik baliklarla, kabuklu hayvanlarla

(yengec ve Stomatopod larvasi gibi) ve kalamar ile beslenirler. Yumurta ve


http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=202423
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=158852
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=331030
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=161030
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=161061
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=553120
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=166082
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=167640
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=172353
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=172398
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=638248

larvalar1 pelajiktir. 44.2 cm boyundaki bir disinin yumurta verimi (fekondite) 1.37
milyon yumurta/yil olarak tahmin edilmektedir (Collette ve Nauen 1983).

Yaygmn bir tirdiir, 1ik sularda bulunur (Collette ve Nauen 1983). Atlantik
Okyanusu, Akdeniz de dahil olmak iizere Hint ve Pasifik okyanuslarinda (Sekil 2.1)
dagilim gosterir (Anonim 2014).

Sekil 2.1. Auxis rochei (Risso 1810) cografik dagilim: (Anonim 2014)

Pektoral ylizgegleri kisadir ancak pulsuz alanin 6n kenarmdaki dikey ¢izgiye kadar
ulagir. Dorsal dikenler (toplam): 9 - 12; dorsal yumusak igmlar (toplam): 10-13;
Anal dikenleri yoktur; Anal yumusak igmlar: 12 — 14 adettir (Anonim 2014).
Lateral ¢izginin iizerinde pulsuz alanda 15 veya daha fazla, dik konuma yakin bir

sekilde egik, koyu renkli dalgali ¢izgiler bulunur (Sekil 2.2).

Sekil 2.2. Auxis rochei (Risso 1810), Gobene Balig: (Orijinal)



2.1.2.2. Euthynnus alletteratus (Rafinesque 1810), Yazih Orkinos

Epipelajik, neritik bir tilirdiir, genelde kiy1 denizlerde goriilir. Akdeniz’de
yumurtlama zamani bahar sonlarindan yaza kadar siirer. Su sicak oldugunda
yumurta ¢esitli gruplar halinde dokiiliir. 75 cm boyunda bir disinin ortalama 1.75
milyon yumurta doktiigii tahmin edilmektedir. Yumurta ve larvalar1 pelajiktir.
Akdeniz'de rastlanan en biiyiik birey 100 cm catal boya sahiptir ve yaklasik 12 kg
agirhgmdadir (Collette ve Nauen 1983).

Akdeniz, Karadeniz, Karayip Denizi ve Meksika Korfezi dahil olmak iizere

Atlantik Okyanusu’nun tropikal ve subtropikal sularinda dagilim gosterir (Sekil
2.3).

Sekil 2.3. Euthynnus alletteratus (Rafinesque 1810) cografik dagilimi (Anonim 2014)

Ilk kemer iizerinde 37°den 45’¢ solunga¢ dikenleri bulunur; solungac disleri 31
veya 32’dir; vomerin disleri yoktur. Anal ylizge¢ 1smlar1 11-15 adettir. Dorsal
dikenler (toplam): 15 - 16; dorsal yumusak 1sinlar (toplam): 11-13; Anal dikenleri
yoktur; anal yumusak 1smlar: 11 — 15 adettir (Anonim, 2014). Omurga 39 omurdan
olugur. Yeni baglayan ¢ikintilar ve kuyruk yanindaki kemik kaudal salmalar 33. ve
34. omurlarda bulunur (Collette ve Nauen 1983). Karin ve gogiis yiizgegleri
arasinda 3-7 koyu nokta bulunur. Sekil 2.4’teki gibi dorsal isaretler kirik yatay
cizgiler veya ¢ubuklardan olusur (Collette ve Nauen 1983).



Sekil 2.4. Euthynnus alletteratus (Rafinesque 1810), Yazili1 Orkinos (Orijinal)

2.1.2.3. Sarda sarda (Bloch 1793), Palamut

Epipelajik, neritik bir tirdiir siirii olustururlar ve hali¢lere girebilirler. Farkli
sicakliklara adapte olabilirler, 12-27°C derece sicaklik ve 14-39 ppt tuzluluk
degerlerinde yasayabilirler. Kendi yavrular1 da dahil kiiciik siirii baliklariyla,
kalamar gibi omurgasizlarla ve karideslerle beslenirler. Nispeten biiyiik avlarini
yutabilirler. Yumurtalar1 ve larvalari pelajiktir (Collette ve Nauen 1983).

Meksika Korfezi, Akdeniz ve Karadeniz de dahil olmak iizere Atlantik

Okyanusu'nun tropik ve thman kiyilarinda dagilim gosterir (Sekil 2.5).

Sekil 2.5. Sarda sarda (Bloch 1793) cografik dagilimi (Anonim 2014)
Dorsal dikenler (toplam): 20 — 23 ad.; Dorsal yumusak 1sinlar1 (toplam): 15-18 ad.;

Anal dikenleri yoktur; Anal yumusak isinlari: 14 — 17 adettir; Omur sayisi
minimum 50 — 55°tir. Ag1z orta derecede biiyiiktiir. Ust ¢ene disleri 16-26; alt cene



digleri 12-24 adettir. Olfaktori laminalar1 21-39°dur. Hava kesesi yoktur. Dalagi
biiyiiktiir ve karacigeri uzun sag ve sol lob, kisa orta lob seklindedir. Diger Sarda

cinslerine gore daha biiyiik bir a¢1 ile egik sirt ¢izgileri vardir (Sekil 2.6).

Sekil 2.6. Sarda sarda (Bloch 1793), Palamut (Orijinal)

2.1.2.4. Scomber japonicus (Houttuyn 1782), Kolyoz

Oncelikle kiyisal pelajik tiirlerdir. Daha az bir lgiide epipelajik veya mezopelajik
olarak 250-300 m derinliklerde yasarlar. Mevsimsel gogler yaparlar. Siirii 6zelligi
geligmistir, 3cm’den itibaren siirli olustururlar. 15-20°C’de yumurta birakirlar.
Ortalama bir disi 100 000-400 000 yumurtay1 fasilalar halinde birakir. Gram agirhik
bagina 250-300 yumurta tiretimi goriiliir (Collette ve Nauen 1983).

Yaygin bir tirdiir. Sekil 2.7°de goriildiigi gibi Atlantik’in sicak ve iliman gegis
sularinda, Hint Okyanusunda ve komsu denizlerinde dagilim gosterir (Collette ve
Nauen 1983).

Sekil 2.7. Scomber japonicus (Houttuyn 1782) cografik dagilimi (Anonim 2014)



Damak kemigi (agiz catisinda) dardir. Damak disleri tek veya cift sira halindedir,
¢ift oldugunda, siralar yakim ve birbirine karisir. ikinci dorsal yiizge¢ birinciden
daha kiigiiktiir. Ik dorsal 9-10 1smlidir. Omur sayis1 31°dir (Anonim 2014). Sirt1
egik ve zikzakl ¢izgilerle kaplhidir. Karin kisminda noktalanma vardir (Sekil 2.8).
Al kismi saydam 6zelliktedir, goz S. scombrus’a gore daha biiyiiktiir (Collette ve
Nauen 1983).

Sekil 2.8. Scomber japonicus (Houttuyn 1782), Kolyoz (Orijinal)

2.1.2.5. Scomber scombrus (Linnaeus 1758), Uskumru

Cogunlukla yiizeyde biiyiik siiriiler halinde soguk ve 1liman sularda bulunur. Kist
derinde ge¢irip baharda sig sulara gelirler. Zooplankton ve ufak baliklarla
beslenirler. Yumurta ve larvalari pelajiktir (Collette ve Nauen 1983).

Kuzey Atlantik’te goriiliir. Buna ek olarak Akdeniz ve Karadeniz’de de goriiliir
(Sekil 2.9).

Sekil 2.9. Scomber scombrus (Linnaeus 1758) cografik dagilimi (Anonim 2014)
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Iki dorsal yiizge¢ birbirinden oldukga ayriktir. Ilki 8-13 dikene sahiptir. ikinci
dorsal ve anal yiizge¢ 12 1smhdir. Anal ylizge¢ dikeni oldukca sert ve giicliidiir.
Kuyruk kisminda 5 dorsal, 5 anal yalanci ylizgec (finlet) bulunur. Gogiis ylizgeci
kisadir ve 18-21 1g1m1 vardir. Hava kesesi goriilebilir. Sirt1 ¢elik-mavi renktedir ve
soluk dalgali ¢izgilerle kaplhdir, alt taraf ve gobek isaretsiz giimiisi sar1 renktedir

(Sekil 2.10).

Sekil 2.10. Scomber scombrus (Linnaeus 1758), Uskumru (Orijinal)

2.1.2.6. Scomberomorus commerson (Lacepede 1800), Palamut Kolyozu

Kitasal kiyilarin s1g sularinda siklikla diisiik tuzluluk ve bulanik sularda bulunurlar.
Kiiciik siiriiler olustururlar, hamsi gibi ufak baliklar ve kalamarlarla beslenirler.

Yumurta ve larvalar1 pelajiktir (Anonim 2014).

Hint-Bat1 Pasifik’te Kizil Deniz ve Giiney Afrika’dan Giineydogu Asya’ya,
Avustralya’nin kuzeyi ile Cin’in giineyi arasinda, Japonya ve Fiji bolgesinde
dagilim gosterirler. Siiveys Kanali yoluyla Dogu Akdeniz'e gd¢men tiir olarak
girmistir. Gilineydogu Atlantik’te St. Helena bolgesinde dagilim gosterir (Sekil
2.11) (Anonim 2014).
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Sekil 2.11. Scomberomorus commerson (Lacepeéde 1800) cografik dagilimi (Anonim 2014)

IIk dorsal yiizgegte 15-18 arasinda genelde 16-17 adet diken bulunur. ikinci
dorsalde 15-20 arasinda, genelde 17-18 yumusak 1sin bulunur. Ikinci dorsalle
kuyruk arasinda 8-10 adet yalanci yiizge¢ (finlet) vardir. Anal yiizgegte 16-21
arasinda genelde 18-19 1 bulunur. Alt kisimda 7-12 yalanci yiizgec (finlet)
vardir. Lateral ¢izgi ikinci dorsal yiizgecin bitiminden asagi dogru egrilir. Omurga
toplamda 42-46 omurdan olusur. Baligin yan kisimlar1 giimiis gri dikey dalgali

cizgilerle kaphdir (Sekil 2.12). Yanaklar ve alt ¢ene giimiisi beyazdir (Collette ve
Nauen 1983).

Sekil 2.12. Scomberomorus commerson (Lacepéde 1800), Palamut Kolyozu (Orijinal)
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2.1.2.7. Thunnus alalunga (Bonnaterre 1788), Uzun Kanat Orkinos

Epipalejik ve mezopelajik bir tiirdiir. Genellikle 15,6-19,4°C derece araliginda,
yiizey sularinda goriiliir. Derin sularda yiizebilir. Kisa siireli olarak 9,5°C derce gibi
diisiik sicakliklar1 tolere edebilirler. Biiyiik yayilima ragmen uzun mesafeli go¢
eden bir tlirdiir. Akdeniz’e yumurtlama zamani gelirler. 20kg agirhgindaki bir disi

bir sezonda ortalama olarak 2-3 milyon yumurta birakir (Collette ve Nauen 1983).

Yaygin bir tiirdiir (Sekil 2.13). Akdeniz de dahil okyanuslarin tropikal ve iliman
sularinda goriiliir. Yaklasik olarak 45-50°K - 30-40°G koordinatlar1 arasinda

dagilim gosterir (Anonim 2014).

Sekil 2.13. Thunnus alalunga (Bonnaterre 1788) cografik dagilimi (Anonim 2014)

Cok biiyiik boylara ulasabilen bir tiirdiir. ikinci dorsal yiizgeg ilkine gdre acik¢a
alcaktir. Pektoral ylizgegler fark edilir derecede uzundur, 50cm ve {izeri bireylerde
catal boyun %30’u kadar uzunluga sahiptir. Dorsal dikenler (toplam): 11 - 14;
dorsal yumusak 1ginlar (toplam): 12-16; Anal yumusak 1smnlari: 11 — 16 adettir, anal
dikenleri yoktur. Hava kesesi goriiliir ancak ¢ok ufaktir, 50cm altindaki bireylerde
goriilemez. Birinci dorsal ylizge¢ koyu saridir, ikinci dorsal ylizgeg ve anal yiizgec
acik saridir (Sekil 2.14) (Collette ve Nauen 1983).
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Sekil 2.14. Thunnus alalunga (Bonnaterre 1788), Uzun kanat orkinos (Orijinal)

2.1.3. DNA Barkodlamasi

Bir canlinin digerlerinden ayrilabilmesi i¢in ilk olarak fenotipik O6zelliklerine
bakilarak bir birlerine yakinliklarina karar verilebilir. Bu yontem klasik sistematik
ve taksonomi caligmalarinda olduk¢a gecgerli bir yontem olarak arastiricilar

tarafindan uygulanmstir.

Molekiiler biyoloji ve genetik caligmalarin son zamanlarda oldukca gelismesi ve
biiyiik bir bilgi bankasinin olugmasiyla genotipik analizler bu analizlerin yerini

almaya ya da alternatif yontem olmaya baslamistir.

Bu yontemlerde canlilar molekiiler diizeyde yakinliklar1 incelenir. Materyal olarak
genomik ve mitokondriyal DNA ve lizerindeki gen bolgelerinden biri veya bir kag1
secilerek caligmaya baslanir. DNA dizilimleri belirlenip karsilastirilarak filogenetik
ve popiilasyon genetigi tlizerine birgok sonuca varilabilir. DNA dizi analizleri bir
canlinin atasal akrabaliklarini ve evrimsel siirecini anlamada biiylik 6neme sahip bir

yontem olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Bir canli her zaman morfolojik karakterlerine bakilarak ayirt edilemez. Bu gibi
durumlarda teshise yonelik olarak barkodlama DNA’nin kisa dizilerini kullanip o
tiirlin tanimlanmasinda benzersiz, basit ve hizli bir yontem olarak one ¢ikar (Sass
ve ark. 2007). Ornegin tiir teshisi yapilamayacak kadar kiigiik olan larva, juvenil
baliklar, 1s1l iglem goérmiis balik tiriinleri, mide igerigi gibi 6rnekler bu yontemle

tanimlanabilmektedir (Paine ve ark. 2007).
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DNA barkodlamasmin islem basamaklarin1 Ozetlersek ilk once kisa bir DNA
dizisinin eldesiyle baslanir. Genom {iizerindeki spesifik bir gen bolgesinin farklilik
olusturabilecek kisa bir dizisine barkod denir. Elde edilen dizi barkod
kiitiiphanesindeki verilerle karsilastirilir, uyusma varsa tanimlama yapilir. Aksi
takdirde, yeni kayit belirli bir tiir i¢in yeni ¢ikmig bir barkod dizisi olarak
goriilebilir ya da yeni karsilagilmis bir tiir olarak Onerilebilir (Hajibabaei ve ark.

2007).

Barkodlama teknigi kapsamli taksonomi analizlerinin yerini alamaz. Ornegin
barkod kiitiiphanesindeki kayitlarda yer almayan bilinmeyen bir 6rnek yakin bir
benzesme gostermezse yeni bir tiiriin belirlenmesinde yeterli olamamaktadir. Bu
kiitliphane artik geleneksel taksonomik is akisi ile uyum i¢inde tasnif ve 6rneklerin
tanimlanmasini hizlandirmak i¢in kullanilir. Yent tiir belirleme ve tanimlama gorevi
sonucta kapsamli taksonomik c¢alisma ile elde edilmesine ragmen, DNA

barkodlama bu siireci 6nemli 6lgiide kolaylastirir (Hajibabaei ve ark. 2007).

DNA barkodlama, yasamm biiyiik topluluklarmin tiirlerinin tanimlanmasi ve
kesfinde yardimci olmak i¢in kisa, standartlastirilmis gen bdolgelerinde dizi
cesitliligini kullanir. Genellikle bu bolge COI gen bolgesinin lizerinde 648 baz
uzunlugunda bir dizidir. Elde edilen tiim barkodlar BOLD (The Barcode of Life
Data System) ad1 verilen sisteme girilir. Bir aragtirmaci elde ettigi sekans verisini
tanimlama boliimiinden tiiriin ait oldugu kisma (hayvan, bitki veya fungal) gore ya
da genel boliimde (BOLD iizerindeki tiim barkodlar) FASTA seklinde girerek
aramasimi gerceklestirebilmektedir. Sonuglar % benzerlik seklinde yiiksekten aza
dogru swralanmaktadir. BOLD i¢inde toplam 2.240.132 adet dizi bulunmaktadir ve
giin gectikge artmaktadir.

Sisteme veri girilirken Ornegin bilgileri, goriintiileri, Orneklendigi yer (GPS
kordinatlar1) ve genis taksonomisi girilir (Sekil 2.15). Boylece kaliteli bir bilgi akist
elde edilmis olur. Sistemden bilgiler yine FASTA formatinda ya da tiiriin bilgilerini
kimlik numarasmi, taksonomisini iceren MS Excel formatinda alinabilmektedir

(Ratnasingham ve Hebert 2007).
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2.2. Cahsmanin Gerekcesi ve Amaci

Bu ¢alisma ile ekonomik olarak hedef tiirlerden olan Scombridae tiirlerinin genetik
barkodlarmin ortaya c¢ikarilmasina, farkli bolgelerde yasayan popiilasyonlarin
genetik yapilarinin birbirleriyle karsilastirilmasina, diger denizlerden gelen yabanci
tiirlerin  orijinlerinin saptanmasina ve islenmis balik drilinlerinde tiiketiciyi

aldatmaya yonelik yapilan uygulamalarm teshisine olanak saglayacaktir.

Scombridae tiirleri genis bir dagilim gosterdiginden, bu ¢alismanin sonuglar1 ayni
zamanda diger ilkelerdeki aragtirmacilara da kaynak olusturacak ve ayrmtili

degerlendirmeler yapabileceklerdir.

2.3. Scombridae Tiirleri Uzerine Molekiiler Calismalar

Wang ve ark. (2000), ¢alismalarinda korunmus bolgeler olan tRNAP® ve 16S
rRNA mitokondriyal gen bolgelerini kullanarak 12SR ve 12SL primerlerini dizayn
etmistir. Bu iiniversal primerler PZR kullanimiyla icinde Scombrid’lerinde yer
aldig1 ¢ok genis oranda omurgaliin 1300b¢ DNA parcasimin amplifiye edilmesinde
kullanilmistir.  Amplifiye edilen mitokondriyal bolgenin i¢inde yer alan 12S
rRNA’nin tamami filogenetik ¢alismalarda yaygin olarak kullanilan gen bdlgesi
oldugundan bu primerlerin kullaniminin uygun olacag1 belirtilmis her bir tiir i¢in

tani1 6zellikleri, cografik dagilimi ve habitat biyolojisi sirasiyla verilmistir.

Paine ve ark. (2007), c¢alismalarinda Mitokondriyal COI genini Bati Atlantik
Okyanusunda dagilim gosteren Scombridae familyasma ait 17 tiir {lizerinde
molekiiler markir olarak kullanmistir. Sitokrom Oksidaz I geninin 950 bazlik kismi
her bir tiiriin yaklasik 20 bireyinde ¢alisilmis ve morfolojik olarak ayirt edilmesi zor
olan tiirler tanimlanmistir. Yiriitiilen bu ¢aligmada ayn1 gen bdlgesinin 250 bazlik
kismi DNA kalitesi bozuk, kirilmis orneklerde ve tiir tanimlama calismalarinda
kullanilmis ve basarili sonucglar elde edilmistir. Ayrica aynm1 genin ylikseltgenen
uzun ve kisa bdlgelerinin kullanimiyla biiylik farkl balik tiirlerinin midesinden
cikarilmis sindirilmis Scombrid tiirlerinin tanimlanmasmda kullanilabilecegi

gosterilmistir.

Paine ve ark. (2008), yapmis olduklar1 ¢alismalarinda Hawai adas1 Kona sahili

aciklarindan toplamis olduklar1 balik larvalarmin mtDNA COI gen bdlgesinin
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sekans analizi sonucunda Scombrid tiirlerini spesifik olarak tanimlamigslardir.
Fiziksel kondisyon ve morfolojik benzerlikleri Scombrid larvalarmin
tanimlanmasinda kesin sonucglar vermemesi ve ¢ogu zaman Genus diizeyinde
tanimlamayla sonuglanmasi arastirmacilart molekiiler ¢alismalara yonlendirmis ve
bu baglamda baliklarin yogun yumurtlama alani olan Kona sahili agiklarindan 10-
14 m derinliklerde aksam vakti yapilan trol ¢ekimi ile yaklasik 872 Scombrid
larvas1 Orneklenmis ve bu oOrneklerin ancak %29’u morfolojik olarak ayirt

edilebilirken, geri kalan %79’u COI markir’1 kullanilarak tanimlanmaistir.

Catanese ve ark. (2008), yaptiklar1 bu ¢alismada Auxis thazard ve Auxis rochei
tirlerinin mtDNA tam dizisini elde etmislerdir. Auxis thazard’ iki mitotip olarak
gozlemlemiglerdir. A. thazard Mitotip 1, A. thazard Mitotip Il ve A. rochei
tiirlerinin tam baz dizilerinin uzunluklarini sirasiyla 16506, 16501 ve 16503 olarak
belirlemislerdir. Yaptiklar1 filogenetik analizlerde iki Auxis tiirlerinin monofiletik

kokeninin diger ton balig1 tiirleriyle iliskili oldugunu belirtmislerdir.

Botti ve Giuffra (2010), balik isleme tesislerinde yaygm olarak kullanilan
Scombridae familyasina ait 17 tiiriin islenmis liriinden ayirt edilebilmesine yonelik
calismalarinda, hedef gen bolgesinin ylikseltgenmesi amaciyla PZR icin kokteyl
primerler dizayn etmislerdir. Primerler 5’ bdlgesinde sabit ve ¢alisilan herhangi bir
tiirtin  yiikseltgenmesini saglayacak sekilde 3’ bolgesinde degisken olarak
olusturulmustur.  Toplam 148 online sekansin toplanmasi ve incelenmesi
sonrasinda, Sitokrom b geninin 226 baz ¢iftlik (bg) kismi hedef bolge olarak
secilmistir. Sonug olarak, agiklanan yontemin kirilmis DNA’ya sahip orneklerde
calisiimaya uygun oldugu ve bu nedenle islenmis deniz liriinlerinde uygulanabilir
oldugu belirlenmistir. ilave olarak tanimlanan metodun, genom bilgileri sinirli olan

dogal ve kiiltiir tiirlerinin ayristirilmasinda 6nemli oldugu vurgulanmaistir.

Catanese ve ark. (2010), yiritmiis olduklar1 g¢aligmalarinda, islenmis gida
tirtinlerinde Scomber genus’una dahil uskumru tiirlerinin dogrulanmasi igin yeni
multiplex PZR yontemi gelistirmislerdir. Uygulanan metot mitokondriyal DNA
kontrol bolgesinin Scomber japonicus (104 bg) ve Scomber australasicus tiirleri
icin yiikseltgenmesini igermektedir. Ayrica calisma Onceden tanimlanmis ve

spesifik iirin veren Scomber colias i¢in (159 bg) 5S ribosomal DNA, Scomber
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scombrus (123 bg) i¢in mitochondrial NADH dehydrogenase subunit 5 ve pozitif
kontrol olarak 12S rRNA (188 bg) geninin kiicik bir bolgesinin amplifiye
edilmesini de kapsamaktadir. Caligma, 28 farkli islenmis konserve iiriin ve 12
islenmemis taze balik filetosunu igeren toplam 40 farkl tiire uygulanmis ve genel
olarak, bu metodun, deniz iirtinleri sektoriinde Scomber genusuna dahil uskumru
tiirlerinin tanimlanmasinda dogrudan uygulanabilecek potansiyel bir molekiiler arag

olabilecegini ortaya koymustur.

Tseng ve ark. (2011), ¢calisgmalarinda morfolojik olarak birbirine benzeyen 3 mavi
yiizgegli Orkinoz baligim (Thunnus orientalis, T. maccoyii, ve T. thynnus) tiir i¢i
ve tlirler aras1 genetik farkliliklarini sitokrom b geninin sekans analiz yontemiyle
caligmislardir. T. orientalis ve T. thynnus tiirleri igin tiim sitokrom b geni 1.141 baz
olurken T. maccoyii tiri i¢in bu uzunluk 1.138~1.141 arasinda degisim
gostermistir. Ortalama niikleotit g¢esitliligi T. thynnus’da 0.0019+ 0.0002 (n=8), T.
orientalis’da 0.0063+0.0005 (n=22), ve T. maccoyii’da 0.0059+0.0007 (n=24)
olarak tespit edilmistir. Ortalama niikleotit farklilik ve niikleotit degisim miktar1 ise
ii¢ tiir i¢cin sirastyla 18,748+2,879 ve 0,017+0,003 olarak hesaplanmistir. Sonug
olarak arastirmacilar, sitokrom b geninin sekans analiz yontemiyle sorunlu tiirlerin

ayrilmasinda faydali oldugunu tespit etmiglerdir.

Haider ve ark. (2012), ¢alismalarinda ekonomik, dini ve kamu saglhigi agisindan et
kaynaginin dogrulanmasi i¢in yiriittiikleri c¢alismalarinda, ylikseltgenmis
mitokondriyal COI geni farkli kesici enzimlerle (Hind 11, Ava Il, Rsa I, Taq I, Hpa
I, Tru 1l ve Xba I) kesilerek farkli kaynaklardan et G6rneklerinin orijinal tiirleri
belirlenmeye ¢alisilmistir. Calisma sonucunda yalniz Hpa Il enzimi ile kesilen COI
geninin gosterdigi farkliligm tiirleri ayirt etmek icin yeterli oldugu goriilmiistiir.
Molekiiler seviyede et orijininin belirlenmesi i¢in yapilan Onceki c¢aligmalarla
karsilastirildiginda, bu calismada gelistirilen metodun ¢ok ucuz ve hizli oldugu

tespit edilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu c¢alismanin konusu kiyilarimizda yasayan Scombrid tiirlerine ait mitokondriyal
COl, Sitokrom b ve 12S rRNA gen bolgelerine ait sekanslar elde edilerek genetik
barkodlarmin olusturulmasidir. Calisma kapsaminda 10 tiir ve her tiirden 5’er 6rnek
ile calisilmasi planlanmis olmasiyla birlikte, bazi tiirlerden bu sayida Ornek
bulunamamasi durumunda daha az sayida ornek ile calisma gerceklestirilmistir.
Genis dagilim gosteren tiirlere ait bireyler farkli lokalitelerden toplanarak tiirler

arasindaki farkliliklar ortaya konmustur.

3.1.1. Ornekleme Calismalar:

Bu calismada, ilgili boliimde agiklandig1 tizere, 7 tiire ait 39 birey analiz edilmistir,
analiz edilen bireylerden saglikli sonug¢ almanlar ¢aligmada degerlendirilmeye
almmistir. Biiylik boydaki 6rnekler sahada tayin edilerek sadece DNA analizi i¢in
gerekli miktarda doku alimmistir. Ancak muhafaza edilebilir boydaki tiirlere ait
orneklerin tiir tayinleri Ordu Universitesi Fatsa Deniz Bilimleri Fakiiltesi

laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

3.1.1.1. Calisma Sahasi

Calisma sahas1 Tiirkiye karasularin1 kapsamaktadir. Akdeniz, Ege, Marmara

denizleri basta olmak iizere Karadeniz’den de numuneler toplanmaistir.

3.1.1.2. Arazi calismasi

Belirlenen istasyonlardan balik Orneklemesi Agustos-Ekim aylar1 arasinda
yapilmistir.  Orneklemede, balikgilarm ekipman ve isgiiciinden yararlamlarak
tezgahtan baliklar satin alinmistir. Balik¢ilarin ticari amacgli yakaladiklar1
baliklardan her tiirii temsilen 5 adet 6rnek almmustir. Ancak bazi tiirlerden bu
sayida 0rnek bulunamadigindan daha az sayida Ornekle caligilmistir. Tiir tespiti
yapildiktan sonra genetik c¢aligmalarda kullanilmak {izere 2-3 cm?®’lik kuyruk
yiizgeci makas yardimi ile kesilmistir. Alman doku 6rnegi 1,5 ml’lik mikrosantrifu]
tiiplerde %98’lik etanol ilave edilerek laboratuvar ¢aligmasi yapilana kadar derin

dondurucuda saklanmustir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Toplam DNA’nin Eldesi

DNA izolasyonu %98’lik etanol’de saklanan Scombrid 6rneklerinin kaudal ylizgeg
dokularindan yapilmistir. Toplam DNA’nimn ekstraksiyonunda kaliteli ve optimum
DNA elde etmek igin yaklasik olarak 200 mm? biyiikliigiinde 100 mg doku 6rnegi
kullanilmistir. Tartimdan once kagit mendil {izerinde 1-2 dk bekletilerek etanoliin
ucmasi saglanmistir. Kiiciik pargalara boliinmiis doku 6rnegi 1,5 ml’lik Eppendorf
tiipe konulup, daha sonra Eppendorf tiipe 451 ul TEN (100mM Tris, 10mM EDTA,
250mMNaCl), 25 ul %20’lik SDS, 20 pl proteinaz K (10mg/ml) ve 4ul RNAaz A
(100 mg/ml)’dan olusan toplamda 500 pl lysis soliisyonu ilave edilmistir. 55°C’de
sarsakli 1siticida bir gece inkiibe edilerek homojenizasyon islemi yapilmistir.
Saatlik aralarla tiipler vortex cihazi ile karistirilmistir. Bu tiiplere yaklagik 500 ul
(6rnek hacmi kadar) fenol ilave edilip hafifce karigmasi saglanmistir. El ile hafifce
cok sarsmadan alt iist edilerek tabakalar kaybolana kadar karistirilmistir. Tiipler
13000 rpm’de 10 dk santrifiij edilip pipet yardimiyla iist tabaka dikkatli bir sekilde
almarak yeni tiipe aktarilmistir. Bu asamada alt katmana girilmemeye dikkat
edilmistir. Ardindan yeni tiiplere yaklasik 500 pl (6rnek hacmi kadar)
Kloroform:izoamilalkol (24:1) ilave edilmistir. Bu ¢ozelti kazayla alinan fenoli
uzaklastirmak i¢in yapilmistir. Ayni zamanda proteinleri de ince bir tabaka halinde
ayristirict etki gostermektedir. Elle hafifce karistirildiktan sonra 10000 rpm’de 2 dk
santrifiij edilerek tabakalasma saglanmustir. Ust kisim, aradaki beyaz zar seklindeki
tabaka alinmadan baska bir tiipe aktarilmistir. Ornek hacminin 1/10’u kadar 3M
Sodyum Asetat (NaOAc) pH:5.2 eklenmistir. Hacmin 2 kat1 kadar yaklasik olarak
700 pl -20°C derece %95°1ik alkol ilave edilip elle hafif¢e alt {ist edilmistir. Bu
asamada Sekil 3.1°deki gibi DNA’nin goriilmesi beklenir.

Sekil 3.1. DNA’nin gozle goriilmesi
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Baz1 orneklerde aninda goriilirken bazi 6rneklerde -80°C’de 10 dk bekletilmek
suretiyle goriilmiistiir. Bu tiipler +4°C derecede 12000 rpm’de 15dk santrifiij
edilerek DNA’nin pellet hale gelmesi saglanmistir. Santrifiij sonrasinda dikkatli
sekilde alkol bosaltilip tiiplerin kurumasi igin kapaklar1 ag¢ik sekilde beklenmistir.

DNA’nimn bulundugu tiipiin kurulugundan emin olunduktan sonra son olarak 300 pl
TE (pH 8,0) tampon c¢ozeltisi ilave edilip bir saat 37°C’de bekletilip DNA’nin
¢oziilmesi saglanmustir. Ornekler ¢alisma boyunca -20°C derecede saklanmustir.

3.2.2. COI, Sitokrom b ve 12S rRNA gen bélgelerinin PZR ile cogaltilmasi

Calisilan gen bolgelerinin PZR ile ¢ogaltilmasi ve dizi analizlerinde kullanilan

primerler Cizelge 3.1°de sunulmustur.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan mtDNA segmentleri ve primer sekanslari

MtDNA

Gen Primerler Kaynak

COl LCOI 121:5-CTAAGCCAACCAGGTGCCCTTCT-3'

Paine ve ark. 2007
HCOI1199:5-AATAGTGGGAATCAGTGTACGA-3'

Sitokromb F: 5-ACCAGGACTAATGGCTTG-3'

R: 5~AGGATTTTAACCTCCGACGTC-3' Tseng ve ark. 2011

12SrRNA F: 5-AAACTGGGATTAGATACCCCACTAT-3'
R:5-GAGGGTGACGGGCGGTGTGT-3'

Kocher ve ark. 1989

DNA igeren ¢ozeltilerin PZR optimizasyonu yapilmis dereceli (gradientli) PZR
yardimiyla primerlerin baglanma sicakligi denemeleri yapilmistir. Toplam 10 pl
hacimde hazirlanan PZR reaksiyonunda 12S rRNA, Cyt b ve COI gen bolgeleri igin
5 wl 2x Master Mix, 1 pl forward primer (10pmol/ul), 1 pl reverse primer
(10pmol/ul), 1 pl NFW (Nuclease Free Water) ve 2 pul DNA 6rnegi kullanilmistir.

12S rRNA, Cyt b ve COI gen bolgeleri i¢in uygulanan PZR programlar1 Sekil

3.2°de verilmistir.
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Program
col
End time:

Today, 5:17 PM

00:04:00 | 00:00:30 | 00:00:30 | 00:01:30 | 00:05:00

30 cycles

Program
CytB

End time:

Today, 5:26 PM

Sekil 3.2. 125, COI ve Cyt b gen bolgesi PZR sartlar1
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3.2.3. Agaroz Jel Elektroforezi ile Cogaltilan Gen Bélgelerinin Gozlenmesi

Gen bolgelerinin ¢ogaltilip ¢ogaltilamadigi Agaroz Jel Elektroforeziyle kontrol
edilmistir.

Agaroz jel hazirlanmasinda 1x TBE ¢ozeltisi, agaroz ve ethidium bromit (10
mg/ml) kullanilmistir. DNA parcalar1 biiyiikliiklerine gore jel iginde farkli hizla
hareket ettiklerinden yiiriitillecek materyale gore jel konsantrasyonu ayarlanmistir.
PZR iirlinlerinin istenilen goriintliyli vermesi i¢in jel konsantrasyonu %1.2 olarak

belirlenmistir.

Kullandigimiz elektroforezin i¢ hacmi 650 ml’dir. Bu nedenle 10x TBE
cozeltisinden 65 ml alinip 650°ye saf suyla tamamlanmis 1x TBE ¢ozeltisi elde
edilmistir. 100 ml hacmindeki jel i¢in hassas terazide 0.8 g agaroz tartilip 100 ml 1x
TBE’de ¢oziindiiriilmiistiir. Mikrodalga 1siticida kademeli olarak 1sitilarak agarozun
tamamen ¢ozlindiigli gozlenene kadar kaynatilmistir. Coziinen jel sicakken hacmin
%0,005’1 kadar 5 pl ethidium bromit (10 mg/ml) ilave edilmistir. Jel sogumadan
elektroforezin havuzuna dokiilmiistiir. Uygun taraklar yerlestirilmis ve jel donmaya
brrakilmistir. Jel donduktan sonra geriye kalan 1x TBE ¢ozeltisinden bir miktar
ilave edilip taraklar ¢ikarilmig ve elektrik akimi yoOniinde elektroforeze
yerlestirilmis, arda kalan tiim 1x TBE ¢ozeltisi elektroforezin maksimum g¢izgisine

kadar dokiilerek jel yiiklemeye hazir hale getirilmistir.

Ardindan PZR iirtinlerinden 3 pl, NFW’den 2 ul ve 6x Loading Dye’dan 1 pl
alarak parafin lizerinde karistirilmis ve agaroz jelin kuyucuklarma 6 pl yiikleme
yapilmistir. Tiim yiiklemeler bittikten sonra 100V’luk gerilimde 45dk yliriitme
yapilmistir. Sonuglar UV goriintiileyiciyle bilgisayardan goézlemlenmis, fotograf

kaydi alinmistir (Sekil 3.3).
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1500b¢
1000b¢

500b¢

Sekil 3.3. M: 100bg ladder
N: Negatif (Sadece Distile Su)
1: COl mtDNA (1079bg)
2:Cytb (1141bg)
3:12S rRNA
3.2.4. PZR Uriinlerinin Dizi Reaksiyonu, Dizilerin Elde Edilmesi ve

Hizalanmasi

PZR iiriinleri ve primerler dizi analizi yapilmasi i¢in diizgiince paketlenerek Giiney
Kore’deki Macrogen firmasma gonderilmistir. Uriiniin saflastirilmas1 ve okunmasi
burada yapilmistir. BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems) kullanilarak, dizi triinleri ABI 3730XL kapillar otomatik sekans

aletinde yiiriitiilmiis ve elde edilen ham veriler mail yoluyla bize ulastirilmistir.

BioEdit (Hall 1999) programi kullanilarak her 3 gen bdlgesi i¢in elde edilen ham
diziler her bir birey i¢in ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. Her bir birey i¢cin Forward ve
Reverse okuma grafikleri karsilikli acilmis (Sekil 3.4) ve en dogru okumalar

karsilastirmali olarak dogrulanmustir.

Dogrulama sonucunda her bir birey i¢in consensus verisi elde edilmis ve ¢alismalar

bu consensus dizilimi iizerinden yiiriitiilmeye devam edilmistir.
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Sekil 3.4. Forward ve reverse sonuglarin
dogrulanmasi

3.2.5. Genetik Verilerin Analizi

Her gen bolgesi kendi iginde ayr1 ayri hizalanmistir. Bireylere ait dizi dosyalar1
BioEdit (Hall 1999) programiyla agilmis; 12S rRNA, COI ve Cyt b gen bolgeleri
icin alinan GenBank verileri eklenmis ve hizalama islemi BioEdit (Hall 1999)
icindeki  ClustalW  (Thompson ve ark. 1994) modiili kullanilarak
gergeklestirilmistir. 12S gen bolgesi i¢in 439bg, COI gen bdlgesi icin 1079bg ve
Cyt b gen bolgesi i¢in 1141bg uzunlugunda diziler elde edilmistir.

MtDNA gen bélgelerine ait sekanslarin ilk mukayesesi BioEdit (Hall 1999)
programi yardimiyla daha 6dnceden GenBank veritabanina girilen ilgili sekanslara
karsilik yapilmistir. Baz dizilerinin gerekli formatlara doniistiiriilmesi i¢in Clustal X
(Thompson ve ark. 1997) ve Clustal W (Thompson ve ark. 1994) programlar1 ve
aga¢ dosyalarini goriintiilemek icin TreeView programlar1 kullanilmistir. Elde
edilen 12S rRNA, COI ve Sitokrom b genine ait DNA baz dizileri 6nce Nexus
(Madison ve ark. 1997) formatina doniistiiriilmiis, Network 4.6 (Fluxus Technology
Ltd. 1999-2014) TCS (The Method of Templeton, Crandall and Sing) (Clement ve
ark. 2000) programi kullanilarak haplotipler belirlenmis ve Network 4.6 (Fluxus
Technology Ltd. 1999-2014) programu ile tiir i¢i varyasyonu gosteren bir ag

olusturulmustur. Niikleotit icerigi ile ilgili istatistikler DnaSP 3.15 (Rozas ve Rozas
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1999) programi kullanilarak belirlenmistir. Haplotip sayisi, haplotip degisim ve
niikleotit degisim degerleri, ve molekiiler haplotipler arasindaki mutasyon miktar1

ARLEQUIN (Schneider ve ark. 2000) programi kullanilarak hesaplanmustir.

125, COI ve Cyt b gen bolgeleri i¢in hizalanmis dosyalar BioEdit programiyla
FASTA olarak kaydedilmis, DNASP programiyla agilip NEXUS formatinda tekrar
kaydedilmistir. DNASP programiyla haplotipler ve haplotip frekanslar1 belirlenmis
ve kaydedilmistir. Yine ayni program ile niikleotit cesitliligi belirlenmistir.
jModeltest v.0.1 (Guindon ve Gascuel 2003) programinda kullanilmak iizere veri
setleri PHYLIP formatinda kaydedilmistir.

Jmodelteset programinda FASTA formatindaki veriler girilerek Maksimum Olasilik
(Maximum Likelihood) analizi i¢in 3 gen bdlgesi i¢in ayr1 ayr1 Modeltest
uygulanmig, AIC (Akaike 1974) ve BIC sonuglarma gore en uygun model
belirlenmistir. Belirlenen model PHYML v. 3,0 (Guindon ve Gascuel 2003)
programinda PHYLIP formatinda agilan belge kullanilarak AIC (Akaike 1974) ML
agaci ¢ikartilmistir. Ayni veri TCS programinda da kullanilmastir.

DNA dizilerinin analizinde, 6zellikle filogenetik agaglarin olusturulmasinda ve
evrimsel parametrelerin tahmininde baz degisim modelleri sik¢a kullanilmaktadir.
Dogru modelin se¢imi, jModeltest v.0.1 (Guindon ve Gascuel 2003) programiyla
saglanir. Modeltest, PAUP (Swofford 1998) programu tarafindan olusturulan skor
degerlerini kullanan bir ¢alisma prensibine sahiptir (Posada ve ark. 2003). Boylece
en uygun baz degisim modeli bulunmustur. AIC (Akaike 1974)’e gore 12S rRNA
gen bolgesi i¢in TIM2ef+G modeli, COI gen bolgesi ve Cyt b gen bdlgesi igin
TIM2+G modeli belirlenmistir.

Elde edilen baz dizileri, PAUP 4.0b10 (Swofford 1998) paket programi kullanilarak
maksimum parsimoni ve maksimum olasilik analizleri yapilmis ve genetik uzaklik
matrisleri hesaplanmistir. Maksimum parsimoni analizi ile bulugsal metoda gore
10000 rastgele ilave tekrarlar olusturup ve se¢ bagla testi (Bootstrapping) 1000
tekrar yapilmistir. Bu analiz i¢in, GenBank veritabanindaki en yakin ilgili sitokrom
¢ oksidaz I geni sekansina sahip cins dig grup olarak kullanilmistir. Belirlenen
haplotipler, Sequin (Sequin Application Version 7.35) programi yardimiyla
GenBank veribankasina girilecektir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. DNA Dizin Analizi

Bu ¢alismada 5 iI’den temin edilen Scombridae familyasina ait toplam 7 tiirden
COl geninin 1079 bg’lik kismi, 12S rRNA geninin 439 bazlik kism1 ve Sitokrom b
geninin 1141 bazlik tiim sekansi icin DNA dizin analizi yapilmistir. Caligilan gen
bolgeleri i¢in 7 Scombrid tiiriinden dizin analizi yapilan birey sayis1 ve lokaliteler1

Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Scombridae familyasina ait 7 tiirden COI, 12s rRNA ve Sitokrom b
genleri i¢in dizin analizi yapilan birey sayis1 ve lokaliteleri

Scombridae Tiirleri Lokaliteler COIl 12s rRNA Sitokromb
Auxis rochei [zmir 1 3 1
Euthynnus alletteratus [zmir 1 1 -
Sarda sarda Ordu 9 10 6
Scomber japonicus [zmir - 4 -
Scomber scombrus [zmir 2 5 -
Scomberomorus commerson Antalya - 2 -
Thunnus alalunga Antalya 1 1 1
TOPLAM 14 26 8

4.1.1. mtDNA COI Gen Bolgesi

mMtDNA COI gen bolgesi lizerine gergeklestirilen analizler iki alt bashk altinda

toplanarak verilmistir.

4.1.1.1. COI Geni ve Dizin Varyasyonu, Haplotip ve Niikleotit Ozellikleri

Scombridae familyasina ait 5 tiir arasinda mitokondriyal DNA COI geni 1079 bg
icin tiirleri kesin olarak aywrabilecegimiz kismi bir dizin belirlenmis ve haplotip
analizi bu bolge lizerinden gergeklestirilmistir. Mukayese edilen COIl geni tiim
dizini (1079 be¢)’nin 820 (%76) pozisyonunun korunmus ve %50,2’si (130bg)
parsimonik bilgi verici olan 259 (%24) niikleotit pozisyonunda degisken oldugu
belirlenmistir. mtDNA COI genini (1079 bg) toplam 14 bireyden yiikseltgenmistir
(Cizelge 4.1). Calisilan tiim 6rneklerde 652-731 bazlar1 arasinda 80 b¢ uzunlugunda

korunmus bdlge tespit edilmistir
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COI geninin dizin analizi, dort farkl lokaliteden (Ordu, [stanbul, Izmir, Antalya)
toplamda 9 farkli haplotip ortaya ¢ikartmistir. Network 4.6 (Fluxus Technology
Ltd. 1999-2014) programmma girilen verilerle bir network olusturulmustur.
Haplotipler arasi iliskileri gdsteren bir sonu¢ vermistir (Sekil 4.1). Bu sekilde, 9
Sarda sarda bireyinin analizi ile 5 farkli haplotip bulunmustur. Bunlardan sadece
haplotip Hap3, calisilan tiim lokalitelerde yiiksek frekansta (4 bireyde) temsil
edildigi goriilmistiir. Hap4, farkli lokaliteler de 2 birey ile temsil edilirken geri
kalan 3 haplotipin tek bir lokalitede bulundugu tespit edilmistir. Hap3 ve Hap4’iin
sirastyla sadece bir ve iki baz degisimi ile Hapl’den’ ayrildig: tespit edilmistir.
Ayn1 zamanda, S. scombrus tiirine ait Hap8 2 birey tarafindan paylasilirken geri
kalan diger tiirlere ait haplotipler tek bir lokalitede temsil edilmislerdir (Cizelge
4.2).

Cizelge 4.2. mtDNA COI gen bolgesi haplotip bilgileri

Haplotipler Tiirler Ornek sayilan
Hapl S. sarda 1
Hap2 S. sarda 1
Hap3 S. sarda 4
Hap4 S. sarda 2
Hap5 S. sarda 1
Hap6 A. rochei 1
Hap7 E. alletteratus 1
Hap8 S. scombrus 2
Hap9 T. alalunga 1

COl geni dizini ile elde edilen haplotipler Sarda sarda Hap 1 dizini referans olarak
alinarak karsilastirildiginda bu segmentle ayn1 polimorfizmi gosteren haplotiplerde
185’1 transversiyonal 353’1 transisyonal baz degisimi ile farklilasan toplam 259
degisken niikleotit pozisyonu tanimlanmistir (Cizelge 4.3). Tir iginde ise, Sarda
sarda orneklerinde 22 transisyonal degisim meydana gelirken 4 transversiyon
gorililmiistiir. Yalmiz 726’nc1 niikleotit pozisyonunda hem transisyon hem de
transversiyon meydana gelmistir. Auxis rochei‘de 70 transisyonal ve 37
transversiyonal, Euthynnus alletteratus’da 81 transisyonal ve 42 transversiyonal

degisim, Scomber scombrus’da 105 transisyonal ve 65 transversiyonal degisim ve
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Thunnus alalunga’da 75 transisyonal ve 37 transversiyonal degisim tespit
edilmigstir. Sonug¢ olarak, COI geni i¢in transisyonlar transversiyonlardan daha
yaygin  olmakla birlikte transisyon/transversiyon orant 1.9081 olarak

gerceklesmistir.
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Cizelge 4.3. Yedi Scombrid tiiriine ait 7 adet mtDNA COI gen bolgesi haplotipinin degisken pozisyonlar1. Noktalar, haplotip Hap1’deki niikleotitlerle
0zdes pozisyonlar1 temsil etmektedir. Koyu bdlgeler tiire 6zgii niikleotit pozisyonlarmi gostermektedir.

1122333334445557777899911111111111111111111222222222222222222222222222222333333333333333333333344444444444444444444444445555555555
5647567890251460258537911223344555567778899001111122233334445567777888999000112233344666778899900011122233445556677788990111222333
14692517036951470628150367902801470392540369258147069381703425369584706924814736925143695814739257036235147

Hapl TGTCAGATTTCTCTCGAGTAAATGTCCCATCCCAACGCTGTCCTTTACCTGCTGGCACTGCTTTCTTTCGTCCAACTTTCATTTTATCCATTTACACTTATACATATTACCCAAAATCTCCAGCCCAACT

HaD 2 it e e e e e e e e e e A....A..CG..... A..... Tt Coute i C..T...G..... AG...vun.
2 £ 1 Lot et e et ettt et ittt ettt i i e e
3 £ L e et e e e i ittt i it e e e e e e e e e
2 £ <1 Lo e et e e ettt i ittt i e e T...G.... AG...vvvn
Hap6 oGl Call i G...C..T.CTATG.A....CTT...GATA.TA.AT.T.A...G..... AC..GTT.C..CCC.GTCTT..... TC..C.CT.G..C..T..T..C...... Ao, c
Hap7 ...GG..GCC..vvviin [C TTCTA...TATC.CT.A..... A.TA.ATG..AT.C.G.CAT.CT..CT.C..C.C..... TG.CCGTIC...G.CT.C..AG.TTG.CCC....GA..T...C
Hap8 GTC. .AG...TCTGGATACT.GC.CT...C..T.G..TCACT..CA...GTTGCAT.TAATCCCAA...AGT.G.TCCC.TCC..C........ T.GC..CCTGCCAC.TTAC.TGCTC.T.TTT.TCTC
Hap?9 oGl Cl i A.TTT.C...G.A..C.C.TC..G..A.TA.ATGTGA..C...CC.AC.AG.TC. .ATC.G....... C..T..C....AG...A.TTT.TCTC..T.TA...... c

555555555555555666666666666666666667777777777777777788888888888888888888888888889999999999999999999999999911111111111111111111111
444455566677899001122233444556688990022333445566889901112234445556777777888899990000112333334445667778899900000000000000000000000
036825814769047096814709258174617062806258140925692570362810392587023469256812453469251036792584362581403900122233334444555555567

58703602581278123456724

Hapl CCTCCGTTCCGCTCCCACTTTCCATCTCATCTTCCAATAGCCAGCTAAACCCTATTTTTATATATATCCGAAAAATTCTTCACCCTCAATTAAATAACTTCCTCTCCCCAATGACCCCCGCTGCTCGAA
Hap2  .......... R C...C..... TG..T....AT..... Tt e e et et ittt i ittt e e Teee i i i Gttt e e e e e e e
3 £ <1
Hapd e e e e e e e e e
Hap5 T oo O C...C..... TG..T....AT..... Tt e e e e e e i et ettt e T e e i ii e Gttt e e e e e e e
Hap6 ....A.ACATA.C.TTCTA.GA.G....CG..C.T.CC..... A.C..G...AG.C.G..C.A...G.T.C....C...C...T.CA...C...C..... T.CTC.GTTC....T..G..GCTGC.T..
Hap7  «..... A.A.A.C....TA.AAAGCTCTCG..CTTGCC...T.ATC...... A.CC.A...G..CGA...T....... GC....... CGCCG..... TC.A...C....TG.TTTATGT.GCTGCTT. .
Hap8 T.CGAAA.TTATC.A.C..CCAAG..C.CG.CC...CC.CTTCA...T.A.T...CC.CC...GC..A.C..GCGCATC.TC..TC.G..CTTGCCCTCCA.CGCT....CC.TT.TGTCGGCGGGTTG
Hap?9 ....A.ACA..TCTATC..... AG..CTC.A.C.T.CC...T.A.CG.GA.T.G.C........ C.A.T.TG...C..GC..T.T..C..C..T....CC.AC.CA....G...TA.GT.GCCTC.T..
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Hap70

O Hap2
Hap4 O O s
- j‘ o Hap1
Hap80—— _ _—/ Hap3
H%9
X gladius O— OHap6

Sekil 4.1. Scombridae tiirlerinin COI geni i¢in Network 4.6 (Fluxus Technology Ltd. 1999-
2014) programi ile olusturulan haplotip agi. (Hapl, Hap2, Hap3, Hap4, Hap5 S.
sarda, Hap6 A. rochei, Hap7 E. alletteratus, Hap8 S. scombrus, Hap9 T. alalunga
ve dis grup olarak X. gladius)

Kodon egilimi, 32 sinonim olmayan baz degisiminin 15’1 birinci kodon, 6’s1 ikinci
kodon ve 11’1 iiglincii kodon pozisyonunda oldugu tespit edilmistir. Toplam baz
degisiminin 17’si transisyon ve 15’nin transversiyon olarak gerceklesmis olup birinci
kodon pozisyonunda 9 tarnsversiyon 6 transisyon, ikinci kodon pozisyonunda 5
transversiyon 1 transisyon ve figiincli kodon pozisyonunda 10 transisyon 1
transversiyon seklindedir. En fazla baz degisimi 3’iincii kodon pozisyonunda (Amino
asit pozisyonlar1 25, 31, 52, 57, 60, 213, 270) izoldsinin metionin amino asitine (75,

93, 156, 171, 180, 639, 810 G/A transisyonu) mutasyon ile gerceklesmistir.

Bunun yaninda, COI dizin analizi farkli lokalitelerden 6rneklenen bu tiirler arasinda
belirli farklar oldugunu gostermistir. Scombridae tiirlerini COI geni ile kesin bir
sekilde ayrma yeteneginde 112 adet niikleotit farkliligi bulunmustur. Sarda sarda
tirti 141, 186, 537, 687, 720, 937 ve 993’nci niikleotit pozisyonunda timin
niikleotidine sahipken diger tiirler sitozin niikleotitine sahip olmuslardir. Sarda sarda
4 pozisyonda sitozin niikleotitine sahipken diger tiirler 222, 234 ve 399’da timin
niikleotitine, 1051°de guanin niikleotitine sahiptir. Sarda sarda tiiriiniin 639 ve 708.
niikleotit pozisyonlarinda adenin niikleotiti bulunurken diger tiirlerde sirastyla sitozin

ve guanin niikleotiti bulunmaktadir.

A. rochei tirii 217, 369, 909, 1008 ve 1017. niikleotit pozisyonunda timin
niikleotitine sahipken diger tiirler sitozin niikleotitine; 366, 411 ve 843. niikleotit

pozisyonlarinda sitozin niikleotitine sahipken diger tiirler timin niikleotitine sahiptir.
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A. rochei 3 pozisyonda adenin niikleotitine sahipken diger tiirler 216 ve 921°de
sitozine; 852. niikleotit pozisyonunda ise timine sahiptir. A. rochei iki pozisyonda
guanin niikleotitine sahipken diger tiirler 345°te timine; 1005’te sitozin niikleotitine

sahiptir.

E. alletteratus tiirii 285, 645 ve 690. niikleotit pozisyonunda timin niikleotitine
sahipken diger tiirler sitozin niikleotitine sahiptir. Pozisyon 378, 396, 414, 849, 867
ve 933’de E. alletteratus guanin niikleotitine sahipken diger tiirler adenin
niikleotitine sahiptir. E. alletteratus tiiriiniin 390, 523, 813 ve 936. niikleotit

pozisyonlarinda sitozin bulunurken diger tiirlerde timin bulunmaktadir.

S. scombrus tiirii toplam 61 niikleotit pozisyonun 26’sinda sitozin niikleotitine
sahipken diger tiirler sirasiyla 14 pozisyonda timin (24, 45, 78, 99, 205, 255, 321,
492, 546, 621, 681, 822, 831, 1026), 4 pozisyonda guanin (230, 732, 874, 1048), 8
pozisyonda adenin (435, 531, 741, 840, 885, 904, 954, 963) niikleotitine sahiptir. S.
scombrus 16 pozisyonda timin niikleotitine sahipken diger tiirler swrasiyla 8
pozisyonda sitozin (42, 51, 489, 534, 540, 735, 892, 903), 6 poziyonda adenin (72,
85, 525, 765, 942, 1062), 2 pozisyonda ise guanin (16 ve 220) niikleotitine sahiptir.
S. scombrus’un toplam 11 pozisyonunda guanin niikleotiti bulunurken diger tiirlerde
sirastyla 7 pozisyonda adenin (37, 97, 159, 855, 882, 886, 1074), 2 pozisyonda
sitozin (56, 404), 2 pozisyonda timin (15, 54) bulunmaktadir. Ayrica 8 poziyonda
adenin niikleotitine sahipken diger tiirler 36, 70, 75 ve 180. niikleotit pozisyonlarinda
guanine; 210, 276 ve 891. niikleotit pozisyonlarinda timine ve 872. niikleotit

pozisyonunda sitozine sahiptir.

T. alalunga tiirtiniin 5 niikleotit pozisyonunda adenin (111, 297, 327, 666, 981)
bulunurken diger tiirlerde pozisyon 111°de guanin; pozisyon 297, 327, 666 ve 981°de
sitozin niikleotiti bulunmaktadir. Pozisyon 129, 495 ve 906’da timin niikleotiti
bulunurken diger tiirlerde sitozin bulunmaktadir. T. alalunga’nin 342, 762 ve 879.
niikleotit pozisyonunda guanin bulunurken diger tiirlerde sirasiyla 342’de timin; 762

ve 879. niikleotit pozisyonunda adenin bulunmaktadir (Cizelge 4.3).

COI haplotiplerine dayali olarak tahmin edilen haplotip cesitliligi Hd:0.912 ve
niikleotit ¢esitliligi Pi: 0.07854 olarak bulunmustur. Tiirler aras1 niikleotit ¢esitliligi
ve niikleotit farkliklar1 (Cizelge 4.4) DNASP programi ile hesaplanmustir.
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Cizelge 4.4. mtDNA COI gen bolgesi tiirler aras1 ortalama niikleotit cesitlilgi ve net
niikleotit cesitliligi (Alt diagonal dxy, Ust diagonal da)

IS S
- (&) (@)] [%2)
o = k) o = =]
3 S = 8 e =
%) < L %) = s
S. sarda 0 0.09626 0.10851 0.15310 0.09914 0.17369
A. rochei 0.10020 0 0.10195 0.15199 0.09268 0.16867

E. alletteratus ~ 0.11245 0.10195 0 0.15755 0.09824 0.17794
S. scombrus 0.15704 0.15199 0.15755 0 0.14180 0.17980
T. alalunga 0.10308 0.09268 0.09824 0.14180 0 0.16219
X. gladius 0.17369 0.16867 0.17794 0.17980 0.16219 0

4.1.1.2. COI Geni Filogenetik Ozellikleri

COI geni i¢in 9 haplotipin DNA dizileri jModeltest v.0.1 (Guindon ve Gascuel 2003)
programinda analiz edildiginde hiyerarsik olasilik oran testlerine gore en uygun baz
degisim modelinin AIC (Akaike 1974)’e gore TIM2+G oldugu (-InL = 3202.6787,
K=23) ve baz frekanslarmm ise A=0.2382, C=0.2867, G=0.1874, ve T=0.2878
oldugu bulunmustur. Ayrica analiz sonucunda olusan ‘scores’ dosyasi filogenetik

analizler i¢in PAUP (Swofford 1998) programi tarafindan kullanilmustir.

Parsimoni analizinde “Heuristic Search” algoritmas1 kullanilmistir (Sekil 4.2).
Bootstrap degeri 1000 olarak almmustir. ML analizinde ise jModeltest v.0.1
(Guindon ve Gascuel 2003) programi kullanilarak en uygun model belirlenmis ve
PHYML v. 3,0 (Guindon ve Gascuel 2003) programinda bu model ve baz oranlari
kullanilarak ML agaci1 cikarilmistir (Sekil 4.3). Tiirler aras1 genetik uzaklik iliskisi
Kimura 2-paremetre modeline (Kimura 1980) gére MEGA 6 (Tamura ve ark. 2013)
programinda hesaplanmistir (Cizelge 4.5). En diisiik genetik uzaklik 0.001 ile Hap3
(S. sarda) Hapl (S. sarda) ve Hap4 (S. sarda) arasinda bulunurken en yiiksek genetik
uzaklik 0.182 ile Hap5 (S. sarda) ve Hap8 (S. scombrus) arasinda oldugu tespit

edilmigtir. Ttim tiirler i¢in ortalama genetik uzaklik 0.099 olarak hesaplanmuistir.
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—— Hapl

Hap3
——— Hap4 |S. sarda

P Hap2

99

100

—— Hap5
99 Hap6 4. rochei
Hap7 E. alletteratus
Hap9 T. alalunga
Hap8 S. scombrus
X gladius

Sekil 4.2. COI gen bolgesi PAUP (Swofford 1998) parsimoni agact

Hap4
93| Hap3
100 Hapl S. sarda

\lr Hap2
] Hap5

Hap9 T. alalunga

54

Hap6 4. rochei

Hap7 E. alletteratus

Hap8 S. scombrus

X. gladius
0.1

Sekil 4.3. COI gen bélgesi igin PHYML v. 3,0 (Guindon ve Gascuel 2003) programi
iizerinde Maximum Likelihood agac1
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Cizelge 4.5. COIl gen bolgesi pairwise uzaklik iliskisi (Hapl, Hap2, Hap3, Hap4, Hap5 S.
sarda, Hap6 A. rochei, Hap7 E. alletteratus, Hap8 S. scombrus, Hap9 T.
alalunga ve dis grup olarak X. gladius) (Kimura 1980)

X.

Hapl Hap2 Hap3 Hap4 HapS Hap6 Hap? Hap8 Hapd ol

Hapl 0

Hap2 0.023 0

Hap3 0.001 0.022 0

Hap4 0.002 0.022 0.001 O

Hap5 0.017 0.007 0.016 0.016 O

Hap6 0.107 0.114 0.106 0.107 0.116 O

Hap7 0.125 0.118 0.124 0.125 0.119 0.112 O

Hap8 0.179 0.175 0.178 0.179 0.182 0.172 0.179 O

Hap9 0.113 0.109 0.112 0.113 0.113 0.100 0.106 0.158 O
X.gladius 0.208 0.209 0.207 0.207 0.213 0.195 0.208 0.208 0.185 0

Gen bankasindan alinan 6rneklerin sekans verileri ile birlikte Tiirkiye kiyilarindan
orneklenen tiirlere ait veriler birlikte degerlendirilmis, diger Scombrid tiirleri ve
Tirkiye denizlerinde daha 6nce c¢alisilmis olan 6rneklere gére mevcut durum ortaya

konulmustur (Cizelge 4.6, Sekil 4.4).

Cizelge 4.6. COI gen bolgesi i¢cin GenBank’tan (NCBI) alinan veriler

Tiir Accession No
Thunnus alalunga DQ835818.1
Acanthocybium solandri DQ835825.1
Scomber scombrus DQ835840.1
Auxis rochei DQ835850.1
Auxis thazard DQ835855.1
Thunnus obesus DQ835861.1
Thunnus thynnus DQ835872.1
Thunnus atlanticus DQ835881.1
Scomberomorus regalis DQ835887.1
Scomber colias DQ835889.1
Euthynnus alletteratus DQ835903.1
Scomberomorus cavalla DQ835910.1
Sarda sarda DQ835918.1
Scomberomorus brasiliensis DQ835919.1
Katsuwonus pelamis DQ835920.1
Scomberomorus maculatus DQ835933.1
Thunnus albacares DQ835945.1
Xiphias gladius AP006036
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13 |DQ835861.1| Thunnus obesus
82 |DQ835881.1| Thunnus atlanticus
73 |DQ835945 1| Thunnus albacares
|DQ835818.1| Thunnus alalunga
93L Hap9 T. alalunga
|DQ835872.1| Thunnus thynnus
100 |DQ835903.1| Euthynnus alletteratus
L Hap7 E. alletteratus
S |DQ835920.1| Katsuwonus pelamis
% —— |DQ835855.1| Auxis thazard
67 100 |DQB35850.1| Auxis rochei
100 L Hap6 A. rochei
gg - IDQ835918.1| Sarda sarda
33 Hap2 S. sarda
Hap5 S. sarda

100 Hap4 S. sarda
- 100 { Hap1 S. sarda
— 46t Hap3 S. sarda

|DQ835825.1| Acanthocybium solandri
|DQ835910.1| Scomberomorus cavalla
|DQ835919.1| Scomberomorus brasiliensis
100 { |DQB835887.1| Scomberomorus regalis

99 |DQ835933.1] Scomberomorus maculatus
|DQ835889.1| Scomber colias
100 r |DQ835840.1| Scomber scombrus

100l Hap8 S. scombrus

100

88

77

X. gladius

Sekil 4.4. COI gen bolgesi igin UPGMA agaci (Paine ve ark. 2007°den modifiye
edilmistir.)

4.1.2. mtDNA 12s rRNA Gen Bolgesi

mtDNA 12S rRNA gen bolgesi tizerine gergeklestirilen analizler iki alt baslik altinda
toplanarak verilmistir.

4.1.2.1. 12s rRNA Dizin Varyasyonu, Haplotip ve Niikleotit Ozellikleri

Yedi tiir icin mtDNA 12s rRNA gen bolgesi (439 bg) toplam 26 bireyden
yiikseltgenmistir (Cizelge 4.1). Belirlenen 439 niikleotit pozisyonunun 394’
(89,7%) sabit, 45 (10,3%) degiskendir. Degisken karakterlerin 24’ (53,3%)

parsimonik bilgi verici karakterdir. Caligilan tiim 6rneklerde 94-140 bazlar1 arasinda
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47 b¢ uzunlugunda korunmus bolge tespit edilmistir. Elde edilen matrikste baz
kompozisyonlar1 A:%28.1, C:%26.8, G:%22.3 ve T:%?22.8 olarak belirlenmistir.

12s rRNA bélgesinin dizin analizi ile dort farkli lokaliteden (Ordu, Istanbul, Izmir,
Antalya) toplam 7 farkli haplotip belirlenmistir. Network 4.6 (Fluxus Technology
Ltd. 1999-2014) programma girilen verilerle bir network olusturulmustur.
Haplotipler arasi iligkileri gosteren bir sonug vermistir (Cizelge 4.7 ve Sekil 4.5). On
adet Sarda sarda bireyinin analizi ile yalniz bir haplotip tespit edilmistir. Benzer
sekilde diger tiirlerin her bir1 de g¢alisilan tiim Ornekler i¢cin yalniz bir haplotiple

temsil edilmiglerdir.

Cizelge 4.7. 12s rRNA gen bolgesi haplotip bilgileri

Haplotipler Tiirler Ornek sayist
Hapl S. sarda 10
Hap2 A. rochei 3
Hap3 E. alletteratus 1
Hap4 S. scombrus 5
Hap5 S. japonicus 4
Hap6 T. alalunga 1
Hap7 S. commerson 2

12S geni dizini ile elde edilen haplotipler Sarda sarda Hap 1 dizini referans olarak
alinarak karsilastirildiginda bu segmentle ayni polimorfizmi gdsteren haplotiplerde
29’u transversiyonal 83’ii transisyonal baz degisimi ile farklilasan toplam 45
degisken niikleotit pozisyonu tanimlanmustir (Cizelge 4.7). Tiirler arasinda, Auxis
rochei‘de 6 transisyonal ve 3 transversiyonal, Euthynnus alletteratus’da 9
transisyonal ve 3 transversiyonal degisim, Scomber scombrus’da 18 transisyonal ve 7
transversiyonal degisim, Scomber japonicus’da 22 transisyonal ve 7 transversiyonal
degisim, Thunnus alalunga’da 8 transisyonal ve 2 transversiyonal degisim ve
Scomboremorus commerson’da 20 transisyonal ve 7 transversiyonal degisim tespit
edilmistir. Sonug olarak, 12S geni i¢in transisyonlar transversiyonlardan daha yaygin

olmakla birlikte transisyon/transversiyon orani 2.862 olarak ger¢eklesmistir.
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Hap5Q
Hap4Q Hap7Q

Hap6 Qp
soHap2

Yo Hap3
Hapl© %

X gl adius O

Sekil 4.5. Scombridae tiirlerinin 12s rRNA geni i¢in Network 4.6 (Fluxus Technology Ltd.
1999-2014) programu ile olusturulan haplotip agi. (Hapl, S. sarda, Hap2 A.
rochei, Hap3 E. alletteratus, Hap4 S. Scombrus, Hap5 S. japonicus, Hap6 T.
Alalunga, Hap7 S. commerson ve dis grup olarak X. gladius)

Ayrica, A. rochei ve T. alalunga disinda her bir tiir igin tiire 6zgii niikleotit
pozisyonlar1 belirlenmistir. Sarda sarda tiiriinii digerlerinden ayiran teshis niikleotit
pozisyonlar1 250(T), 336(A), 350(T), 356(C), 378(C)’dir. E. alletteratus i¢in 87(C),
S. scombrus i¢in 284(G) ve S. japonicus igin 59(T), 71(C), 357(A)’dir. Son olarak S.
commerson 10 adet niikleotit pozisyonuna (12(T), 93(A) 142 (C), 209 (A), 279 (A,
280 (T), 295 (G), 331 (C), 403 (C) )ve 429(G)) sahiptir (Cizelge 4.8).
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Cizelge 4.8. Yedi Scombrid tiirline ait 7 adet mtDNA 12s rRNA bolgesi

haplotipinin degisken pozisyonlari. Noktalar, haplotip Hap1’deki
niikleotitlerle &6zdes pozisyonlar1 temsil etmektedir. Koyu
bolgeler tiire 6zgi niikleotit pozisyonlarim gostermektedir.

155577789111111222222222223333333333333333444
202914773445688001255788991112233334455579002
124457194701904563455916797906786239

Hapl
Hap2
Hap3
Hap4
Hapb
Hap6
Hap7

ATCCTGCTGTTGCACGCTTTCGCAAAACATACACCGGTCGCGATC

............. C.....C......CT....G...TCT.T....
Cooo.. C..... T..... Coon. CT....G...TCT.T.G..
..A..AT..C.AATTA.C.CA..G.G..T.G.GATATCT.TA. ..
. .ATCAT..C.AATTA.CCCA....G..TCG.GATATCTATA. ..

e C..... Covinin T....G...CCT.TA...
TCA..... A.CA.T..A.CC.AT.G. .ATC.TGT..ACT.TAGCG

Analizler sonucunda elde edilen haplotipler igin haplotip ¢esitliligi Hd:0.800 ve

niikleotit cesitliligi Pi:0.03778 olarak bulunmustur. Tiirler arasi niikleotit ¢esitliligi
ve niikleotit farkliklar1 (Cizelge 4.9) DNASP (Rozas ve Rozas 1999) programi ile

hesaplanmistir.

Cizelge 4.9. 12S rRNA gen bolgesi tiirler arasi niikleotit ¢esitliligi ve net niikleotit gesitliligi
(Alt diagonal dxy, Ust diagonal da)

= 5

[ 3 3 3 2 v

— 5} —_ c >

s £ € & § 2 E 3

3 o < 3 3 T 8 =)

% < i % % = % <
S. sarda 0 0.02079 0.02771 0.05774 0.06467 0.02309 0.06236 0.12731
A. rochei 0.02079 0 0.01152 0.04850 0.00924 0.00924 0.05530 0.12702

E. alletteratus
S. scombrus
S. japonicus
T. alalunga
S. commerson

X. gladius

0.02771 0.01152 0 0.05312 0.06005 0.01848 0.05069 0.12471
0.05774 0.04850 0.05312 0 0.01602 0.04619 0.06928 0.13657
0.06467 0.05543 0.06005 0.01602 0 0.05312 0.07159 0.13426
0.02309 0.00924 0.01848 0.04619 0.05312 0 0.04850 0.12500
0.06236 0.05530 0.05069 0.06928 0.07159 0.04850 0 0.14319

0.12731 0.12702 0.12471 0.13657 0.13426 0.12500 0.14319

0
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4.1.2.2. 12S rRNA Gen Bélgesi Filogenetik Ozellikleri

12S rRNA geni i¢in 7 haplotipin DNA dizileri jModelTest v.0.1 (Guindon ve
Gascuel 2003) programinda analiz edildiginde hiyerarsik olasilik oran testlerine gore
en uygun baz degisim modelinin AIC (Akaike 1974)’e gore TIM2ef+G oldugu (-
InL=1818.7648, K=16) ve gamma shape degeri 0,0120 oldugu bulunmustur. Ayrica
analiz sonucunda olusan ‘scores’ dosyasi filogenetik analizler icin PAUP (Swofford

1998) programi tarafindan kullanilmustir.

Parsimoni analizinde “Heuristic Search” algoritmasi kullanilmistir (Sekil 4.6).
Bootstrap degeri 1000 olarak alinmistir. ML analizinde ise jModelTest v.0.1
(Guindon ve Gascuel 2003) programi kullanilarak en uygun model belirlenmis ve
PHYML v. 3,0 (Guindon ve Gascuel, 2003) programimda bu model ve baz oranlari
kullanilarak ML agac1 ¢ikarilmistir (Sekil 4.7). Tiirler arast genetik uzaklik iliskisi
Kimura 2-paremetre modeline (Kimura 1980) gére MEGA 6 (Tamura ve ark. 2013)
programinda hesaplanmistir (Cizelge 4.10). En diisiik genetik uzaklik 0.009 ile Hap2
(A. rochei) Hap3 (E. alletteratus) ve Hap6 (T. alalunga) arasinda bulunurken en
yiiksek genetik uzaklik 0.073 ile Hap5 (S. japonicus) ve Hap7 (S. commerson)
arasinda bulunmustur. Tim tirler i¢in ortalama genetik uzaklik 0.046 olarak

hesaplanmastir.

—: Hap2 4. rochei
Hap3 E. alletteratus

50 Hapl S. sarda

60

Hapé6 T. alalunga

Hap7 S. commerson

100 Hap4 S. scombrus
L Hap5 S. japonicus

X gladius

Sekil 4.6. 12S gen bolgesi PAUP (Swofford 1998) parsimoni agaci
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58

39

44 Hapé6 T. alalunga

9
n

98

Hap2 4. rochei

Hapl S. sarda

Hap3 E. alletteratus

Hap5 S. japonicus

— Hap4 S. scombrus

Hap7 S. commerson

0.1

X gladius

Sekil 4.7. 12S Gen bélgesi igin PHYML v. 3,0 (Guindon ve Gascuel 2003) programi
tizerinde Maximum Likelihood agac1

Cizelge 4.10. 12S Gen bolgesi pairwise uzaklik iliskisi (Kimura 1980)

Hapl Hap2 Hap3 Hap4 Hap5 Hap6 Hap7 X. gladius

Hapl
Hap2
Hap3
Hap4
Hap5
Hap6
Hap7

0

0.021
0.028
0.061
0.071
0.024
0.066

X. gladius (.143

0.009
0.050
0.061
0.009
0.055
0.140

0.055
0.066
0.019
0.050
0.137

0

0.014
0.048
0.073
0.154

0

0.058 0

0.073 0.050 0
0.151 0.140 0.159 0

12S rRNA gen bolgesi i¢in gen bankasindan (NCBI) alinan Scombrid 6rneklerine ait

sekans verileri bu c¢alisgmada Tirkiye sularindan elde edilmis sekans verileri ile

birlikte degerlendirilmis ve mevcut durum ortaya konulmustur (Cizelge 4.11, Sekil

4.8).
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Cizelge 4.11. 12S rRNA gen bolgesi icin GenBank’tan
(NCBI) alinan veriler

Tiir Accession No
Auxis rochei AB105165
Auxis rochei AB103467
Auxis rochei AB103468
Auxis thazard AB105447
Euthynnus alletteratus AB099716
Thunnus thynnus AB097669
Thunnus alalunga AB101291
Scomber scombrus AB120717
Xiphias gladius AP006036

|AB103468| A. rochei

66 | Hap2 A.rochei
|AB105165| A. rochei
|AB103467| A. rochei

80 |AB105447| A thazard
|AB099716| E. alletteratus
Hap3 E. allettaratus
Hap1 S. sarda
|AB097669| T. thynnus
|AB101291| T. alalunga

89! Hap6 T. alalunga

54

34

Hap7 S. commerson

Hap5 S. japonicus

a9 _||AB120717| S. scombrus
89 'Hap4 S. scombrus
|AP006036]| Xiphias gladius

—
0.0

Sekil 4.8. 12S rRNA gen bolgesi NJ agaci (Catanese ve ark.
2008’den modifiye edilmistir.)

4.1.3. mtDNA Sitokrom b Gen Bolgesi

mtDNA Sitokrom b gen bolgesi lizerine gergeklestirilen analizler iki alt baslik altinda
toplanarak verilmistir.

4.1.3.1. Sitokrom b Geni ve Dizin Varyasyonu, Haplotip ve Niikleotit Ozellikleri

Scombridae familyasina ait 7 tiir arasindan yalniz 3 tiire ait (S. Sadra, A. rochei ve
T. alalunga) mitokondriyal DNA Sitokrom b geni (1141 bg) igin tiirleri kesin olarak

ayirabilecegimiz kismi bir dizin belirlenmis ve haplotip analizi bu bolge lizerinden
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gerceklestirilmistir. Mukayese edilen sitokrom b geni tiim dizini (1141 bg¢)’nin 919
(%80,5) pozisyonunun korunmus 222 pozisyonunda degisken oldugu belirlenmistir.
Degisken oldugu tespit edilen niikleotit pozisyonlarinin 92 (% 41,4)’sinin parsimonik
bilgi verici oldugu belirlenmistir. mtDNA sitokrom b geninin (1141 bg) tiim dizilimi
dort farkli lokaliteden (Ordu, Istanbul, izmir, Antalya) toplanan 28 bireyden
yiikseltgenmistir (Cizelge 1). Ayrica calisilan tiim orneklerden elde edilen tiim
sitokrom b gen bolgesi iginde 1-62, 154-212 ve 295-356 bazlar1 arasinda sirasiyla 62,

59 ve 62 bg uzunlugunda korunmus bolgeler tespit edilmistir.

Dizin analizi sonucunda, Sitokrom b genine ait toplam 7 farkli haplotip
belirlenmistir. Network 4.6 (Fluxus Technology Ltd. 1999-2014) programina girilen
verilerle bir network olusturulmustur. Haplotipler arasi iligkileri gdsteren bir sonug
vermistir (Cizelge 4.12 ve Sekil 4.9). Toplam 6 adet Sarda sarda bireyinin analizi ile
5 farkli haplotip bulunmustur. Bu haplotiplerden sadece haplotip Hapl calisilan tiim

lokalitelerde yalniz 2 bireyde temsil edildigi goriilmiistiir.

Cizelge 4.12. Sitokrom b gen bdlgesi haplotip bilgileri

Haplotipler Tiirler Ornek sayisi
Hapl S. sarda 2
Hap2 S. sarda 1
Hap3 S. sarda 1
Hap4 S. sarda 1
Hap5 A. rochei 1
Hap6 T. alalunga 1
Hap7 S. sarda 1

Sitokrom b geni dizini ile elde edilen haplotipler Sarda sarda Hap 1 dizini referans
alinarak karsilastirildiginda bu segmentle ayni polimorfizmi gosteren haplotiplerde
109’u transversiyonal 240’1 transisyonal baz degisimi ile farklilagan toplam 222
degisken niikleotit pozisyonu tanimlanmistir (Cizelge 4.12). Tiir i¢inde ise, Sarda
sarda oOrneklerinde 44 transisyonal degisim meydana gelirken 9 transversiyon
goriilmiigtiir. Auxis rochei‘de 103 transisyonal ve 59 transversiyonal degisim ve

Thunnus alalunga’da 93 transisyonal ve 41 transversiyonal degisim tespit edilmistir.
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Sonug olarak, Sitokrom b geni i¢in transisyonlar transversiyonlardan daha yaygin

olmakla birlikte transisyon/transversiyon orani 2.2018 olarak ger¢eklesmistir.

Elde edilen matrikste baz kompozisyonlar1 A:%24.9, C:%31.6, G:%15.0 ve T:%28.5

olarak belirlenmistir.

Hapl
Hap2(Q VO =
~O Hap3
Hap4(©)
Hap7(C)

Hap6()

Hap5

O X. gladius

Sekil 4.9. Scombridae tiirlerinin Sitokrom b geni i¢in Network 4.6 (Fluxus Technology Ltd.
1999-2014) programu ile olusturulan haplotip agi. (Hap1, Hap2, Hap3, Hap4, Hap7
S. sarda, Hap5 A. rochei, Hap6 T. alalunga ve dis grup olarak X. gladius)

Kodon egilimine bakildiginda, gozlenen 11 sinonim olmayan baz degisiminin 3’i
birinci kodon, 3’1 ikinci kodon ve 5’1 figlincii kodon pozisyonundadir. Birinci kodon
pozisyonunda; haplotip Hap5 (A. rochei) aminoasit pozisyonu 364’de valinin
izolosine (1090, G -A transisyonu), haplotip Hap5 (A. rochei) aminoasit pozisyonu

368’de 16sinin izolosine (1102, C-A transversion) ve haplotip Hap4 (S. sarda)
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aminoasit pozisyonu 371’de stop kodonundan glisine (1111, T-G transversion)
amino asit degisimi belirlenmistir.  ikinci kodon pozisyonunda; haplotip Hap5 (A.
rochei) aminoasit pozisyonu 96’da fenilalaninin serine (287, T-C transisyonu),
haplotip Hap6 (T. alalunga)’da aminoasit pozisyonu 233’de alaninin valine (698, C-
T transisyonu) ve haplotip Hap2 (S. Sadra) aminoasit pozisyonu 375’de izolosinin
asparajine (1127, T-A transversion) degisimi ile sonu¢lanan ii¢ mutasyon meydana
gelirken {igiincii kodon pozisyonunda, sirasiyla haplotip Hap5’de (amino asit
pozisyonu 53) izoldsin metiyonin amino asidine (159, A-G transisyonu), haplotip
Hap3’de (amino-asit pozisyonu 63) fenilalanin 16sine (189 C-A transversionu),
haplotipler Hap5 ve Hap6 (amino-asit pozisyonu 192 ve 262) izolésin metiyonine
(576 ve 786, A-G transisyonu) aminoasit degisimi ile sonuglanan iki mutasyon
meydana geldigi belirlenmistir. Son olarak, {igiincli kodon pozisyonunda haplotip S.
sarda (Hap4 ve Hap7) ve A.rochei (Hap5 ve Hap6) haplotiplerinde  (amino asit
pozisyonu 341) izolosin metiyonine (1023, A-G transisyonu) aminoasit degisimi ile

sonu¢lanan mutasyon belirlenmistir.

46



Cizelge 4.13. Scombrid tiirlerine ait 7 adet mtDNA Sitokrom b geni haplotiplerinin degisken pozisyonlari. Noktalar, haplotip Hap1’deki niikleotitlerle

0zdes pozisyonlari temsil etmektedir. Koyu bdlgeler tiire 6zgii niikleotit pozisyonlarmi gostermektedir.

122356677889111111111111111222222222222222222333333333333333344444444444444444555555555555555555555666666666666
278173625146011222334556689111223455667788999124455666678899901122444556667789001233445566667778899001112233444
247369584392598369284028143978147875847346981706921769147092581438476517032847890362514092581713258

Hapl
Hap2
Hap3
Hap4
Hap5
Hap6
Hap7

CACTTACTCCTTCCTGCCTTAAATTCCGCTTCAAAGCCCTTCCTCCTTCCTTTAACTCTTTCGCATCCCCACCAATCGCTTCATCTCATTTTATATTCAACAACCCCATAC

666666666666777777777777777777777777777888888888888888888888888899999999999999999991111111111111111111111111111
556677889999000112233344445566777888999000112233444455677778889901122334556678889990000000000000000000001111111
476958473689258173902814780925147369258147395817036958203692581702547062140301473690001122333445667788990111123

2584703258170281409022016971

Hapl
Hap?2
Hap3
Hap4
Hapb5
Hapb
Hap7

TATCATCTACCATGTTCTATAGATCCAACTGCTAATTTTTTGATATACCTCCTCTACGTCGCTCCAATCAACCACCCACTCACTCATACAAGTCCCACTTTTGACTTGATT

......... IT......A.G..C..T......T...........C......T..TC.....A..T.GGC....TG...C......T.C.AG.AC.............GAG..
CTATCCTCCT..C.AAAC.CGCTC.T.GT.A.CCG.AACCC.GCGCCATATAA.CGAACTTGCG.T.C.T.A. . .TTCACTGACTCCG.GGACT. .GTCCACACAC.AG.C
C.A.TC.CT.TGCAAG...C.CTC..G..CCTC.GCCA.C.A.C..TAT.ATA.C.AAC.A.C.ACCCT.GT..T..CT..... T.CGTG.AC.TTC.CCC..T.C.TG..
......... T......A.G..C..T......T...........C......T..TC.....A..T.GGC....TG...C......T.C.AG.AC. ... e.....G..
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Bunun yaninda, sitokrom b dizin analizi farkli lokalitelerden 6rneklenen bu tiirler
arasinda belirli farklar oldugunu gostermistir. Scombrid tiirlerini sitokrom b geni ile
kesin bir sekilde ayirma yeteneginde 145 adet niikleotit farkliligi bulunmustur. Sarda
sarda tiirli toplam 43 niikleotit pozisyonunun 29’unda timin niikleotidine sahipken A.
rochei ve T. alalunga tiirleri sirasiyla 23 pozisyonda sitozin (31; 72; 96; 162; 222;
294; 345; 364; 564; 569; 654; 678, 687, 702, 730, 744, 777, 801, 879, 891, 1071,
1074, 1110), 5 pozisyonda (507, 666, 708, 795, 855) adenin ve bir pozisyonda (568)
guanin niikleotitine sahiptir. Buna ilaveten 4 pozisyonda adenin niikleotitine
sahipken A. rochei ve T. alalunga tiirleri sirasiyla guanin (576 , 786, 1017) ve sitozin
(63) niikleotitine, 8 pozisyonda sitozin niikleotitine sahipken timin (216, 318, 631,
840) ve adenin (450, 552, 837, 873) niikleotitine ve son olarak pozisyon 123 ve
411°de, guanin niikleotitine sahipken A. rochei ve T. alalunga tiirleri sirasiyla timin
ve adenin niikleotitine sahiptir. A. rochei tiiri toplam 64 pozisyonda S. sarda ve
T.alalunga tiirlerinden ayrilirken T. alaunga; S. Sadra ve A.rochei tiirlerinden 38

niikleotit pozisyonuyla ayrilmistir.

Auxis rochei tiirii toplam 64 niikleotit pozisyonunun 22’sinde sitozin niikleotitine
sahipken S. sarda ve T. alalunga tiirleri sirasiyla 18 pozisyonda timin (57, 84, 117,
165, 287, 399, 429, 474, 516, 582, 723, 798, 804, 828, 987, 1002, 1089, 1031), 4
pozisyonda adenin (144, 252, 783 ve 1008) niikleotitine sahiptir. Ek olarak 20
pozisyonda timin niikleotitine sahipken S. sarda ve T. alalunga tiirleri sirasiyla 16
pozisyonda sitozin (81, 114, 378, 444, 447, 657, 669, 984, 748, 762, 882, 963, 970,
993, 1041, 1068), 4 pozisyonda (471, 615, 645, 930) adenin niikleotitine sahiptir.
Ayrica 11 pozisyonda adenin niikleotitine sahipken S. sarda ve T. alalunga tiirleri
sirastyla 7 pozisyonda sitozin (12, 102, 288, 402, 417, 999, 1102), 3 pozisyonda
timin (363, 585, 843) ve 1090. pozisyonda guanin niikleotitine sahiptir. Son olarak A.
rochei’de 11 pozisyonda guanin niikleotiti bulunurken S. sarda ve T. alalunga
tirlerinde sirasiyla 10 pozisyonda adenin ve 888. pozisyonda sitozin niiklotiti

bulunur.

Thunnus alalunga tiirii toplam 38 niikleotit pozisyonunun 22’sinde timin niikleotitine
sahipken S. sarda ve A. rochei tiirleri sirasiyla 19 pozisyonda sitozin (66, 75, 129,
228, 264, 273, 387, 441, 465, 504, 591, 618, 621, 648, 698, 927, 960, 1047, 1050), 3
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pozisyonda adenin (468, 600, 612) niikleotitine sahiptir. Ayrica 5 pozisyonda sitozin
niikleotitine sahipken S. sarda ve A. rochei tiirleri sirasiyla 3 pozisyonda timin (567,
765, 789), 2 pozisyonda adenin (234, 459) niikleotitine sahiptir. Ek olarak 6
pozisyonda adenin niikleotiti bulunurken S. sarda ve A. rochei tiirlerinde sirasiyla 4
pozisyonda sitozin (198, 354, 540, 900), 2 pozisyonda guanin (705, 807) niikleotiti
bulunmaktadir. Son olarak T. alalunga tiiriinde 27, 240, 699, 750 ve 936. niikleotit
pozisyonlarinda guanin niikleotiti bulunurken S. sarda ve A. rochei tiirlerinde adenin

niikleotiti bulunmaktadir (Cizelge 4.12).

Analizler sonucunda elde edilen haplotipler i¢cin haplotip c¢esitliligi Hd:0.964 ve
niikleotit ¢esitliligi P1:0.07230 olarak bulunmustur. Tiirler arasi niikleotit farkliklar1
(Cizelge 4.13) ve niikleotit gesitliligi (Cizelge 4.14) DNASP (Rozas ve Rozas 1999)

programui ile hesaplanmuistir.

Cizelge 4.14. Cyt b gen bolgesi tiirler arasi niikleotit
cesitliligi ve net niikleotit cesitliligi (Alt
diagonal dxy, Ust diagonal da)

[4+]

'S e 3

£ £ 2 3

3 o T =)

%) < = pas
S. sarda 0 0.12770 0.10316 0.20292
A. rochei 0.13994 0 0.12533 0.21988
T.alalunga 0.11540 0.12533 0 0.21209

X.gladius  0.21516 0.21998 0.21209 O

4.1.3.2. Sitokrom b Gen Bélgesi Filogenetik Ozellikleri

Sitokrom b geni igin 7 haplotipin DNA dizileri jModelTest v.0.1 (Guindon ve
Gascuel 2003) programinda analiz edildiginde hiyerarsik olasilik oran testlerine gore
en uygun baz degisim modelinin AIC (Akaike 1974)’e gére TIM2+G oldugu (-InL =
2757.8188, K=19) ve baz frekanslarinin ise A=0.2510, C=0.3198, G=0.1527,
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T=0.2764 oldugu bulunmustur. Ayrica analiz sonucunda olusan ‘scores’ dosyasi

filogenetik analizler igin PAUP (Swofford 1998) programi tarafindan kullanilmistir.

Parsimoni analizinde “Heuristic Search” algoritmasi kullanilmistir. Bootstrap degeri
1000 olarak alinmistir (Sekil 4.10). ML analizinde ise jModelTest v.0.1 (Postada
2008) programi kullanilarak en uygun model belirlenmis ve PHYML v. 3,0 (Guindon
ve Gascuel 2003) programinda bu model ve baz oranlar1 kullanilarak ML agaci
cikarilmustir (Sekil 4.11).

100 Hap2
Hap3 | S. sarda

81 100 Hap4
Hap7 |

100

Hap6 T. alalunga

Hap5 4. rochei

X gladius

Sekil 4.10. Sitokrom b gen bolgesi PAUP (Swofford 1998) parsimoni agact

sy Hap
99|~ Hap:
9% Hap2 S. sarda
99l Hap4
Hap7 |
sy Hap6T. alalunga
Hap5 4. rochei

X. gladius
0.1

Sekil 4.11. Sitokrom b gen bolgesi igin PHYML v. 3,0 (Guindon ve Gascuel 2003)
programi iizerinde Maximum Likelihood agaci
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Tiirler aras1 genetik uzaklik iliskisi Kimura 2-paremetre modeline (Kimura 1980)
gore MEGA 6 (Tamura ve ark. 2013) programinda hesaplanmustir (Cizelge 4.15).
Tiim tiirler icin ortalama genetik uzaklik 0.087 olarak hesaplanmustir. En diisiik
genetik uzaklik 0.002 ile S. sarda’ya ait Hap4 ve Hap7 arasinda bulunurken en
yiiksek genetik uzaklik 0,159 ile Hapl (S. sarda) ve Hap5 (A. rochei) arasinda

bulunmustur.

Cizelge 4.15. Cyt b Gen bolgesi pairwise uzaklik iligkisi (Kimura 1980)

Hapl Hap2 Hap3 Hap4 Hap5 Hap6 Hap7

gl.adius
Hapl 0
Hap2 0.004 0
Hap3 0.005 0.004 0
Hap4 0.047 0.044 0.045 O
Hap5 0.159 0.157 0.155 0.155 0
Hap6 0.130 0.127 0.126 0.125 0.139 0
Hap7 0.045 0.042 0.043 0.002 0.155 0.124 0

X.gladius  0.263 0.259 0.260 0.257 0.264 0.256 0.254 0
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada Akdeniz, Ege Denizi, Marmara Denizi ve Karadeniz’den elde edilen
Scombridae tiirleri: Auxis rochei (Gobene baligi), Euthynnus alletteratus (Yazili
orkinos), Sarda sarda (Palamut), Scomber japonicus (Kolyoz), Scomber scombrus
(Uskumru), Scomberomorus commerson (Palamut kolyozu), Thunnus alalunga
(Uzun kanat orkinos), morfolojik ayrimlar kullanilarak belirlenmistir. 12S, mtDNA
COI ve Cyt b gen bolgeleri PZR teknigiyle c¢ogaltilarak, dizi analizi
gerceklestirilmistir. Dizi analizleri sonucu elde edilen diziler BioEdit, MEGA,
PAUP, DNASP ve Treeview programlariyla analiz edilmis ve tiirler aras1 genetik

yakmliklar ortaya ¢ikarilmistir.

Calismanin konusu olan DNA barkodlamasmin ana hedefleri bilinmeyen ornekleri
bir tiir kategorisine atamak, yeni ve kriptik tiirlerin agiklanmasina yardimci olmaktir.
DNA barkodlama ayrica ozellikle mikroskobik, farkli yasam safhasina sahip ve
karmasik ya da anlagilamaz morfolojisi ile diger organizmalarin belirlenmesini
kolaylastirir (Hebert ve ark. 2003). Bundan bagka, bu yaklasim ayni zamanda
morfolojileri ¢cok yakin tiirleri de ayirt edebilmektedir. Scombridler 6zellikle kiiciik
boyda olanlar morfolojik olarak bir birlerine ¢ok yakm tiirlerdir. Yiiksek seviyedeki
bu benzerlikten dolayr bazen karistirilmaktadirlar. Ancak DNA barkodlama her

durumda yalniz scombrid 6rneklerini degil diger balik tiirlerini de ayirabilmektedir.

Balik Barkod Yasam projesi veritabani (www. fishbol.org)’na gore 2014 yilinda
Scombridae familyasina dahil tiirlerin % 85'ine yakin kismi barkodlanmistir, ancak
bazi tiirler yalniz bir 6rnekle temsil edilmistir. Scombridae familyasina dahil 54
tiirden sadece 46’°s1 bir veya daha fazla barkoda sahiptir. Bu calismada Tiirkiye’de
dagilim gosteren 7 tiire ait toplam 68 Ornegin COI, 12s rRNA ve Sitokrom b
genlerine ait baz dizilimleri belirlenmistir. Caligmada tiir seviyesi ayrigmanin
saglanmas1 ticari baliklarmm tanimlanmasinda COI genininin etkili oldugunu
gostermektedir. Barkod yasam projesi veritabaninda Sarda sarda i¢in giiniimiize
kadar 21 adedi Tiirkiye’den olmak iizere toplam 24 6rnek yiiklemesi yapilmistir. Bu
calismada COI geninin 1079 bg’lik kisminin dizini belirlenirken, veritabanina girilen
Tiirkiye ornekleri i¢cin yalmiz 654 bg¢’lik kisim ¢alisilmistir.  Ayrica, BOLD (The

Barcode of Life Data Systems) sistemine birer 6rnek Tiirkiyeden olmak iizere A.
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rochei ve i¢in 28, E. alletteratus igin 47, Scomber scombrus i¢cin 98 ve Thunnus
alalunga i¢in 67 kayit girisi yapilmis ancak yiiriitiillen bu ¢aligmadan farkli olarak
COI geninin yalniz 515 bg¢’lik kismi ¢alisilmustir.

COI gen bolgesi i¢in Sarda sadra tiiri igindeki bireylerin ortalama K2P genetik
uzaklik degeri  %1.3 olarak hesaplanmistir. Bu nedenle, tiirdes tiirlerden
(conspecific) yaklasik 8 kat daha farkli bulunmustur. Gozlenen ortalama tiirler arasi
K2P genetik uzaklik degeri deniz (%0,24-0,39) (Zhang ve Hanner 2011) ve tatli su
tiirleri (%0,3-0,45) (Hubert ve ark. 2008) i¢in bildirilen intraspesifik K2P uzakligina
benzer oldugu goézlenmistir. Familya i¢i ve tiirler arasi ortalama genetik farklilik
%9,9'a yilikselmistir. Bu veriler de artan genetik farklilikla birlikte degisen
taksonomik seviyenin gozlenmesi durumu, tiir sinmrmda ki genetik uzaklikta
gbzlenen farklilig1 desteklemektedir. Ward ve ark. (2005) COI gen bolgesinin dizin
analizi ile ettigi genetik uzaklik degerlerini aym tiirler icin %0.39, ayni cinsten
baliklar i¢in %9.93 ve ayn1 familyadan baliklar icin ise %15.46 oldugu bulunmus ve
bu calismadan elde edilen tiir i¢ci ve familya i¢i genetik uzaklik degerlerine yakin

oldugu gozlenmistir.

UPGMA analizi ile tiirler arasindaki akrabalik iligkileri acgik¢a olusturulmus (Sekil
4.4) ve aym tirden bireylerin % 98-100 sec-bagla (bootstrap) degeri ile ayni

taksonomik kiimede gruplandigi tespit edilmistir.

Genellikle bizim ¢alismamizda tek 6rnekle (T. alalunga) temsil edilen Thunnus
tiirleri baz1 arastiricilar tarafindan ayr tiirler olarak siniflandirilmaktadir. Gibbs ve
Collete (1967), yapmis olduklar1 karsilastirmali anatomik ¢alismalarina gore alt tiir
olarak degerlendirilmesi gerektigini vurgulamislardir. Fakat bunun yaninda Collete
(1999) yapmis oldugu morfolojik ve genetik ¢aligmalarin sonucunda Atlantik ve
Pasifik Tunalarin tam tiir olarak kabul edilmesini 6nermistir. Tseng ve ark. (2011)
calismasinda ise T. thynnus diger Thunnus tiirlerinden Sitokrom b geni 132.
pozisyondaki (G) niikleotiti ile ayrigmakta oldugunu ve bunun ayurt edici oldugunu
vurgulamustir.  Yiritilmiis olan bu c¢alismada da, T. alalunga tiirii calisilmis ve
Tseng ve ark. (2011)’de belirtildigi gibi 132. niikleotit pozisyonunda G-A
transisyonu ile farklilik gostermekle birlikte 27 niikleotit pozisyonunda transisyon

gozlenmis ve toplam 30 niikleotit pozisyonuyla T. thynnus tiiriinden ayrilmistir.
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Ayrica, Sarda sarda tiirii bu caligmada ve diger arastirmacilar tarafindan gen
bankasima girilen Scombridae familyasinin diger bazi tiirleri (T. thynnus, S. sarda,
Scomber scombrus; Cantatore ve ark. 1994) ile karsilastirildigin da kesin bir sekilde
ayirma yeteneginde 15 adet niikleotit farklilig1r bulunmustur. Bunlardan 10 niikleotit
pozisyonu T-C transisyonu seklinde (niikleotit pozisyonlari: 96, 222, 294, 345, 364,
654, 687, 744, 801 ve 1074) gergeklesirken 3 pozisyon C-A transversiyonu (552, 837
ve 873), bir pozisyon T-A (507) transversiyonu ve bir pozisyonda G-A (411)
transisyonu olarak degisim gosterdigi tespit edilmistir. Ayni familya i¢inde ve
morfolojileri ile birbirinden ayrilmayan ve dagilim alanlar1 ¢akisan 6zellikle Thunnus
genusuna ait tiirlerde mtDNA verilerilerine dayali elde edilen sonuglar tiirler arasinda
anlamli farklilagsmalar1 ortaya ¢ikarmistir (Chow ve Kishino 1995). NCBI
GenBank'tan aliman Scombridae familyasi iiyelerine ait farkli Cyt b dizileri ve bu
calismada elde edilen dizilerle birlikte yapilan analiz sonucunda tiirlerin ayrildig1 ve
gen dizin uzunluklarmin 1.138 ~ 1.141 bg arasinda degismekte oldugu (Takehana ve
ark. 2004, Tseng ve ark. 2011, Zhao ve ark. 2008) ve bu ¢alisma ile benzer oldugu

tespit edilmistir.

Cyt b gen bdlgesini kullanarak tenekelenmis balik {iriinlerini inceleyen Botti ve
Giuffra (2010), driinlerde 1smin yarattigi denatiirasyon sebebiyle kisa uzunlukta
diziler iizerine calismistir. Calismamizdan farkl olarak tiire 6zgii primer yerine tiger
cift primerden olusan karisimlar1 kullanarak PZR reaksiyonu gergeklestirmislerdir.
Tespit edilecek tiiriin belirsizligi onlar1 bu se¢cime gotiirmiistiir. Boylece elde edilen
PZR iirtiniinden 6rnegin tiirtinii belirlemislerdir. Cyt b gen bdlgesinin sadece 226
b¢’lik bir kismi ¢ogaltilmasina ragmen Scombridae ailesine ait 17 tiirlin tespiti

saglanarak benzer sonuglar elde edilmistir.

Farkli habitatlarda dagilim gosteren baliklarda tir i¢ci niikleotit ¢esitliligi
karsilastirildiginda, tath su baliklarindan Salangid 0.0022 (Zhao ve ark. 2008),
tropikal demersal baliklardan Acanthochromis polyacanthus 0.045 (Planes ve ark.
2001), deniz baliklarindan Albula sp. 0.0036 (Pfeiler ve ark. 2008) ve gdg¢men
baliklardan Tunnus orientalis ve T. maccoyii sirastyla 0.0063 ve 0.0059 (Tseng ve
ark. 2011) ve bu ¢alisma sonucunda Sarda sarda 0.027 niikleotit gesitliligi degerine
sahip olmustur. Tseng ve ark. (2011)’nin elde ettigi sonugla benzer olarak bu

calismada da go¢men deniz baliklarmin tath su baliklarina gore daha yiiksek
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niikleotit c¢esitlilik degerine sahip oldugu goriilmektedir. Gen bolgeleri arasinda
niikleotit ¢esitliligi degerlerine bakildiginda ¢alisilan tiim ornekler igin sitokrom b
gen bolgesinde 0.07230, 12s rRNA gen bolgesinde 0.03778 ve COI gen bolgesinde
0.07854 olarak hesaplanmis ve en yiikksek degerin COI gen bélgesine ait oldugu
tespit edilmistir. Tseng ve ark. (2011)’na gore disiik niikleotit cesitlilik degeri
orneklem kiicikliigiinii veya asir1 avciligr ifade etmektedir. Haplotip cesitlilik
degerlerinin caligilan tiirler icin gen bolgeleri arasindaki dagilimina bakildiginda
sitokrom b gen bolgesinde 0.964, 12s rRNA gen bolgesinde 0.800 ve COI gen
bolgesinde 0.912 olarak hesaplanmistir. Rogers and Harpending (1992)’e gére orta
diizeyde sekans farkligi ile birlikte yiliksek seviyedeki haplotip cesitlilik degerleri

hizl1 biiyliyen popiilasyonlardaki mutasyon birikimini gostermektedir.

12S rRNA gen bolgesi lizerine yiiriitiilen ¢aligmalara bakildiginda Catanese ve ark.
(2008), A. thazard ve A. rochei tiirleri arasinda filogenetik iliskiyi incelemek igin
yaptiklar1 agaclarla elde edilen sonuglar benzerdir. Bu nedenle ¢alismada elde edilen
diziler GenBank’tan indirilip ¢alismamizda elde edilen verilerle harmanlanarak yeni
bir agag ¢izilmistir (Sekil 4.8). Catanese ve ark. (2010) gergeklestirdikleri baska bir
caligmada 4 farkli Scomber tiiriinde 12S gen bdlgesi igin elde ettikleri, S. japonicus

ve S. scombrus tiirleri arasindaki iliski calismamiza benzer nitelikler tasimaktadir.

12S rRNA gen bolgesi icin yapilan bir diger ¢alismada Wang ve ark. (2000)
niikleotit kompozisyonlar1 33.5% (A), 25.5% (C), 19.1% (G) ve 22.0% (T) olarak
vermistir. Bizim ¢alismamizda niikleotit kompozisyonlar1 A:%28.1, C:%26.8,
G:%22.3 ve T:%22.8 olarak belirlenmistir. Genel olarak bakildiginda oranlarin
benzer oldugu ve Adenin oranmin yiiksek oldu goriilmektedir. Ayrica 12S gen
bdlgesinin birbirinden genetik olarak uzak siniflarin (Chondrichthyes, Osteichthyes,
Amphibia, Reptilia, Aves, Mammalia) ayriminda kullanilmis olmasi ve calismis
oldugumuz Scombridae ailesinin ayriminda kullanilmasi ¢alismamizin sonuglarini

destekler niteliktedir.

mtDNA COI gen bolgesi i¢in Bat1 Atlantik Okyanusu Scombridae tiirleri {izerine
yaptig1 calismada Paine ve ark. (2007) benzer sonuglar elde etmistir. Bizim
calismamizda primer belirlenmesinde kaynak olan bu calismada uzun bir dizi

(1079b¢) elde etmemizi saglayan LCOI121 ve HCOI1199 primerleri kullanilmastr.
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Paine ve ark. 2007 yilinda yapmis olduklar1 ¢caligmadan elde ettikleri bilgilerle 2008
yilinda yeni bir ¢aligma gergeklestirmislerdir. Morfolojik olarak tiir tayininin
gerceklestirilemedigi  larvalarin - mtDNA  sekans yOntemiyle tiir teshisini
gerceklestirmislerdir. Paine ve ark. (2008) yaptiklar1 calismada topladiklari larvalarin
sadece %29 unu morfolojik olarak dogru tespit edebilmislerdir. Geri kalan %71’lik
kistm mtDNA COI markir yardimiyla tespit edilmistir. Yapilan ¢aligmada bizim
calismamizdan farkli metotlar kullanilsa da olusturulan agacta bizim ¢aligmamizdaki
verilere benzer olarak A. rochei ve E. alletteratus birbirine yakin bulunmustur.
Orkinos tiirleri olan T. alalunga, T. obesus, T. thynnus ve T. albacares’in ise bu
tiirlerden daha uzak durdugu goriilmiistiir. G6zlenen eslesmelerde her tiir dogru bir

sekilde ayrismig ve farklilasma olmamustir.

Haider ve ark. (2012), tarafindan et tiirlerinin teshisi {izerine bir ¢alisma
gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada inek, tavuk, hindi, koyun, domuz bufalo ve deve
eti Ornekleriyle calisilmistir. Bizim calismamizdan farkli olarak evrensel COI
primerleri kullanarak mtDNA COI gen bolgesi iizerinde 710b¢’lik bir dizi elde
etmislerdir. Yaptiklari galismada benzer sekilde PZR iiriinii elde ettikten sonra farkli
PZR sartlar1 kullanarak (48°C baglanma sicakligi 10s siireyle) PZR iiriinii elde
etmiglerdir. Ardindan elde edilen PZR firiinlerine RFLP yontemiyle COI gen

bolgesinin basarili sonuclar verdigini 6nermislerdir.

Sonug olarak, her ii¢ gen bdlgesi i¢in de genetik veriler kullanilarak yapilan analizler
sonucu ortaya ¢ikarilan filogenetik agaclar tiir ayriminda oldukca basarili olmustur.
Ozellikle juvenil halleri birbirinden ayrilamayan yavru bireylerde veya larvalarda
morfolojik karakterleri kullanmak tiir teshisi i¢in riskli iken, genetik analizlerin tiir
ayriminda kesin sonu¢ verdigi bu c¢alismada Scombrid tiirleri icin basarili
bulunmustur. Hem 12S gibi kisa baz uzunluguna sahip farkli bir gen bdlgesi hem de
COI ve Cyt b gibi uzun baz uzunluguna sahip gen bolgelerinde olusturulan agaclar
tir ayriminda kullanigli bulunmustur. Scombridae ailesi yiiksek ticari degerlere sahip
tiirler icermektedir. Ozellikle ton balig1 konservesi iiretiminde diinya piyasasinda
hemen her yerde tiiketimi yapilmaktadir. Bu ¢alismada kullanilan yontemlerle, elde
edilen numunelerden tiir teshisine gidilerek tiiketiciyi aldatmaya yonelik tiretimler
denetim altina almabilir. Boylece olusabilecek ticari kayiplarin Onlenmesi ve

tilketicinin kalite kontrolii saglanabilir. Ayrica, Tirkiye sularinda Scombridae

56



tirlerine ait DNA Barkodlama c¢alismasinda, Ozellikle koruma ve yoOnetim
uygulamalart ile ilgili, scombrid COI barkodlama kiitiiphanesinin kurulmasi kiiresel
DNA barkodlamasimma katki saglamaktadir. Biyolojik cesitlilikle ilgili veri birikimi
Tiirkiye de etkili planlama ve koruma balik¢ilik programlarmin izlenmesine katki
saglayacag1 ongoriilmektedir. Ulkemiz sularinda smai ve ticari faaliyetlerin artmasi
ile birlikte tehdit ve bozulmaya kars1 biyolojik ¢esitlilik son derece savunmasiz
kalmaktadir. Bu nedenle, bu veriler sadece Scombrid populasyon yapilanmasi
iizerine degil ayn1 zamanda etkin yonetim stratejilerinin olusturulmasina ve 6nemli
ticari balik¢ilik kaynaklarmmin  korunmasma bilimsel bir c¢ergevede destek

sunmaktadir.
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EK 1.
1. Laboratuvar Calismalarinda Kullanilan Cozeltiler ve Kimyasallar

1.1. 0,5M EDTA (Etilendiamintetraasetikasit) pH:8,0

Molekiil agirligi 372,2 g/mol olan EDTA’dan 93,05 g almarak yaklasik 200-300mi
saf suda manyetik karigtirict kullanarak ¢oziindiriilmiistir. NaOH ile pH 8,0’a

getirilmis ve saf su ile 500m1’ye tamamlanmistir.

1.2. 10x TBE Tampon Cozeltisi (Tris=0,89M Borik asit=0,89M EDTA=0,01M)

Bu c¢ozelti agaroz jel elektroforezinde kullanilan ¢ozeltidir. Hem agaroz jel bu
cozeltiyle hazirlanir hem de agaroz jel bu ¢ozelti icinde elektroforez kiivetine
konulur. Cozelti 10x olarak hazirlanir ve elektroforez sirasinda saf su ile 1x’e

seyreltilir.

TBE Tris, Borik asit ve EDTA ¢6zeltilerinin belirli konsantrasyonlariyla hazirlanir.

Bu maddeler oranlarinda ilave edilir.

Tris’in molekiil agirligi Ma=121,14g, Borik asit’in molekiil agirligi Ma=61,83g’dir.
Bir litre 10x TBE i¢in 108g Tris, 55 g Borik asit tartildi ve yaklasik 300-400ml saf su
ilave edilip manyetik karistiricidda karistirilarak ¢oziindiiriilmiistiir. Bu karigim

sirasinda 20ml 0,5M EDTA eklenmistir.

1.3. TE Tampon Cozeltisi pH:8,0

Bu c¢ozelti Tris ve EDTA’dan olusmaktadir. Bu ¢ozelti bazi c¢ozeltilerin
hazirlanmasinda ve DNA ekstrakte edildikten sonra ¢6ziindiiriiliip muhafaza edilmesi
sirasinda kullanilmaktadir. Tris ve EDTA’nin oranlar1 1L i¢in Tris 10mM ve EDTA
0,1mM’dir. 250ml c¢ozelti icin 1,21g/4=0,30g Tris ve 0,037g/4=0,0092g EDTA
tartilmig ve yaklasik 150-200ml saf suda ¢6ziindiiriilmiistiir. Yiiksek ¢ikan pH yogun
HCl ile 8,0’a diisiirtilmiistiir.

1.4. TEN Tampon Cozeltisi

Bu ¢ozelti Tris EDTA ve NaCl’den olugmaktadir, homojenizasyon c¢ozeltisinin
biiyiik bir kismini olusturmaktadir. Cozelti maddelerinin oranlar1 1L i¢in 100mM

Tris, 10mm EDTA ve 250mM NaCl’dir. Bir litre igin 12,11g Tris, 3,722g EDTA ve
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14,619 NaCl yeterli bir kap iginde tartilmig ve {izerine yaklasik 500-600ml saf su
ilave edilmistir. Manyetik karistiricida karistirilarak ¢oziindiiriilmiistiir. Cozelti bazik

oldugundan yogun HCl ile pH 8,0’a diisiiriilmiis ve saf suyla 1L’ye tamamlanmuistir.

1.5. Sodyum Asetat Cozeltisi pH:S5,2

Bu ¢ozelti DNA ekstraksiyonunda alkol asamasindan once eklenerek DNA’nin
toparlanmasini kolaylastirir. DNA’nin gozle goriilebilmesini, yumak olusturmasini
saglar. Bu ¢ozeltinin hazirlanmasinda sodyum asetat trihidrat kullanilmistir. 100ml
icin 40,8g tartilmis ve manyetik karistiricida karistirilarak yaklasik 150ml saf suda

coziindirilmiistiir. Glasiyel asetik asit yardimiyla pH 5,2’ye diisiiriiliip ayarlanmistir.

1.6. Fenol

Bu ¢ozelti DNA ekstraksiyonunda ve DNA’nim saflastirilmasinda kullanilmaktadir.
Yabanci maddeleri tutarak santrifuj sonrasi alt katman olusturmaktadir. Fenol
cozeltisi Ozel teneke kutusunda korunakli bir sekilde temin edilmistir. Ceker ocak
altinda agilarak beraberinde gelen tampon ¢ozeltisi icine bosaltilip karistirilmis ve

Fenol +4°C’de saklanmustir.

1.7. Kloroform:izoamilalkol (24:1)

Bu ¢ozelti de DNA ekstraksiyonunda ve DNA’nin saflagtirilmasinda islem hatasi
nedeniyle kalan Fenol’iin uzaklastirilmasi amaciyla kullanilmaktadir. Ceker ocak
altinda 192ml Kloroform ile 8ml izoamilalkol’lin 24:1 oraninda karistirilmasiyla elde

edilmistir.

1.8. Proteinaz K (10mg.ml™)

Dokularin homojenizasyonunda proteinleri parcalamak i¢in kullanilmaktadir.
Kendine 6zel 100mg’lik sisesinde gelmis ve bu sise igcine 10ml saf su ilave
edilmistir. Kolay kontamine oldugu igin ¢eker ocakta galigilmis, bozulmamasi igin

islem disinda buzda tutulmustur. Derin dondurucuda -20°C’de saklanmustir.

1.9. RNAaz A

Bu c¢ozelti dokularin  homojenizasyonunda  RNA’lar1  pargalamak  igin

kullanilmaktadir. Ozel sisesinde gelmistir ve icinde 10KU RNAaz A bulunmaktadir.
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5ml TE tampon ¢ozeltisi ilave edilmistir. 70°C’de su banyosunda isitarak
¢ozliindiiriilmiistir. Kullanim kolayligi olmasi ve kolay kontamine olmamasi

acisindan 3¢ boliinmiistiir. Bu ¢ozelti -20°C’de derin dondurucuda saklanmustir.
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