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OZET

TURKIYE iC SULARINDAKI Phoxinus strandjae (DRENSKY, 1926)
POPULASYONUNUN GENETIK ANALIZI

Duygu SIRIN

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlsi
Su Urdinleri Anabilim Dal
Ylksek Lisans Tezi
Damsmani: Dog. Dr. Yusuf BEKTAS

Phoxinus (Cyprinidae: Teleostei) populasyonlarinin genetik teshisi, demografik hikayesi ve
populasyon genetik yapisi, Tiirkiye’nin Giiney Marmara, Karadeniz ve Trakya havzasindaki alti
populasyonundan 67 bireyin mitokondri 16S rRNA (167 bp), sitokrom c oksidaz alt tnite | (652
bp) ve sitokrom b (1140 bp) genleri dizilimindeki varyasyon kullanilarak belirlendi. Diisiik
haplotip sayisi, haplotip ve niikleotit ¢esitlilik degerleri, eksik haplotiplerin varlig1 isaret eden
haplotip ag1 ve uzun kollu filogenetik agac topolojileri (NJ, MP ve ML) birbirleriyle uyumludur
ve Kuzey-bati Tirkiye’nin Phoxinus populasyonlarinda yakin tarihli veya devam eden bir
darbogazi olayini isaret etmektedir. Diger taraftan, multimodal uyusmazlik dagilimi, negatif
fakat anlamli olmayan Tajima'nin D ve Fu'nun Fs degerleri ve uzun kollu filogenetik agag
topolojileri birbirleriyle uyumlu olup alt populasyonlarm uzun siredir Hardy-Weinberg
dengesinde oldugunu gostermektedir. Populasyon ciftleri arasindaki genetik mesafeler, haplotip
ag1 ve filogenetik agaclar dort haplogruptan (KLK-HDK/ABT/RZV/SGK-PYL) olusan bir
populasyon genetik yapilanmasi sergilemistir. Benzer sekilde, Fst ve AMOVA istatistikleri,
onemli genetik farklilagmanin bu dort grup arasinda gozlendigini gostermistir. Dort cografik
populasyon grubu arasinda onemli genetik farklilasma ve diigsiik genetik degisimi gosteren
yuksek Fst degerleri ve diisiik gen akis1 (Fst > 0.44, Nm<1) gozlemlenmistir. DOrt populasyon
grubu arasinda gergeklestirilen AMOVA analizi oldukga anlamli genetik farkliliklar gosterdi
(Fst > 0.44, p-degeri> 0.05). Baliklar i¢in yaygin olarak kullanilan sitokrom b kalibrasyon orani
(% 1.05) dikkate alindiginda, Trakya ve Anadolu populasyonlar1 arasindaki farklilasma
seviyeleri, Istanbul ve Canakkale bogazlariin agilmasindan sonra Pliyosen (yaklasik 2 my®d)

boyunca birbirlerinden izole olduklarini géstermektedir.

2017, 63 sayfa
Anahtar Kelimeler: Populasyon yapisi, genetik ¢esitlilik, Phoxinus, mtDNA, Trkiye.



ABSTRACT

GENETIC ANALYSIS OF Phoxinus strandjae (DRENSKY, 1926) POPULATION IN
TURKISH INLAND WATER

Duygu SIRIN

Recep Tayyip Erdogan University
Graduated School of Natural and Applied Sciences
Department of Fisheries
Master Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Yusuf BEKTAS

Genetic identification, historical demographics and population genetic structure of Phoxinus
(Cyprinidae: Teleostei) populations was characterized using the sequence variation in the
mitochondrial 16S rRNA (167 bp), cytochrome ¢ oxidase subunit | (652 bp), cytochrome b
(1140 bp) gene sequences of 67 individuals from six populations in Thrace, South Marmara and
Black Sea River basin, Turkey. Low haplotype number, haplotype and nucleotide diversity
values, the haplotype network and phylogenetic tree topologies (NJ, MP and ML) pointing to
the existence of the disappearing haplotypes are compatible and suggest to a recent or ongoing
bottleneck event in the Phoxinus populations of North-western Turkey. However, the
multimodal mismatch distribution, the negative and non significant Tajima's D values and Fu’s
Fs values and long branch lengths on a phylogenetic trees are consistent with each other,
indicating that subpopulations are in the long-term Hardy-Weinberg equilibrium. Pairwise
genetic distances between populations, the median joining network and the phylogenetic trees
exhibited a population genetic structure consisting of four haplogroups (KLK-
HDK/ABT/RZVISGK-PYL). Similarly, Fst and AMOVA statistics have shown that significant
genetic variation is observed among these four groups. We observed a high Fsr values and low
gene flow (Fst > 0.44, Nm<1) suggesting low genetic exchange and significant differentiation
between the four geographical population groups. The AMOVA performed among the four
population groups showed highly significant genetic differentiation (Fst >0.44, p-value >0.05).
Considering the widely used Cytb calibration rate for fish (1.05%), levels of divergence for
population of Thrace and Anatolia suggest that they are isolated from each other during

Pliocene (about 2 Mya), after the opening of Istanbul and Dardanalles straits.

2017, 63 page
Keyword: Population structure, genetic diversity, Phoxinus, mtDNA, Turkey.
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Kiresel insan niifusunun yedi milyar1 astigi son yillarda insan kaynakli
faaliyetlerin hem dogrudan hem dolayli sonuglari, su anda nesli tikenme tehlikesi
altinda olan canli sayisi ile dogrudan iliskilidir (Primack, 2002). Mevcut biyogesitliligin
korunmasi i¢in en biiyiik tehdit olmaya devam eden insan kaynakli ¢evresel etkiler g6z
Online alindiginda, Diinya'nin biyolojik cesitliliginin siirdiiriilebilirligi biiylik 6nem
tasimaktadir (Pereira et al., 2010). Giderek daha onemli bir arastirma haline gelen
koruma biyolojisi kapsaminda mevcut biyolojik g¢esitliliginin korunmasi yalnizca
cevrebilimle ilgili hizmetleri noktasinda degil, ayn1 zamanda tiirlesme vb. evrimsel
etkilesimler yoluyla biyolojik c¢esitliligin uzun vadede korunmasi i¢in de hayati 6nem
tasimaktadir.  (Primack, 2002). Yokolma tehlikesi altindaki populasyonlarin
belirlenmesi, uygun koruma ve yonetim stratejileri ve yaklasimlar gelistirmek igin tiir
biyolojisi, cevrebilim, demografik yasam Oykiisii ve genetik c¢esitliligi igeren ¢ok
disiplinli bir degerlendirmeyi gerektirmektedir (Frankham, 2002). Bu disiplinlerden
genetigin koruma biyolojisine uygulanmasi genetik olarak tehdit altindaki
popiilasyonlart tanimlamak i¢in gereklidir ¢linkii genetik ¢esitliligin kaybi, yakin
gelecekteki 6rnegin olumsuz cevresel olaylar negatif genetik etkilere yol acabilir
(Wright ve ark., 2008). Genetik analizlerin uygulanmasi, iklim degisikligi gibi ¢evresel
degisikliklere evrimsel olarak cevap verebilecek genetik bilginin yok olmasi gibi
tehditlerle kars1 karsiya olan tlir veya populasyonlarinin izlenmesine olanak saglayabilir
(Frankham, 2002).

Canlilar1 benzerlik, koken ya da akrabalik iligkilerine gore siniflandiran taksonomi
bilim dalinda bugiine kadar morfolojik karakterlerin yani sira molekiiler genetigin
gelismesine bagl olarak genetik karakterler de kullanilmakta olup bu sayede evrimsel

stirece dair ¢ok 6nemli bilgiler elde edilmesine katki saglamistir (Qi vd., 2007).

Morfolojik ve molekiiler taksonomi olarak gruplandirilan c¢alismalardan
morfolojik taksonomi ¢alismalarinin iki 6nemli asamasi bulunmaktadir. Bunlarin ilki

teshis asamasidir. Teshis asamasinda Ornekler daha Onceden taksonomide yerleri
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belirlenmis bireylerle mukayese edilir ve taksonomik olarak anlam tasiyan karakterler
tizerinden degerlendirme yapilir. Bu karakterler, iki farkli taksona ait bireyleri
birbirinden kesin olarak ayirt edebilen karakterlerdir. Morfolojik taksonominin ikinci
asamasi ise smiflandirmadir. Siiflandirmada cins, tiir, aile gibi taksonomik kategoriler
cesitli 6zellikleri bakimindan birbirleriyle karsilastirilmak suretiyle diizenlenir. Baliklar
icin yapilan sistematik ¢aligmalar, diger bircok canli tiiriinde de oldugu gibi klasik
morfolojik karakterlerden yola c¢ikilarak yapilmaktadir. Bugiine kadar belirlenen
taksonomik simiflandirmalar g6z 6niine alindiginda genellikle morfolojik karakterlerden

yararlanildig1 goriilmektedir.

Molekiiler genetik alanindaki gelismelerin sonrasinda taksonomi ve genetik
alaninda calisan arastirmacilar, tiirleri tanimlama konusunda her bir tiiriin sahip oldugu
farkli genetik yapidan yararlanma yolunu se¢mislerdir. Farkli tiirler arasindaki anatomik
ve morfolojik farliliklar, bazi durumlarda canlilarin taksonomik pozisyonlarinin
belirlenebilmesi i¢in yeterli olamamaktadir. Aym tiiriin farkli habitatlarda yasamlarini
surdiiren bireyleri, ortama uyum sonucu anatomik ve morfolojik yapilar1 bakimindan
birbirlerinden farklilik gdsterebilirler. Genotipik yapinin fenotipik yapiya oranla daha
kararli olmas1 ve sadece morfoloji yoluyla elde edilen bilgilerin yeterli olmamasi
arastirmacilart  taksonomik c¢aligmalarda genetik karakterlerden faydalanmaya

yonlendirmistir (Klug ve Cummings, 2000).

Bu nedenlerden dolayr giiniimiizde taksonomi ve filogeni alaninda yapilan
calismalarda DNA’y1, 6zellikle de mitokondri DNA’y1 ara¢ edinen molekiiler teknikler

yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir.

1.2. Sazansi Ailesinin Genel Ozellikleri

Sazans1 familyasi, tiim diinyada yaklagik 2100 tiir ile temsil edildigi bilinen, tath
su baliklar igerisindeki en biiyiik familyalardan biridir (Winfield ve Nelson, 1991).
Sazans1 familyas1 Madagaskar, Avustralya, Yeni Zelanda ve Giliney Amerika haricinde
oldukga genis bir yayilim alanina sahip olmakla birlikte (Kottelat ve Freyhof, 2007)
familyaya ait ¢ogu cinsin dar bir yayilim alanlarina sahip olmasi1 zoocografya agisindan

oldukca 6nemlidir (Banarescu, 1991).



Sazans1 familyasi; biyolojik arastirmalar, insan besini ve akvaryum balik¢iligi
acisindan diinyanin en 6nemli tatli su balik tiirlerini igermektedir. Biiyiik su bitkileri,
plankton, camur icerisinde bulunan organik maddeler, alg ve kicuk hayvanlar bu
familyanin besinlerini olusturmaktadir (Nelson, 1994). Tiirkiye i¢ sularinda bulunan 26
familya, 236 tiir ve alttiir’den 116’sinin Sazansi familyas1 liyesi oldugu bilinmektedir
(Kuru, 2004). Cogu kaynakta Sazansi familyasinin 10 alt familyaya ayrildigi rapor
edilmesine ragmen bu familyanin alt familyalarinin smrlar1 hala kesin olarak
belirlenememistir. Bu ayrimda kullanilan genel taksonomik Olciitler ise; dudaklarin
sekli, biyiklarinin dizilimi ve sayisi, yutak kemikleri, yutak dislerinin yapisi ve dizilimi,
birinci solunga¢ yayindaki solunga¢ dikeni sayist ve yapisi, hava kesesi, pullar,

yiizgeclerin konumu ve omur yapilar gibi taksonomik 6zelliklerdir (Demirsoy, 1997).

1.2.1. Phoxinus Genusunun Genel Ozellikleri

1.2.1.1. Habitat, Biyolojisi, Dagilimi ve Taksonomik Durumu

Phoxinus (Rafinesque, 1820), cinsine ait mini inci baliklari, dogal yayilis alani
boyunca genis bir cografi aralikta ¢esitli habitatlarda bulunur. Aci suyun yan sira sahil
bolgelerinden 2000 metre rakima ulagan yiiksek daglara kadar uzanan akarsular,
nehirler, goletler ve biiyiik goller gibi farkl tatli su kaynaklarinda bulunabilir. Genusun
temsilcilerine egimli, hizl1 akan nehirlerde daha az rastlanirken s1g gollerde, yavas akan
nehirlerde daha bol miktarda bulunur. Soguk ve oksijen orani yiiksek sularda, kumlu
veya tasl bir zemine sahip olan temiz akarsulari ve nehirlerde yasamaktadir (Freyhof ve

Kottelat, 2007).

Mini inci baliklarinin genelde sirtlar1 kahverengimsi yesil olup, yan tarafta gok
sayida kahverengi ve siyah lekelere sahip kii¢iik, hareketli ve tathi su baliklaridir.
Oldukga biiyiik gozleri, kii¢iik bir agz1 ve kiit burunlar1 vardir (Cihar, 1991; Buczacki,
2002). Erkekler Ureme doneminde parlak renklidir, yiizgeglerde beyaz yanip soéner,
kirmiz1 pektoral ve pelvis yiizgecleri, siyah bogaz, yanlar boyunca yesil ve kizil karin
bolgesi vardir. Ayrica, torpido seklindeki bir viicuda sahiptir ve yanal ¢izgi boyunca 80-
100 adet kugik sikloid pullara sahiptir (Maitland, 2004).



Mini inci baliklar1 gruplar halinde yasar ve bitki artiklari, algler, yumusakgalar,
bocekler ve kabuklular ile beslenir (Davies vd., 2012). Mini inci baliklarinin ortalama
boyu 6-10 cm ve maksimum boyu ise 14-15 cm'dir. Bu tirlere ait bireylerin
olgunlagmasindaki biliylime oranlari, yasi ve biiyiikliigl, niifus yogunlugu, yiikseklik ve
enlem vb. ¢ok sayida cevresel faktor gibi etmenlere bagl olarak biiyiik 6l¢iide degisir
(Mills, 1988; Museth vd., 2002). Yumurtlama 10°C 'nin iizerindeki sicakliklarda
Nisan'dan Haziran'a kadar surebilir (Freyhof ve Kottelat, 2008). Bu siire zarfinda s1g,
cakilli alanlarda yumurtlamak ic¢in kisa go¢ hareketleri gergeklestirirler (Davies vd.,
2012). Baliklar yaklasik 30 mm standart uzunluktaki cinsel olgunluga her iki cinsiyet

tarafindan erisilir. alt1 yila kadar yasarlar.

Phoxinus strandjae turi genellikle Petroleuciscus borysthenicus, Gobio
bulgaricus, Squalius cephalus, Barbus bergi, B. cyclolepis ve Rhodeus amarus'la ayni
habitat1 paylasir (Sa¢ ve Ozulug, 2015). Mini inci, kahverengi alabalik (Salmo trutta
fario) ve bircok su kusu da dahil olmak iizere daha biiyiik baliklarin diyetinin 6nemli bir
bilesenidir (Magurran, 1986). Phoxinus turleri akarsu ve nehirlerin kalitesini ve oksijen
igeriginin iyi bir gostergesidir. Bu nedenle, gevresel kirlilik ve Alabalik stoklarinin asir1
blyiimesi tehditi altinda bu genusun tiirleri Kirmizi Listenin diigiik riskli grubunda
degerlendirilmektedir (Freyhof ve Kottelat, 2008). Mini inci baligi, Cyprinidae
tiirlerinin en zengin omurgali ailesinin bir iiyesidir. Dogu Sibirya'dan Ispanya'ya ve
Ingiliz Adalarina, Avrupa ve Kuzey Asya kitalarmin biiyiik boliimii boyunca dagilim
gostermektedir (Borgstrom vd., 1996; Museth vd., 2007). Diger taraftan, Phoxinus

genusu bugtin bilinen 21 tirt icermektedir (Froese ve Pauly, 2015).

Tablo 1. Phoxinus strandjae tlrinun sistematigi.

Alem Hayvanlar (Animalia)

Sube Kordalilar (Chordata)

Alt sube Omurgalilar (Vertebrata)

Simif Isinsal Yiizgecliler (Actinopterygii)
Takim Sazansilar (Cypriniformes)

Aile Sazangiller (Cyprinidae)

Cins Phoxinus

Tar Phoxinus strandjae (Drensky, 1926)



1.3. Sistematikte Kullanilan Genetik Teknikler

1.3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) teknigi Mullis tarafindan 1985 yilinda
gelistirilmis  olup laboratuvar ortaminda herhangi bir DNA  fragmentinin
kopyalanmasina ve artirilmasina imkan verir. 1993 yilinda Mullis’in bu ¢alismasi Nobel
Oduline layik gorilmiistir. Polimeraz zincir reaksiyonu, evrimden, molekuler
biyolojiye, insan genetiginden, gelisim ve adli tipa kadar bircok konuda uygulama alani

bulmustur (Klug ve Cummings, 2000).

PCR; DNA molekuli icerisindeki, belirli DNA sekanslarinin direkt ¢ogaltilmasi
esasina dayanmaktadir. Bu teknigin gergeklestirilebilmesi igin nanogram duzeyindeki
miktarlarda DNA bile yeterli olmaktadir. PCR ile belirli bir DNA pargasini
cogaltabilmek amaciyla, hedef DNA’nin niikleotit dizilimi hakkinda 6n bilgi gereklidir.
Bu bilgiye, tek zincirli hale getirilen DNA’ya baglanacak oligoniikleotit primerlerin
sentezlenmesinde kullanilir. Bu primerler, ¢ogaltilacak DNA tek zincirindeki kendi ile
komplementer olan dizilerle esleserek temas saglar. Yiiksek sicakliga toleranshi bir
DNA polimeraz (Tag DNA polimeraz olarak adlandirilir) ilgilenilen DNA’daki hedef
bélgenin DNA zincirinin sentezlenmesini saglar. PCR reaksiyonunun U¢ temel ana
evresi vardir ve kopyalanmis {iriiniin miktar1 s6z konusu bu Gg evrenin tekrar sayisina

bagli olarak artar.

PCR tekniginin ilk adiminda, ilgili DNA molekili denatiirasyon yolu ile tek
zincirli hale getirilir. Bu islemin gerceklesebilmesi i¢in 90-94°C’de, 4-5 dakikaligina
cift zincirli yapiya sahip olan DNA tek zincirli hale gelene kadar 1sitilir. Takiben ortam
sicakligi primerlerin igerigine bagli olarak hesaplanan ve primer baglanma sicakligi
(Tm) da denilen 45-65°C arasinda bir sicaklik derecesine diistrllerek primerlerin tek
zincirli DNA molekiiliine 6zgiin olarak baglanmasina olanak saglanir. Bu primerler 15-
30 niikleotit uzunlugunda sentetik oligontkleotitler olup ¢ogaltilacak hedef DNA
parcasina komsu bolgelerdeki tamamlayici dizileri 6zgul olarak tanir ve baglanir. Iste
bu 6zgun primerler, kalip DNA’dan hedef DNA par¢asinin sentezlenmesi icin, sentez

baslama bolgesi olarak rol oynar. Primerlerin baglanmasindan sonra sicaklik, bu
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polimerizasyonun (zincir uzamasinin) gerceklesmesi i¢cin uygun bir sicakliga ¢ikarilir.
Son basamakta ise PCR solusyonundaki DNA polimeraz enzimi primerlerin arasinda
kalan bolgeyi 72°C de sentezler. DNA polimeraz, primerlerin baglanma bolgesinin
ondinden itibaren nukleotitleri DNA molekiliinde 5°—3"yoninde ekleyerek hedef DNA
pargasimin bir kopyasini olusturacak uzamay: saglamis olur ve bu sayede hedef
DNA’nin iki zincirli kopyasini olusturulmus olur (Klug ve Cummings, 2000). Gerekli
olan sicaklik degisimleri ise 1s1l dongiileyici olan thermal cycler sayesinde
gerceklestirilir. Bu evrede, DNA polimeraz olarak isimlendirilen ve Thermus aquaticus
isimli bir bakteriden elde edilen yiiksek sicaklikta aktif Tag DNA polimeraz enziminden

faydalanilir.

Bu ii¢ asama ile gerceklestirilen PCR; c¢ift zincirli DNA’nin tek zincirli hale
getirilmesi, primerlerin uygun sicaklikta kalip DNA’ya baglanmasi ve DNA polimeraz
enzimi yardimiyla istenilen hedef DNA parcasinin uzamasi bir PCR dongist olarak
bilinir. PCR bir zincirleme reaksiyondur, zira yeni DNA molekili sayis1 her dongii
sonunda ikiye katlanir ve olusan yeni zincirler de bir sonraki dongiide kalip gorevi
yaparlar. Bir PCR dongisl 4-5 dakika surebilir ve bu islem genellikle ortalama 30-50

dongii arasinda tekrarlanabilir.

1.3.2. DNA Dizi Analizi

1960’1 yillarda baslayan DNA dizi analizi, niikleotid baz diziliminin
belirlenmesinde ve DNA birincil yapilarinin tayininde kullanilan yontem olup gen
yapisi ve genetik kontrol mekanizmalar1 hakkinda bilgi edinmemize yardimci olmustur.
1940’larda DNA baz kompozisyonunu saptama yontemlerinin bulunmus olmasina
ragmen DNA’daki nukleotit diziliminin direkt kimyasal analizi 1960°lh yillarda
gelistirildi ve kullanilmaya baglandi. Bu analiz bir DNA dizisinin digerine
hibridizasyonuna dayalidir ve bu esnada nikleotitler radyoaktif veya radyoaktif
olmayan maddelerle isaretlenmektedir.

DNA dizi analizi ile ilgili deneme de 1965 yilinda Robert Holley 74 nikleotit
uzunlugunda bir tRNA molekdlinin dizi analizini ger¢eklestirmistir. 1977 yilinda Allan
Maxam- Walter Gilbert ve Frederick Sanger tarafindan gelistirilen iki farkli DNA dizi

analizi yontemi 1980 yilinda kimya alaninda Nobel o6diliine layik goriilmiistiir.
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Kaliforniya Teknoloji Enstitisi’nden Hood ve Smith (1986), DNA dizi analizinde
kullanilacak tam otomatik bir makine gelistirmistir. 1992 yilinda 21. kromozomun DNA
dizi analizi tamamlanmistir. Venter vd. (1995), Haemophilus influenzea’ ya ait ilk DNA
dizisini yaymlamistir. 1996 yilinda ulusal bir kurul tarafindan bir ekmek mayasi tiirii
olan Saccharomyces cerevisiae’nin DNA dizisi desifre edilmistir. 1999 yilinda Ingiltere,
Japonya ve ABD’li bilim insanlar tarafindan insan 22. kromozomunun DNA dizisini
tamamlanmistir. 2000 yili Insan Genom Projesi katilimcilar1 ve Celera insan gen
haritas1 taslagini tamamladiklarin1 agiklamigtir. Whitehead Enstitiisinde gorevli olan

Page vd. (2003) Y kromozomunun dizi analizini tamamlamislardir (Ziilal, 2001).

DNA Dizi Analizinde glnimizde Sanger zincir sonlanma yontemi (Sanger

vd.,1977) en yaygin kullanilan yontemdir.

1.3.2.1. Sanger Zincir Sonlandirma Yoéntemi

Sanger zincir sonlanma yontemi (Sanger vd., 1977) dideoksi veya zincir
sonlandirma reaksiyonlar1 olarak da isimlendirilen enzimatik DNA sentezine dayanir.
Bu yontemde nikleotit dizisi belirlenecek olan DNA zinciri sentezlenecek zincir igin
kalip gorevi yapar. Yontem, DNA polimerazin hem dNTP’leri hem de deoksiribozun 3’
pozisyonunda OH grubu olmayan ddNTP’leri substrat olarak kullanabilme esasina
dayanir. Sentezlenmekte olan DNA zincirine DNA polimeraz tarafindan herhangi bir
ddNTP’nin eklenmesi nedeniyle 3’ ucunda OH grubu olmadigi i¢in sentezi durmaktadir.
Dizi analizi esnasinda 4 farkli reaksiyon karisimi hazirlanir. Karigimlarin herbiri kalip
DNA zinciri, primer, dort tip dNTP ve 06zgiil zincir sonlanmasi amaciyla diisiik
miktarda ddNTP’lerden sadece birini igerir. Reaksiyonlarin herbirinde eser miktarda
degistirilmis niikleotit kullanilmasindan dolayr yeni zincir sentezi gelisigiizel
sonlandirilarak bir sira DNA parcasit meydana gelir (Klug ve Cummings, 2000). Herbir
reaksiyon karisiminda elde edilen PCR drinleri elektrik alana maruz birakilarak agaroz
jelde birlikte kosturulur. Uygulanan elektriksel alanda PCR drtnleri buyuklikleriyle
ters orantil1 olarak go¢ ederek jelde merdiven basamagi goriintiisii olusturur. Isaretleme
yontemine gore, elde edilen DNa parcaciklari reaksiyon karigimindaki ddNTP’nin
cesidine bagli olarak jel Gzerinde okunur (Klug ve Cummings, 2000). Sanger’in

enzimatik DNA sentezine dayali otomatik DNA dizi analizinde her bir ¢esit niikleotit
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icin farkli floresan boyalar kullanilmaktadir. Otomatik DNA dizi analiz cihazlar
monokromatik 151k ile taranan elektroferik sistemdeki farkli biiytikliiklerdeki
fragmentlerin ucundaki floresan boyali niikleotitleri 6zgiin dalga boyundaki 15181 geri
yansitir.  Yansiyan 1sik  demeti detektor yardimiyla kaydedilerek hedef DNA

fragmentinin nukleotit siras1 belirlenir (Sambrook vd., 1989).

1.4. Veri Analizi

1.4.1. Genetik Cesitlilik

Bir populasyondaki bireyler arasindaki dizi farklilig1 seviyesini gosteren nikleotit
cesitlilik ve farkli allel sayilarinin Gl¢iimii olarak ifade edilebilen haplotip ¢esitlilik
populasyonlardaki genetik g¢esitlililigin iki farkli 6l¢iim yontemidir (Avise, 2000).
Diisiik haplotip (Hd<0.05) ve nukleotit gesitlilik (r <0.05) degerleri yakin zamandaki
bir populasyon darbogazini veya bir veya birka¢ mitokondri soy grubunun kurucu
etkisini isaret etmektedir. Diistik haplotip (Hd<0.05) ve ylksek nikleotit gesitlilik (7
>0.05) degerleri cografi olarak altbdliimlere ayrilmis olan populasyonlar arasindaki
ayrimi gosterir. Yiiksek haplotip (Hd>0.05) ve diisiik nukleotit ¢esitlilik (z <0.05)
degerleri populasyon darbogazini takip eden hizli bliylime ve mutasyon birikimini ifade
eder. Yiksek haplotip (Hd<0.05) ve nikleotit cesitlilik (x <0.05) degerleri uzun
evrimsel hikayesi olan biiyilkk ve duragan populasyonlar1 veya farkli soy gruplar

arasindaki ikinci temasi diistindiiriir (Grant ve Bowen, 1998).

1.4.2. Filogenetik Analizler

1.4.2.1. Filogenetik Agac¢c Olusturma

Filogenetik analizin amaci farkli tiirler arasinda olan iliskiyi ortaya koymaktir.
Molekdiler filogeni caligmalarinin amact ise DNA ve proteinlerdeki degisimlerin hizini
ve Kkarakterini belirlemek ve bodylece gen ve organizmalarin degisimsel tarihini
aragtirmaktir. Filogenetik incelemelerle ulasilan verilerin farkli akis semalari ve
istatistiksel analizler yoluyla tiirler arasindaki evrimsel iliskiyi gostermek igin bir agaca

doniistiiriilmesi en uygun yaklasimdir (Saitou ve Imanishi, 1989).Filogenetik agaglar,
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dallanma olaylarinin modelini bazen de zamanini belirler ve ayrica tiirlerin ortaya ¢ikis
sirasin1 ve aralarindaki akrabalik iligkilerini belirler. Bir filogenetik agag, digiimler ve
dallar olmak iizere iki kisimdan olusur. Dallar, tiirlerin atasal populasyonlarinin
zamansal durumlarmi sergilemektee olup diigiimler ise tirlerin veya populasyonlarin
ayrildig1 noktalar1 gostermektedir (Freeman ve Herron, 1999). Agactaki dncili olmayan
tek diigiim olan kok ortak bir atayi isaret eder ve agacin herhangi bir noktasinda olabilir.
Tiirler arasindaki iliski ortak ata gosterilmeden sadece koksiiz agaglarda verilir (Mount,
2001).Filogenetik agactaki herbir diigiim evrimsel siiregte farklilasan taksonomik bir
grubu isaret etmektedir. Agacta bulunan distaki dallar turleri ifade ederken, icteki dallar
ve diigiimler ise trler arasi iliskiyi yansitmaktadir. Yakin iligki i¢indeki tiirler agagta
birbirine komsu dallarda yer alirken dal uzunluklari genellikle zaman icerisindeki
degisikliklerin sayisin1 ifade eder (Mount, 2001). Filogenetik aga¢ olusturma metotlar
mesafe temelli ve karakter temelli olmak (zere iki ana kategori icerisinde

siniflandirilabilir.

1.4.2.1.1 Mesafe Temelli Yontemler

Dizin hizalamas1 sonucu hesaplanan evrimsel mesafeler, herbir dizi gifti
arasindaki mesafeler iliskisinin olusturulmasinda kullanilabilir. Matristeki ¢iftli mesafe
skorlart ile tiim taksonlar i¢in bir filogenetik agag olusturulabilir (Felsenstein, 1987). En
benzer dizi ¢iftlerinden baglayan bir mesafe matriksine dayanarak filogenetik agaci
hesap ederler. Mesafe temelli yontemlerden bazilari; UPGMA ve Komsu Birlestirme

(Neighbour joining) yontemleridir.

1.4.2.1.1.1. Aritmetik Ortalama Kullanan Agirhiksiz Gruplama Ydntemi

UPGMA yontemi evrimsel kdkeni yansitma amaci olmayan bir islemdir. Bu
nedenle bu yontemde hesaplanan mesafeler ile gergek evrimsel mesafeler arasinda
uyum gorilmemesi bu yontemin basarili olmadigini gostermektedir. Ydntem, agacin
dallar boyunca degisim hizinin sabit oldugunu farzeder. Bu nedenle hesaplamalari
yaparken agacin kokiinii de hesaplar. Bu yontem giiniimiizde ¢ok tercih edilen bir
yontem degildir (Michener ve Sokal, 1957).



1.4.2.1.1.2. Komsu Birlestirme Yontemi

Komsu birlestirme yontemi kimelenme temelli algoritmaya benzer olarak
taksonlarin kokten esit uzaklikta oldugu varsayilmaz. Bu yontemle olusturulan tek bir
agac ile diger olasi agag¢ topolojileri test edilemez. Oldukc¢a biyik verisetleri analiz

edilebilirken tiim olas1 topolojiler incelenemez ( Saitou ve Nei, 1987).

1.4.2.1.2. Karakter Temelli Yontemler

Bu yontemler, atasal iligkileri belirmek ig¢in bilinen biitiin evrimsel bilgiyi
kullanir. Bu evrimsel bilgi diziler arasindaki bireysel degisimler olabilir. Dizilerde
biriken mutasyonlarin sayilmasina dayanirlar. Bu yontem mesafeye dayali yontemlere
kiyasla daha yavastir ve daha c¢ok bilgisayar islemi gerektirir (Li, 2004). Karakter
temelli yontemlerden bazilari; Maksimum parsimoni (MP), Maksimum likelihood (ML)

ve Bayesian ¢ikarsama (Bl) metodudur.

1.4.2.1.2.1. Maksimum Tutumluluk Yo&ntemi

Maksimum tutumluluk yontemi, filogenetik iliskilerin tanimlanmasinda kullanilan
bir metod olup verilerin olabilecek en basit sekilde agiklanmasi tercih edilmistir. Ayrica
genetik mesafeler ile uyumlu bir agag topolojisi elde edilmesi icin gerekli en az
mutasyonun saptanmasina dayanan bir yontemdir. Evrimsel biyolojide tutumluluk,
evrimsel siiregte boyunca neler olduguna dair sonuca varilirken, arastirmacinin agiga
cikan evrimsel degismenin miktarin1 en aza indirgeyen yolu tercih etmesi anlamina

gelmektedir (Freeman ve Herron, 1999).

MP analizi ile en iyi sonuglar dizi ¢iftleri arasindaki benzerliklerin ¢ok giiclii
oldugu ve az sayida dizinin oldugu durumlarda alinir. Cok zaman alicidir ve yirmiden
fazla ornekleme varliginda uygun degildir. Cok sayida dizinin bulundugu durumlarda
‘tahmini’ yaklagim uygulanmaktadir. En tutumlu agaglarin giivenirlilik dereceleri
istatiksel olarak da degerlendirilebilir. Bu probleme yo6nelik yaklasimlardan biri belli bir
agac lzerindeki dallardan hangilerinin digerlerine gore daha iyi desteklendiklerini
degerlendiren seg-bagla testi (bootstrapping) olarak adlandirilir (Freeman ve Herron,

1999).
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1.4.2.1.2.2. Maksimum Olasihik YOntemi

1981 yilinda Joseph Felsenstein tarafindan maksimum parsimoni analizine
alternatif olarak gelistirilmis bir yontemdir (Felsenstein, 1987). Bu yontem sunulan tim
bilginin daha etkin kullanilmas1 ve varolan ¢ok sayida aga¢ igerisinden en iyisinin
secilmesinde istatistiki testler kullanma ihtimali yaratmak icin tasarlanmistir. Bu
yontem, nukleotit degisikliklerinin ortaya ¢ikma ihtimallerini tanimlayan bir
matematiksel formiil ve dal uzunluklari bilinen belli bir agag verildiginde, bu belli DNA
dizisi setini elde etme olasiligi nedir sorusunu sormaktadir. Program herbir agag
topolojisini  degerlendirir ve gozlenen verinin olusturulma ihtimalini hesaplar.
Mukayese edilen agag¢ topolojilerinin kabul ya da reddi i¢in 6lglt en yiiksek olasiligi
olan agac1 se¢gmektir, en olasi agag en iyi agagtir. Ancak olasilik metodlari, hesaplamada
yavastir ve bu yontemle cok blylk veri setleri, parsimoni yéntemiyle oldugu kadar

kapsamli analiz edilemez (Lewis, 1998).

1.4.2.1.2.3. Bayesian Cikarsama Yontemi

Filogenetigin en popiiler metodu olmakla birlikte temel olarak maksimum olasilik
metoduna benzemektedir fakat sonraki olasiliklain kullanimi1 sayesinde bu ydntemden
ayrilir. Bu yontem sadece dogru filogeniyi bulmayr degil, olusabilecek biitiin
filogenilerin sonraki olasilik dagilimlarini hesaplamayr amaglar. Bunun icin bazi
evrimsel parametrelerin olasiliklarini ve oncul olasilik dagilimlarini kullanir. Cok
sayida olusabilecek olan agaglarin analizi icin Markov zinciri Monte Carlo
algoritmasina dayali metotlar kullanilir (Yang ve Rannala, 1997; Larget ve Simon,
1999).

1.4.2.2. Haplotip Ag1 Analizi

Bir tiirtin haplotipleri arasindaki iligkiyi ortaya koymanin bir diger yolu haplotip
ag1 analizidir. Her ayr1 haplotip, agdaki bir diigiimle temsil edilir ve onlar1 birbirinden
ayiran mutasyon bdolgeleri baglanti kenarlarinda belirtilir. Diiglimiin boyutu, haplotipi
paylasan bireylerin sayisiyla orantilidir. Cevrelerin boyutlar1 haplotip frekans: ile

orantilidir.
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Haplotip aglari, tiir i¢i soylar arasi iligkileri gorsellestirmek ve populasyonlarin
tarihi ve biyocografyasi hakkinda ¢ikarim yapmak icin nufus genetik verilerini
analizinde kullanilir (Leigh ve Bryant, 2015). Haplotip ag1 ¢ok sayida filogenetik agi
yaklasimindan olusturulabilir. Bunlardan en ¢ok kullanilan 2 ydntem Medyan
Birlestirme Ag1 (Median Joining-MJ) ve Minimum kapsayan aga¢ (Minimum Spanning
Network-MSN) (Bandelt vd., 1999) algoritmalaridir. Minimum kapsayan aga¢ (MSN)
algoritmasi1 kullanilarak olusturulan aglar, haplotipler arasindaki arasindaki en diisiik
mutasyonal farkliliklara gore baglantilarin kuruldugu diger bir deyisle dizilerin mimkdin
olan en kisa toplam uzunlukta haplotip iliskilerini iceren baglanti aglaridir. Median
aglar ise elde edilen agn, tiim tutarli (parsimonik) agaclar1 kapsamasini garantileyerek,

atasal diigiimlerin belirlenmesinde sistematik bir metot saglamaktadir (Bandelt, 1999).

1.5. Populasyon Yapi Analizleri

1.5.1. Populasyonlar Arasindaki Gen Akist Miktarmin Belirlenmesi

Wrigth (1951), dogal populasyonlar arasindaki genetik farkliligin diizeyinin
gostergesi olan fiksasyon indeksi (Fst) degerlerini takip eden esitligi kullanarak

gelistirmistir.

Fst = 1/(1+4Nem)
Fst : Populasyonlar arasi genetik farklilik degeri
m : Populasyonlar arasi gé¢ miktari
Ne : Etkili populasyon biiyiikligii

Populasyon igindeki allel frekansinin degisiminde etkili olan ve populasyonlar
aras1 allel genlerin hareketliligi olarak ifade edilen gen akisi (Wright, 1951) miktar1 Fst
degerleri yardimiyla ve Wright (1951)’m Nm= [(1 / Fst) - 1] / 4 formilinin

kullanimiyla her bir populasyon cifti icin hesaplanabilmektedir.

1.5.2. Genetik Verilerin Molektler Varyans Analizi (AMOVA)

Populasyonlarin genetik yapis1 Weir ve Cockerham (1984) tarafindan gelistirilen
varyans bilesenlerinin hiyerarsik dagilimmin analizi molekiler varyans analizi
(AMOVA) (Excoffier vd., 1992) vyoluyla gergeklestirilebilmektedir. Varyansin
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hiyerarsik analizi gruplar veya populasyon arasindaki ve icindeki farkliliklardan dolay1
total varyanst kovaryans bilesenlerine bdlmekte ve bu varyans bilesenlerinin

kullanimiyla fiksasyon indislerini takip eden formullerle hesaplanmaktadir.

Fcr =Va/Va+Vb

Fsc =Vb/Vb+Vc

Fst = Va+Vb= Va+ Vb+Vc

Va : Gruplar arasi1 varyans bileseni

Vb : Populasyonlar aras1 (gruplar i¢i) varyans bileseni
Ve : Populasyonlar i¢i varyans bileseni

1.6. Tarihsel Demografik Hikaye
1.6.1. Uyumsuzluk Dagilim Analizi

Mismatch (uyumsuzluk) dagilim analizi populasyon ic¢i genetik varyasyonu
kullanarak (alleler arasindaki ikili farkliliklarin frekanslarina dayali  olarak)
populasyonun gegmisteki biiyiikliigii hakkinda bilgi veren grafiksel bir yontem olup
(Slatkin  ve Hudson, 1991) populasyonlarin ge¢miste bir niifus artis1 gecirip
gecirmediklerinin anlasilmasina yonelik bir testtir. Demografik dengede oldugu
seklinde ifade edilen sabit biiyiikliige sahip populasyonlar genellikle ¢oklu modeli
(multimodal) isaret ederken, yakin zamandaki hizli niifus artiginin (Rogers ve
Harpending, 1992; Hudson ve Slatkin, 1991) veya komsu yerel populasyonlar arasinda
yuksek gocin (Ray vd., 2003; Excoffier, 2004) meydana geldigi populasyonlar
genellikle tekli model (diizgiin ¢an egrisi) gosterir (Slatkin ve Hudson, 1991).

Uyumsuzluk dagilimi grafiginde dagilimlarin karsilagtirillmasinda komsu iki barin
tepe noktasi arasindaki farkin kareleri toplami seklinde ifade edilen raggadness (r)
istatistigi kullanilmaktadir (Jobling vd., 2004). Dizgln c¢an egrisi dagilimlar, daha
yiiksek raggedness degeri gosteren multimodal dagilima oranla genellikle daha diisiik r
degerlerine sahip olup (DNA dizileri i¢in <0.03) hizli populasyon genislemesi
gecirildigini gostermektedir. Populasyon genislemesinin zamansal dagilimi y eksenine
uzakligina dayali olarak hesaplanabilmektedir. Genisleme ne kadar eski bir zamanda
yasandiysa dagilimin ortalama y ekseninden o kadar uzak olmaktadir. Sabit
buylklikteki populasyonlarda bireyler arasinda paylasilan allel (mutasyon) sayisi

blyuyen populasyonlara oranla daha fazladir ve gegmiste meydana gelen populasyon
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genisleme olaylar1 esnasinda bireyler daha fazla sayida mutasyonla birbirlerinden

farklilagmislardir (Jobling vd., 2004).

Populasyonlarin  hikadyesini ortaya koyabilmek icin sadece uyumsuzluk
dagilimlarina bakmak yeterli olmayabilir. G6zlenen genetik degisim modeli populasyon
geniglemesinin yanisira pozitif segilim sinyali ile de ortaya ¢ikmis olabileceginden
yanlig yorumlanabilir. Bu nedenle, genetik varyasyona bakarak populasyonun hikayesi
aciklamaya calisirken populasyonun segilime maruz kalip kalmadigini belirlemek
gerekir. Negatif secilim yeni kotii varyantlarin populasyondaki frekanslarini azaltirken
pozitif secilim iyi varyantlarin frekansin1 artirir. Bazi kosullarda olusan yeni
mutasyonun pozitif se¢ilimi sonucu ona bagli kotii genetik varyantlar da populasyonda
artabilir. Bu duruma “genetik otostop” denilmektedir (URL-2). Populasyonlarin
gecmiste secilime ugrayip ugramadiklarini belirlemek icin Tajima’s D (Tajima, 1989)

ve Fu’nun Fs (Fu, 1997) gibi notralite testleri kullanilabilir.

Populasyon biiyiikliigiindeki tarihsel degisimin varligi, demografik siireclerden
etkilenen parametreler olan Tajima’s D ve Fu’nun Fs gibi tarafsizlik (neutrality) sinama
testleri kullanilarak degerlendirilebilir. Negatif Tajima's D degerleri yeni mutasyonlar
yiiksek miktarda gortildiigiinde ortaya ¢ikar. Bu durum populasyon genislemesini akla
getirmektedir. Pozitif degerler yeni mutasyonlarin ¢ok az miktarda goriildiiglinde ortaya
cikar ve dengeli se¢ilim ya da niifus azalmasina isaret eder. Negatif Fu'nun Fs degerleri
yeni ortaya ¢ikan haplotipler yliksek miktarda goriildiiglinde s6z konusudur Populasyon
genislemesi ya da “genetik otostop“u akla getirir. Fu’nun Fs ve Tajima D degerleri
yuzlerce hatta binlerce kez simiile edilerek istatistiklerin giivenirliligi artirilabilir. Bu
indeksler, sabit biiyiikliikteki bir niifusta neredeyse sifir iken belirgin negatif (-2<)
degerleri niifus biiyiikliigiindeki ani bir genislemeyi, anlamli pozitif degerler (2>) ise
nifusun alt bolimlere ayrilisini veya yakin niifus tikamikhigi gibi islemleri
gostermektedir (URL-2).

Uyumsuzluk dagilimi, nétralite testleri gerceklestirilip populasyonun ge¢misi ile
ilgili bilgiler ¢ok sayida gen bolgesi tizerinden degerlendirildiginde populasyon
Uzerinde hangi evrimsel mekanizmanin belirleyici olduguna dair daha saglam goriisler

ortaya konulabilmektedir (URL-1).
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1.7. Mitokondri DNA (mtDNA)

Gunimduzde, mitokondri DNA’nin molekiiler temeli ve genlerinin fonksiyonlari
ile ilgili ¢cok fazla bilgi bulunmaktadir. Pek ¢ok Okaryotta mtDNA ¢ift zincirli kapal
halkasal yapidadir, yar1 sakli (semikonservatif) olarak kendini esler ve 6karyotlarin bir
ozelligi olan kromozomal proteinlere bagli degildir. Biiylikligli bakimindan mtDNA
organizmadan organizmaya farklilik gdsterir. Insan da déhil pek ¢ok hayvanda mtDNA,
16.000 ila 18.000 bg¢ (16-18 kb) biiyiikligiindedir. Omurgali canlilarda mitokondri
basina 5 ila 10 mtDNA molekiilii bulunurken, bitkilerde ise bu say1 20-40 kopyaya
kadar ¢ikabilir (Klug ve Cummings, 2000). Birkag istisna diginda gen tekrar1 hi¢ yoktur
ya da ¢ok azdir ve replikasyonu ¢ekirdek DNA’sindan sentezlenen enzimlere baghdir.
Mitokondriyal genler, ribozomal RNA’lar1, 20°den fazla tRNA’y1 (Sekil 1) ve organelin
hicresel solunum goérevini yapabilmesi icin gerekli pek cok proteini kodlamaktadir

(Klug ve Cummings, 2000).

Cekirdekteki DNA ile mtDNA’nin farkli evrimsel kokenlerden geldikleri ve
mtDNA’nin bakterilerde bulunan halkasal genomlardan tiiredigi diisiiniilmektedir. Bu
Ozelligi ile prokaryot hiicreden Okaryot hiicreye gec¢is konusuna 1sik tutar. Ayrica
evrimsel siiregle ilgili bircok caligmaya da dayanak olmustur. Eseyli iireyen
Okaryotlarda dollenme esnasinda sadece yumurta hiicresindeki mitokondriler zigot

igerisinde kalir. Spermatozoidin ¢ogunlukla tek olan mitokondrisi ise dollenme oldugu

Control region

or *d-loop"
125 rRNA Cytochrome b
| T
MNADH
¢ Dehydrogenase
165 rRNA subunits

22 tRNA-encoding genes
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Sekil 1. Mitokondri genomunun genel yapis1 (URL-2)
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zaman spermle birlikte oliir. Boylece normal diploid hiicre DNA’s1 hem anne hem de
babadan gelen genlerle olusurken, mitokondri DNA sadece anneden alinmis olur

(Meusel vd., 1993). Mitokondri DNA’nin 6zellikleri sdyle 6zetlenebilir:

Sadece anneden gelen halkasal kod dizisine sahiptir.
Kod dizisi hiicre DNA’sindan ¢ok daha kisa.
Sadece mutasyonlarla degisim gdstermis.

Mayoz boliinme gecirmemis.

a w0 N e

Mutasyonlar takip edilerek filogenetik soy agaci olusturmaya imkan tanir.

Bu bilgiler 1s1ginda, inceledigimiz tiirlerin mtDNA’sinda bulunan, yiiksek
evrimsel stabiliteye sahip ve filogenetik c¢alismalarda sikg¢a kullanilan genlerin,
molekiiler teknikler ile izolasyonu, bunlarin jel elektroforezinde goriinttilenmesi,
polimeraz zincir reaksiyonu teknigi ile ¢ogaltilip, dizi analizlerinin yapilmasi ile elde
edilecek verilerden yola cikarak yapilacak bir filogenetik analiz ile daha dogru bir

taksonomik inceleme yapmak miimkiin olacaktir.

1.7.1. Sitokromb

Sitokrom b geni sistematik ve molekiiler evrim galismalarinda en ¢ok tercih edilen
ve mMtDNA molekiiliiniin agir zincirindeki en Onemli protein olan hicre
metabolizmasinin solunum zincirinde 6nemli yeri olan transmembran bir proteini
kodlayan gendir. (Farias vd., 2001). Sitokrom b geni muhtemelen baliklardaki en iyi
incelenen mitokondri geni olup ¢ok sayida takson igin birgok taksonomik diizeyde
filogenetik sinyal i¢erdigi ispatlanmistir (Kocher vd., 1989; Meyer vd., 1990; Zhu vd.,
1994) ve bu nedenle bir¢ok taksonomik seviyede farkliliklari ortaya koymak icin

sistematik ¢aligmalarda yaygin sekilde kullanilmaktadir.

1.7.2. Sitokrom Oksidaz Alt Unite |

Son yillarda yapilan ¢aligsmalarda genellikle uygun bir barkod iireten sitokrom c

oksidaz (COl) alt unite I geninden yaklasik 652 b¢’lik kisa bir DNA dizisinin tiirlere
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0zgli DNA profillerinin ortaya ¢ikarilmasi i¢in kullanilabilecegini gostermistir (Hebert
ve Gregory, 2005). Farkli balik tiirlerinde tiir igi varyasyon genellikle oldukg¢a diisiik
iken ortalama tiirler aras1 mesafenin nispeten yiiksek oldugu COI-DNA barkod dizisinin
cogu tiir i¢in yiiksek diizeyde taksonomik ayrim giicli (>%95) sagladigi tespit edilmistir
(Ward vd., 2005; Holmes vd., 2009; Keskin ve Atar, 2013; Geiger vd., 2014,
Knebelsberger vd., 2014).

1.7.3. 16SrRNA

Mitokondriyal DNA’nin en iyi korunmus dolayisiyla en az mutasyon biriktiren
bolgelerinden biri olan 16S rRNA (Allard vd., 1992; Brown, 1985; Santos vd., 2003)
balik filogenetigi ile ilgili caligmalarda yogun bir sekilde kullanilmigtir. Ayrica, evrilme
hizinin protein kodlayici genlerin yaris1 kadar olmast tiirlerin daha iyi tanimlanmasi igin
tercih edilmesinin bir diger nedenidir (Brown vd., 1982). 16S rRNA mitokondriyal
genin ayrica balik tiirlerini ayirt etmek igin iyi bir belirte¢ oldugu gosterilmistir ve
Cypriniformes'in ¢esitli ailelerindeki tiir aras1 arastirmalarda kullanilmigtir (Simons vd.,
2003; Borowski ve Mertz, 2001; Turan vd., 2008).

1.8. Literatur Ozeti

1.8.1. Morfolojik Calismalar

Phoxinus cinsi Rafinesque 1820 (Leuciscinae, Cyprinidae, Teleostei) Uyeleri,
Avrupa ve Kuzey Asya'da dagilim gosteren, soguga uyumlu kii¢lik tatlisu baliklarinin
bir grubudur (Kottelat, 2007; Strange ve Mayden, 2009). Avrupa mini inci baligi,
Phoxinus Rafinesque 1820 cinsinin g¢esitli tiyeleri i¢in yaygin bir isim olup, Kuzey
Avrasya'daki akarsularda yasayan ve Avrupa'da tek bir tiir olan Phoxinus phoxinus
(Linnaeus, 1758) olarak kabul edilen her yerde kigcilk sazansi baliklardir. Boyle genis
bir dagilim, P. phoxinus'un tek bir tiire veya bir grup tiire ait olup olmadig1 sorusunu
akla getirmektedir. Dolayisiyla Phoxinus'un taksonomisi ve sistematigi hala iyi
¢Oziilmiis degildir (Kottelat, 2007).

Benzer genis dagilimlara sahip Gobio gobio veya Cobitis taenia gibi diger

taksonlar hakkindaki arastirmalar, yeni veya yeniden kurulmus eski taksonlar1 ortaya
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cikarmistir (Perdices vd., 2003; Mendel vd., 2008). Palandacic vd. (2015) bu durumun
P. phoxinus iginde gegerli olabilecegini diistinmektedir. Morfoloji temelli ¢aligmalar
Dogu Karadeniz havzasi i¢in P. colchicus Berg 1910'u (Bogutskaya ve Naseka, 2004),
Adriyatik havzasi i¢in P. lumaireul Schinz 18401 ve Veleka (Bulgaristan) ve Resowska
(Turkiye) drenajlarindan P. strandjae Drensky 1926'yi (Kottelat, 2007) ortaya
cikartmistir. Buna ek olarak, Kottelat (2007) Fransa, ispanya ve Yunanistan'da sirasiyla
kisith dagilim gosteren ii¢ yeni tiir P. bigerri, P. septimaniae ve P. strymonicus'un
varligin1 onermistir.

Ayrica, IUCN taksonomik notlarina gore, Drin ve Skadar drenajlarindan Phoxinus
populasyonlarinin kimligi daha fazla aragtirmayi gerektirir. Gollerin drenaji Skadar ve
Ohri, yaygin Balkan Yarimadas1 gibi yiliksek seviyede endemiklik nedeniyle biliniyor ve
Balkanlar'daki Phoxinus ¢esitliligini zaten 6ngériilenden daha yiiksek seviyede tutuyor
(Kottelat ve Freyhof, 2007).

Son zamanlarda Bianco ve Bonis (2015), Italya ve balkanlardaki Phoxinus
tirlerini ele alip Phoxinus phoxinus tiiriiniin yeniden tanimlanmasinin yani sira bu
bolgelerden 4 yeni tiir tammmlanmustir. Bu tirler Phoxinus ketmaieri (Krk adasi, zrmanje
nehri), Phoxinus karsticus (Trebinje nehri, Bosna hersek), Phoxinus apollanicus
(Maraca-Zeta nehir sistemi, Skadar golu) ve Phoxinus likai ( Lika bolgesi)’dir. Diger
tanimlanmus tiirler ise Phoxinus brachyurus (Berg, 1912), Phoxinus grumi (Berg, 1907),
Phoxinus issykkulensis (Berg, 1912), Phoxinus keumkang (Chyung, 1977), Phoxinus
oxycephalus (Sauvage and Dabry de Thiersant, 1874), Phoxinus oxyrhynchus (Mori,
1930), Phoxinus semotilus (Jordan and Starks, 1905), Phoxinus tchangi (Chen, 1988),
Phoxinus ujmonensis (Kaschenko, 1899), Phoxinus csikii (Hankd, 1922) ve Phoxinus.
marsilii (Heckel, 1836)’dur.

Tirkiye’de dagilim gosteren Phoxinus strandjae ilk olarak Bulgaristan'daki
Istranca dag havzasindan Drensky (1926) tarafindan tanimlanmistir. Daha sonra
Bulgaristan ve Tirkiye'de Yildiz Daglarindan Karadeniz'e akan Veleka ve Rezve
drenajlarindan bu tiir bildirilmistir (Kottelat, 2007). Onceleri Phoxinat (1997) ve
Vassilev ve Pehlivanov (2005), tarafindan Phoxinus phoxinus'un sinonimi olarak kabul
edilen P. strandjae daha sonra Kottelat (2007), tarafindan gegerli tiir olarak verilmistir.
Avrupa tatlisu baliklar1t Nesli tehdit altinda olan tiirlerin kirmizi Listesi (IUCN)
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kistaslarina gore degerlendirildiginde, tiirlerin yalnizca bu iki drenajda oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle, tehdit altindaki tiirler (EN) arasinda gosterilmektedir
(Kottelat ve Freyhof, 2007; Freyhof ve Brooks, 2011). 2000 ile 2014 yillar1 arasinda
Tiirkiye'de yapilan son saha arastirmalari sirasinda, P. strandjae, on farkli kii¢iik

havzada 17 farkli lokasyonda bulunmustur.

Avrupa Phoxinus tiirlerinde, genel olarak geleneksel taksonomi tarafindan
kullanilan morfolojik karakterler, trler arasi iliskilerin ¢oziimlenmesi igin sinirh
filogenetik bilgi sunmaktadir ve morfolojik ¢alismalar ile cins icindeki kabul edilen
tiirlerin bazilarmin gegerliligi konusunda fikir birligine varilamaz (Kottelat ve Freyhof,
2007; Kottelat, 2007; Bianco, 2014).

Ek olarak, Phoxinusun morfometrik geometri c¢alismalari, tiirlerin
sinirlandirilmasi i¢in Onerilen karakterlerin bazilar1 (6rn. Goz capi, kaudal pedinkle
derinligi) etkileyen yasam alanina bagimli olarak viicut biciminde esneklik
gosterebilmektedir (Colin vd., 2011; Ramler vd., 2016). Diger tarfatan geometrik
morfometrik yontemlerin tiirlesme siireclerini tespit etmek icin gii¢lii araglar oldugu
gosterilmistir (Kerschbaumer vd., 2014; Kerschbaumer vd., 2010; Ramler vd., 2014).
Yine de, Phoxinus cinsindeki molekiiler ¢alismalarla ortaya atilan belirgin gesitliligin
morfolojik karsililiginin olmamasi1 (Knebelsberger vd., 2015; Palandacic vd., 2015)
cinsdeki kriptik soylarin varligina isaret etmektedir. Su anda, Kuzeydogu Atlantik,
Kuzey Denizi, Baltik ve Karadeniz havzalarini igeren ¢ok genis bir dagilim gdsteren P.
phoxinus ile Avrupa drenaji i¢in 11 Phoxinus tiri 6nerilmektedir (Kottelat ve Freyhof,
2007). Kottelat (2007) ve Kottelat ve Freyhof (2007), Tuna mini inci baligini, P.
phoxinus'dan farkli bir soy olarak belirttiler ancak Palandacic vd. (2017), bu ayrima

olanak saglayan morfolojik 6zelliklere sahip olmadiklarini iddia etmektedirler.

1.8.2 Genetik Calismalar

Simons ve Richard Mayden (1998), Kuzey Amerika’da dagilim gosteren
Phoxinus tiirlerinin 12S ve 16S ribozomal gen bdlgelerini ¢alismigtir. Yapilan bu
caligmada Amerika’nin kuzeyinde dagilim gosteren sazanlarin taksonomik problem

oldugunu ve kitalarin ayrilmasi ile drenajlar nedeniyle sazan tiirlerinin belirli cografik
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kistaslara sahip oldugu ortaya koyulmustur. Amerika’nin batisinda dagilim gosteren

Phoxinus tarlerinin %50°sinin monotipik cins 6zelligi gosterdigi belirtilmektedir.

Uzakdoguya endemik 7 tiirlin belirsiz olan taksonomik iligkilerinin irdeleyen
Sakai vd. (2006), uzakdogu Phoxinus tiirlerinin aslinda filogenetik olarak Avrupalilarla

uzaktan iliskili oldugunu ileri stirmiistiir.

Imoto vd. (2013), 31 tiirtin kullanildig1 ve tatli su balik taksonlarin filogenetik
iligkilerini ve biyocografi dagilim modelini ortaya koymaya calistiklar1 ¢alismarinda
filogenetik ¢6ziimleme yapildiginda uzak doguda dagilim gésteren Phoxinin tlrlerinin
monofiletik oldugu ve Kuzey Amerika’da dagilim gosteren Phoxinin tirlerinin

Leuciscince soyuna yakin oldugu ortaya koyulmustur.

Mitokondri introgresyonun etkisi nedeniyle ¢ok diisiik tiirler aras1 farklilik veya
haplotip paylasimi gosteren Phoxinus’unda i¢inde oldugu 8 sazansi genusununa ait
tirlerin tanimlanmasi1 ugrasindaki tutarsizliklar1 giderebilmek amaciyla Behrens-
Chapuis vd. (2015), tarafindan mitokondri COI'nin tutarsizlik gosterdigi taksonlarda

rhodopsin geninin barkod olarak eszamanli kullaniminin avantajlar1 degerlendirilmistir.

Palandacic vd. (2015), tarafindan gergeklestirilen ve Balkan Yarimadasi'ndaki
Phoxinus phoxinus populasyonlarinin  300'den fazla &rnek (zerinden molekiler
yontemlerle phylocografik dagiliminmi degerlendirmeyi amacglandig1 bu ¢alismada Bati
Balkan Yarimadasi igin iki tiir (Danubian P. phoxinus ve Adriatic P. lumaireul)
Onerildi. Mitokondri sitokrom b ve RAG1 genlerinin Bayesian ve ML yontemleri
kullanilarak gergeklestirilen molekiler analizi sonuglar1 Phoxinus sp.'nin ¢ok yonli

komplekslikligine isaret ettigi rapor edilmistir.

Palandacic vd. (2017), kriptik tiirlesme ve hakkindaki taksonomik tartigmalar
nedeniyle Avrupa P. phoxinus tir kompleksinin revizyonu morfolojiye dayali tar
hipotezleri tip 6rnekleri ve tarihsel mize materyali de dahil olmak (izere molekiler
verilerle degerlendirilmistir. Bu revizyon c¢alismasinin sonuglar1 gére 14 birincil
hipotezin 3’U (P. ketmaieri, P. likai ve P. apollonicus) reddedilirken P. bigerri ve P.

colchicus tiirlerinin varligi desteklenmistir. P. strandjae, P. strymonicus ve P. morella
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tirleri i¢in saghkli bir karar verilebilmesi i¢in daha fazla 6rnek daha derinlemesine
calisilmasi1 gerektigine karar verilmistir. Son olarak, morfolojik tdrlerin altis1 (P.
phoxinus, P. lumaireul, P. karsticus, P. septimanae, P. marsilii ve P. csikii) mitokondri

tarafindan iyi ancak niikleer veri analizi ile sinirli bir sekilde desteklenmistir.

1.9. Calismanin Amaci

Son morfolojik (Kottelat, 2007; Kottelat and Freyhof, 2007) ve molekuler
caligmalar (Geiger vd., 2014; Knebelsberger vd., 2015; Palandacic vd., 2015) P.
phoxinus'un bir tiir kompleksi oldugunu belirtmektedir. Avrupa'daki Phoxinus cinsi
daha genis filogenetik calismalar (6rnegin Zardoya ve Doadrio, 1999) kapsaminda
yiizeysel olarak konu edilmesine ragmen bu eksiklik Palandacic vd. (2017), tarafindan
gerceklestirilen genis capli revizyon calismasiyla giderilmistir. Bununla birlikte,
Kottelat (2007), tarafindan da dile getirildigi tizere Anadolu bdlgesindeki Phoxinus
populasyonlarin incelenmesi i¢in daha fazla taksonomik calismaya ihtiya¢ oldugu
diistiniilmektedir. Bu eksikligin giderilmesine katki saglamak amaciyla turlerin
morfolojik olarak incelenmesine destek olarak Anadolu’daki populasyonlarinin genetik
olarak tanimlanmasina ve Xkarsilastirilmasina olanak saglayacak bir ydntem olan
mitokondri gen dizilerinin analizi tercih edilmistir. Ancak, tek gen yaklasimlari,
taksonomik c¢ikarim ic¢in bazi hatalara neden olabileceginden mevcut ve olast yeni
tirlerin genetik teshisi ve aralarindaki iliskilerin degerlendirilmesi sitokrom b, 16S
rRNA ve sitokrom oksidaz 1 gibi coklu mitokondri DNA belirtecleri birlikte

kullanilarak gerceklestirilmistir.
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1.  Ornek Temini

Calisma materyali olan Cyprinidae familyasina ait Phoxinus cinsine ait balik
orneklemeleri dagilim gosterdikleri Giliney Marmara, Trakya ve Bati Karadeniz
bolgesinde 2015-16 yillarinda gergeklestirilmistir. Etkili bir érnekleme icin Glney
Marmara, Trakya ve Bati Karadeniz bolgesini temsil edecek sayida ve cografik

pozisyonda segilen lokaliteler Sekil 2’te verilmistir.

Sekil 2. Phoxinus populasyonlarinin 6rneklendigi istasyonlar1 gosteren harita.

Arazi caligmalari esnasinda 6rneklenen toplam 67 Phoxinus bireyinin lokalitelere
dagilim1 ve ait olduklar1 lokaliteler Tablo 2’de listelenmistir. Orneklenen bireylerden
yaklasik 40 mg beyaz kas dokusu alinarak % 96’°lik alkolde fikse edilerek laboratuvar
calismasiin yiiriitiilecegi Recep Tayyip Erdogan Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi

Genetik Laboratuvarina transfer edilmistir.

2.2.  Phoxinus Bireylerinden DNA Eldesi

DNA eldesi islemine kadar -20°C’de saklanan kas dokularindan 10-20 mg kadar
alinip 1,5 ml’lik eppendorf tiiplere konulmustur. Bu asamadan itibaren balik beyaz kas
dokusundan DNA eldesi, Promega Wizard® Genomik DNA Izolasyon Kiti (Madison,
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Tablo 2. Phoxinus 6rneklemesinin yapildig: istasyonlar, koordinat ve drnek sayisi (N).

Lokaliteler Koordinatlar Rakim N
Uludere, Hendek, Kocaeli 40°49.251'K/30°46.030'D 300 15
Kocacgay, Kalkim, Canakkale 39°49.616'K/27°08.816'D 253 12
Abant Goll, Bolu 40°36.584'K/31°16.605'D 1329 10

Sogucak Deresi, Vize, Kirklareli 41°38.612'K/27°39.387'D 291 8
Poyrali Deresi, Pinarhisar, Kirklareli 41°37.489'K/27°35.530'D 244 12
Rezve Deresi, Demirkoy, Kirklareli  41°53.392'K/27°33.612'D 290 10

o 01 A W DN B

WI, USA) protokoliine gére yiiriitiilmiistiir. Ornek basma 500 pl Nuclei Lizis ¢ozeltisi
ve 120 ul 0,5 M EDTA (pH 8) cozeltisi igeren karisim buzda donma noktasina
gelinceye dek yaklasik 5 dakika bekletildi. 600 pl nuclei Lizis ve EDTA karigimi
herbirinde ayr1 6rneklere ait olan dokularin bulundugu eppendorf tliplere konuldu. Daha
sonra herbir tipe 20 mg/ml 20 pl Proteinaz K eklendi. Isitmali ¢alkalayici cihazinda
55°C’ de ve 1000 rpm‘de doku tamamen pargalanincaya kadar yaklasik 3 saat inkiibe
edildi. 3 pl RNase solusyonu eklenip tlpteki igerigin iyice karigmasi igin yeterli tekrarla
ters diz edilerek 30 dakika 37 °C‘de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra
karigtmin sicakligmin oda sicakligina diismesi i¢in 5 dakika bekletildi ve oda
sicakligindaki 6rnege 200 pl protein ¢oktiirme ¢ozeltisi eklenip yiiksek hizda 20 saniye
vortekslendikten sonra 5 dakika buzda bekletildi. Karisim 4 dakika 16000 rpm’de
santrifiij edildikten sonra ¢okelen protein kicik beyaz bir pellet halinde belirmistir.
DNA iceren iist s1v1 (sipernatant) dikkatli bir sekilde alinarak 600 ul izopropanol igeren
mikrosantrifuj tlplerine aktarildi ve icerik DNA zincirleri ipliksi yapida gozle
goruninceye dek yavasga ters diiz etmek suretiyle karistirildi. Bu asamadan daha sonra
16000 rpm’de 1 dakika santrifuj edilerek cokelen DNA pellet slpernatant
uzaklastirildiktan sonra 600 pl etanol ile iki defa yikanmistir. Takiben 16000 rpm’de 1
dakika santrifiigasyondan sonra etanol mikropipet yardimiyla dikkatlice alinmustir.
DNA orneklerindeki kalan etanolu ortamdan tamamen uzaklastirabilmek igin 37°C deki
etlivde 10-20 dakika bekletildi. Etanol tamamen uzaklastiktan sonra zerine 100 pl

DNA rehidrasyon ¢ozeltisi eklenip 65 °C’de 1 saat siireyle inkibe edildi.

Izole edilen DNA daha sonraki islemlerde kullanilmak iizere 2-8 °C’de

buzdolabinda muhafaza edilmistir.
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2.3. Cahsmada Kullanilacak Primerlerin Tasarim ve Sentezi

Calismanin hedefine ulagmasi igin gerekli olan sitokrom b (cyt b), 16S rRNA,
genlerinin artirilmasi i¢in gerekli olan ve daha 6nce Genbank veri tabanina girilmis olan
sazansi ailesine ait yakin taksonlarin ilgili gen dizileri BioEdit (Thompson vd., 1997)
programi altinda c¢alistirillan ClustalW ¢oklu mukayese opsiyonu kullanilarak
cakistirildi. Kullanilmasi diistintilen bu gen dizilerinin komsu veya u¢ kisimlarinda
belirlenen korunmus bolgelere uygun primer ciftleri FastPCR (Kalendar vd., 2009)
programi yardimiyla tasarlanarak ticari bir firmaya (Macrogen, Hollanda) sentez
ettirilmistir (Tablo 3).

Tablo 3. Sitokrom b, 16S rRNA ve COI genlerinin artirilmasi ve dizin analizi igin
kullanilan primerler.

Primer Nukleotid Dizisi (5'-3") Tm (°C) Kaynak
Cvib PHCytF CAACTACAAGAACATGGCAAGCC 62.9 Bugalisma
Y PHCytR CTTCGGATTACAAGACCGATGC 62.1 Bugalisma
CGTAACATGGTAAGTGTACCGG .
16SrRNA PH16SF 62.1 Bucalisma

PH16SR  GCAATTWACCATGCTCTGCCACCCC 69.1 Bucaligma
FishF1 TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC 66.3 Ward et al., 2005
FishR1 TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA 66.3 Ward etal., 2005

2.4.  Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Uygulamalari

2.4.1. Hedef Mitokondri Gen Dizilerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
Yardim Ile Artirilmas

Orneklerden elde edilen total DNA’lardan cyt b, 16S rRNA ve COI genlerinin
arttirtlmasi i¢in polimeraz zincir reaksiyon karisiminda olmasi gereken kimyasallar ve
konsantrasyonlar1  Tablo 4’de verilmistir. Polimeraz  Zincir Reaksiyonunu
gerceklestirmek icin BIORAD T100TM (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) model gradient

Ozellikli 1s11 dongii cihazi kullanilmistir.

Primerlerin kalip DNA’ya baglanma sicakliklar1 (Tm) ve PZR icin gerekli olan
bilesenlerin  miktarlarinin  ayarlanabilmesi  igin  optimizasyon reaksiyonlari
gerceklestirildi. Sitokrom b geninin arttirtlmasi igin Tablo 3’teki PHCytbF ve PFCytbR

primerlerinin erime sicakliklar1 (Tm) dikkate alinarak gradient (55-63°C) bir reaksiyon
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olusturuldu ve en uygun sicakligin 58°C oldugu belirlendi. Ayni1 sekilde 16S rRNA geni
icinde Tablo 3’teki PH16SF ve PH16SR primerlerinin erime sicakliklar1 (Tm) dikkate
alimarak 10 olasilikli (63-70 °C) bir reaksiyon olusturuldu ve en uygun tutunma
sicakliginin 59.0 °C oldugu belirlendi. Son olarak sitokrom c¢ oksidaz geni icin verilen
Tablo 3’teki PHCOIF ve PHCOIR primerlerinin erime sicakliklart (Tm) dikkate
almarak 10 olasilikli (63-70 °C) bir reaksiyon olusturuldu ve en uygun erime

sicakliginin 61.0 °C oldugu belirlendi.

Herbir primer ¢ifti i¢in uygun baglanma sicakliklari belirlendikten sonra Tablo
4’te verilen yogunluklardaki kimyasallar ile Tablo 5’teki dongii kosullar1 kullanilarak
Polimeraz zincir reaksiyonu gergeklestirildi. PCR uygulamalarinda olusabilecek DNA
Kirliligini tespit edebilmek amaciyla her reaksiyonda genomik DNA icermeyen negatif

kontroller kullanilmastir.

Tablo 4. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan kimyasallar.
Kimyasallar Konsantrasyon Cytb  16SrRNA Col

5X PZR tamponu 10ul 10ul 10ul
dNTP karisimi 10 mM Sul eul 4pl
MgCl; 25mM 3ul Sul 3.5ul
Primerler* 10 pmol 1l +1pl  Ipl+1pl 1l +1pl
Taq DNA polimeraz 5U/ul 0,2ul 0.2ul 0.2ul
Total DNA 50 (ng/ml) 6ul 7ul 3ul
ddH.O 23.8ul 19.8ul 27.3ul
Toplam 50ul 50ul 50ul

*{leri ve geri primerler

PCR drlnlerinin varlik ve biyiikliik kontrolinu gergeklestirmek i¢in genomik
DNA’nin kalitesinin belirlenmesinde yapilan islemler % 1°’lik agaroz jel hazirlanarak
tekrarlandi. PCR drtnleri 100 bg’lik DNA Leader (Promega) ile kosturularak
bayuklikleri belirlendi. Bu kontrol islemleri tamamlandiktan sonra arzu edilen
yogunluk ve blylklige sahip oldugu degerlendirilen PCR driinleri DNA dizin analizi

isleminde kullanilmak tizere -20 °C de muhafaza edilmistir.
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Tablo 5. PCR dongu kosullari.

Sicaklik (°C) Zaman (dk)  Dongii Sayisi
Ik Ayrilma 94 3 1
Ayrilma 94 1
Yapisma 58.0%/59.0°/61.0° 1 35
Uzama 72 1
Son Uzama 72 7 1
4 Q0

Not: a. Sitokrom b primerleri icin tutunma sicakligi (Tm)
b. 16S primerleri i¢in erime sicakligi (Tm)
c. COI primerleri i¢in erime sicakligi (Tm)

2.4.2. DNA ve PCR Uriinlerinin Kalite ve Miktariin Belirlenmesi

Genomik DNA eldesi ve PCR drinlerinin varligi ve biiyiikliigiiniin tespiti igin
ornekler 1X TAE ve agaroz karisimi kaynatilip sogutulurken etidyum bromiir ile
boyanan % 0.8 ve 1.2’lik agaroz jele yuklendi, 1X TAE tamponunu iceren elektroforez
kilvetinde 90 voltta 20 dakika elektrik akimina maruz birakildi. Orneklerin yiiriitiildiigii
agaroz jelin goriintillenmesi islemi Quantum-Capt ST4 sistem (Vilber Lourmat,
France)’deki ultraviyole transilliiminatorde gergeklestirildi. Total DNA ve PZR
urinlerinin yogunlugu, safligin1 ve kalitesi Nanodrop 2000C model spektrofotometre
(Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA) kullanilarak belirlendi.

2.5. DNA Dizin Analizi

Cift zincirli PCR drlnleri temizlendi ve DNA dizin analizleri ¢ift yonlu olarak
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystem)
kullanilarak ABI PRISM 3730x1 Genetic Analyser (Applied Biosystem, USA) ile ¢ift

zincir i¢in Macrogen Inc. (Amsterdam, Hollanda)‘de gerceklestirildi.

2.6. Veri Analizi

2.6.1. Mitokondri DNA Varyasyonu ve Nukleotit Kompozisyonu

DNA Dizin analizi ile rapor edilen 67 mtDNA Cyt b, 16S rRNA ve COI gen
dizileri filogenetik analizlerde kullanilacak hale getirebilmek icin Bioedit v7.0 (Hall,
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1999), programi yardimiyla hizalandi. Nukleotidlerin kompozisyonu, haplotip sayisi
(H), haplotip frekanlari, haplotip ¢esitliligi (Hd) ve niikleotid ¢esitliligi (7) gibi genetik
cesitlilik indeksleri DnaSP v5.10.1 (Rozas, 2009) programi yardimiyla belirlenmistir.

Mitokondri 16S rRNA, sitokrom b, COI genleri ve kombine verisetleri icin
populasyon ciftleri arasindaki genetik mesafeler MEGA versiyon 7.0 (Kumar vd., 2016)
programi kullanilarak belirlendi. Ek olarak, sitokrom b geni verisetine dayali olarak

tespit edilen haplogruplar arasindaki genetik mesafeler de hesaplandi.

2.6.2. Populasyon Yapi Analizi

2.6.2.1. Wright’in F istitistigi

Wright (1951), tarafindan gelistirilen ve tiir igindeki popiilasyonlar arasi
farklilasma diizeyini belirlememizde bize yardimci olan Fsr istatistiginin hesaplanmasi
Arlequin versiyon 3.5.2.2 yazilim paketinde (Excoffier and Lischer, 2010)
gerceklestirilmistir. Ikili fiksasyon indeksi (Fst) 0-1 araliginda bir deger alir. Sayet Fst
degeri 0 ise iki populasyonlar arasinda genetik farklilasma yoktur ve populasyonlar
arasinda iretken birey gegisi olmaktadir. Fst degeri 1 ise biiyiikk bir genetik
farklilagmanin oldugu diger bir deyisle her bir populasyonun tamamen farkli allellere
sahip olduklar1 sdylenebilir (Helfman vd., 2009). Herbir populasyon cifti arasindaki
olas1 gen akisi, belirlenen Fst degerleri kullanilarak Wright (1951)’in Nm=[(1/FsT)-1]/4

formuliiniin kullanimiyla hesaplanmaktadir.

2.6.2.2. Molekuler Varyans Analizi (AMOVA)

TUm populasyon c¢iftleri arasindaki genetik farklilasma katsayisini tahmin etmek
icin ikili Fst degerini hesaplanmustir. Istatistiki Snemi gosteren P degerini hesaplamak
igcin 10000 permutasyon kullanilmistir. Populasyon farklilagsmasinin = varliginin
analizinde olas1 gruplarin belirlenmesinde cografik dagilim ve Fst degerlerinden
yararlanilmistir. Verisetimiz iizerinden DnaSP programinda olusturulan tahmini gruplar
(arp. formatinda) kaydedildikten sonra Arlequin v3.5.2.2 (Excoffier and Lischer, 2010)

programi altinda ¢alistirtlan molekuler varyans analizi (AMOVA, Excoffier vd., 1992)
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opsiyonu ile toplam molekiiler varyansin ne kadarinin gruplar arasinda, grup iGi
populasyonlar arasinda ve populasyon igindeki bireyler arasindaki farkliliklardan

kaynaklandig1 hesaplanmastir.

2.6.3. Tarihsel Demografik Hikaye

2.6.3.1. Uyumsuzluk Dagilim Analizi

Populasyonlarin niifus artigina maruz kalip kalmadigi diger bir deyisle dengede
olup olmadigr DnaSP v5.10.1 (Rozas, 2009) programi altinda elde edilen ikili grup
farkliliklar1 ortalamalarin1 igerecek sekilde gergeklestirilen uyumsuzluk dagilim

analizleri (Slatkin and Hudson, 1991) yardimiyla belirlenmistir.

2.6.3.2. Notralite Testleri

Notralite teoriden sapmanin sinanmasi diger bir deyisle P. strandjae’nin
demografik Oykiislinii incelemek ve populasyon genisleme siirecini tahmin etmek
amaciyla Arlequin v3.5.2.2 (Excoffier ve Lischer, 2010) programi altinda ¢alistirilan
hem Tajima’nin D (Tajima, 1989) hem de Fu’nun Fs (Fu, 1997) testleri 1000 tekrarl
simiilasyon yoluyla gerceklestirilmistir.

2.6.4. Filogenetik iliskiler

Phoxinus turleri ve haplotipler arasindaki iliskiler, MEGA versiyon 7.0 (Kumar
vd., 2016) programi altinda ¢alistirilan komsu katilim (NJ: Neighbour-Joining),
maksimum tutumluluk (MP: Maximum Parsimony) ve maksimum olasilik (ML:
Maximum Likelihood) analizleri yardimiyla tahmin edilmistir. Phoxinus phoxinus
(GenBank erisim numarast NC_020358), Phoxinus steindachneri (GenBank no:
NC_015357) ve Phoxinus semotilus (GenBank no: NC_029341) filogenetik analizler
igin dis grup olarak kullanilmistir. Maksimum olasilik analizi i¢in en uygun baz degisim
modeli, Posada (2008)’ya gore Akaike Bilgi Kriteri (AIC)’ini kullanarak jModelTest
0.1.1 (Posada, 2008), programi kullanilarak belirlenmistir. NJ ve MP analizleri, 10000
rasgtele ilave tekrarlar olusturmak ve TBR (Tree-bisection-reconnection) yontemi
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kullanmak suretiyle gerceklestirilmistir. Aga¢ topolojisindeki dallar arasindaki destek
degerleri 1000 tekrar Sec-bagla (Bootstrap) testi (Felsenstein, 1985) ile belirlenmistir.
Model seciminden sonra jModelTest ile belirlenen en uygun baz degisim modeli dikkate
alinarak maksimum olasilik analizi 10 rasgele ilave kopya, TBR (Tree-bisection-

reconnection) yontemi ve 500 tekrarli se¢-bagla testi ile gergeklestirilmistir.
2.6.5. Haplotip Baglant1 Analizi
Haplotiplerin ag ¢ikarimina dayanan intraspesifik iliskiler, POpART v1 (Leigh

ve Bryant, 2015) altinda ¢alistirilan medyan birlestirme (Median-joining-MJ) ag
(Bandelt vd., 1999) ile olusturulmustur.
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3. BULGULAR

Mini inci balig1 bireylerine ait mitokondri DNA sitokrom b (1141 bg), 16S
rRNA geni kismi dizisi niikleotid dizisi (1641 bg) ve sitokrom oksidaz alt {inite I geni
(652 bg), iilkemiz i¢ sularimizda dagilim gosteren mini inci baligini temsilen toplam 5
farkli lokaliteden 6rneklenen 67 birey i¢in DNA dizin analizine tabi tutuldu (Tablo 2).
Calisilan mini inci balig1 6rnekleri i¢in sitokrom b geni i¢in 45’1 (% 3,9) parsimonik
bilgi verici 65 degisken (% 5,6), 16S rRNA kismi geni igin 22’si parsimonik bilgi verici
(% 1,3) ve 32 (% 1,9) degisken, COI i¢in ise 6’s1 parsimonik bilgi verici (% 0,9) ve 13
(% 2,0) degisken, niikleotit pozisyonu belirlendi (Tablo 6). Hendek 1 nolu bireye ait her
3 mitokondri bolgesi niikleotit dizileri referansliginda mitokondri DNA sitokrom b geni
icin 6 adet, 16S rRNA gen bolgesi niikleotid dizilerinin analizi sonucu toplamda 8 adet,
kismi COI geni i¢in 11 adet, kombine veri seti (16S rRNA+COI+Cytb) icin 13 adet
haplotip (Tablo 7) belirlenmistir. Haplotip dagilim ve frekans analizleri, haplotiplerin
1’den fazla populasyon tarafindan paylasilmadigi ve mini inci balif1 bireylerinin

populasyon i¢ginde baskin haplotipler altinda kiimelendikleri tespit edilmistir (Tablo 7).

Mini inci balig1 populasyonlari arasindaki ikili dizi farkliligi degerleri 16S rRNA
icin %1.29 (Hendek-Poyrali) - %0.06 (Poyrali-Sogurcak) (Tablo 8), COI i¢in %1.39
(Hendek-Poyrali) - %0.3 (Poyrali-Sogurcak/Hendek-Kalkim) (Tablo 9) sitokrom b i¢in
%3.29 (Hendek-Poyral1) - %0.07 (Hendek-Kalkim) (Tablo 10) ve kombine veri seti igin
%1.83 (Hendek-Poyrali) - %0.33 (Poyrali-Sogurcak) (Tablo 11) araligindadr.

Sitokrom b geni verisetlerine dayali olarak belirlenen soy gruplari arasinda
%2.06-3.44’liik bir genetik varyasyon belirlenmistir (Tablo 12). Dowling vd. (2002)’nin
fosil verilerine ve cyt b dizi karsilastirmalarina dayali tahmin ettigi ve sonraki sazansi
filogenisi ¢alismalarinda (Doadrio ve Carmona, 2004; Durand vd., 2003) kabul gdéren
milyon yil basina % 1.05'lik bir ayrilma oranini kullanilmistir. Bu Olglimleme ve
haplogruplar arasindaki genetik mesafeler esas alindiginda P. strandjae populasyonlari
arasindaki ayrilma zamanlarinin 2.16 ile 3.5 milyon yil 6nce (Tablo 12) aralifinda
oldugu tahmin edilmistir. Dolayisiyla bu zaman araligindaki genetik farklilasmaya

neden olabilecek olaylar incelenmistir.
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Tablo 6. Tirkiye i¢ sularindaki mini inci balig1 kombine verisetine ait degisken niikleotit pozisyonlari.

H1
H2
H3
H4
H5
H6é
H7
H8
H9

H10

H11

H12

H13

1111112112111211122222222222222222222222222222222222222222222222333333333333333333333333
111144445566678881122336666667789901111133344444444455566667777777788888899999999000000011111112222223334
13566288933343811590232912060144572645632334767913445688912806990224566705789901344699023478901678990223560360
74001156712333737267906971032501945153217698238028140256205503395097928745381705628609898516173165459179435237
GGGTGGAACAGATAAAGGGCTAAGTGGTTCAATATTTCAGGCCACATGCGAGACTTGAAGGACCCAAATCGGGGGAAGCTAGACAAAAACCCCAAGATGGCCAAAGACGA

...................................................................................................... Govennn
................................................ L T

A TA...... AL, AC T A T G...AL.A........ G [C— [CHR [C—
AAA_A_G.._A.GGC.AAA_ . T.ALAC.T........ G..TTG.G.A_.C._T.CAG..TGT.T.G.C._A_AA_GAT. . A_._.... G.TTA.G...AAAT...A_.A
AAA_A_G.._A_.GGC_.AAA_ . T.ALAC.TT....... G..TTG.G.A_.C._T.CAG..TGT.T.G.C._A_AA_GAT. . A_._... G.TTA.G...AAAT...A_.A
AAA_A_G.._A_GGC_AAA_ . T.ALAC.TTG...... G..TTG.G.A_.C._T.CAG..TGT.T.G.C._A_AA_GAT. . A_._... G.TTA.G...AAAT._._A__A.
AA._ . _AGG..AGG...AA.T....CAC.......... GTA.T..GC..AAGTC...Gcvneiiaaaan AA. ... CG...G.G...T..CG.G....... GAG.A
AA._ . _AGG..AGG...AA.T....CAC.......... GTA.T..GC..ALA.TC...Goceeeii e AA. ... CG...G.G...T..CG.G....... GAG.A
.A_CA.G.T.A.G.GGAAA.C.GACAAC...GC.GCC.G...TG.G T..AG.T..T CT.AAAAG.A.. ... T.GTG.TT..CG...AA. . ... A..A
-A_CA_G.T.A_G.GGAAA_C.GACAACC. .GCCGCCTG...TG.G...A_.__T._.A.GAT..T.G..CT.-AAAAG.A._ ... T.GTG.TT..C.A.CA__._.. A_TAG
_A_CA_G.T.A_G.GGAAA_C.GACAACC. .GCCGCCTG...TG.G...A._._.T..A.GAT..T.G..CT.-AAAAG.A. .. _.GT.GTG.TT..C.A.CA_ .. ... A_TAG
_A_CA_G.T.A_G.GGAAA_C.GACAACC. .GCCGCCTG...TG.G...A._._.T..A.GAT..T.G.GCT.AAAAG.A. .. _.GT.GTG.TT..C.A.CA_ .. ... A_TAG
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Tablo 7. Turkiye i¢ sularindaki mini inci balig1 populasyonlarina ait 6rneklerin 16S rRNA, COI, Cyt b ve kombine veriseti

haplotiplerinin populasyonlara dagilimi ve frekanslari.

16S rRNA Col
E¥58%F B3BBGz
I ¥ < X n o I X < @ o o
H1 15 H1 15
H2 12 H2 12
H3 1 H3 10
H4 8 H4 10
H5 1 H5 8
H6 10 H6 12
H7 8
H8 12

15 12 10 10 8 12

15 12 10 10 8 12

H1
H2
H3
H4
HS
H6
H7
H8
H9
H10
H11

Cytb Kombine Veriseti
553%s £353%:
T ¥ < ¥ v o T ¥ < xx oo o
10 H1 10
4 H2 4
1 H3 1

12 H4 12
10 H5 1
1 H6 8
9 H7 1
8 H8 1
7 H9 9
4 H10 8
1 H11 7
H12 4
H13 1

15 12 10 10 8 12

15 12 10 10 8 12
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Tablo 8. 16S rRNA genine dayali1 populasyonlar arasindaki (alt diyagonal) ve icindeki
(diyagonal) genetik farkliliklar.

Lokaliteler 1 2 3 4 5 6
HDK  0,00000

KLK  0,00367 0,00000

ABT 0,01107 0,00859 0,00024

RZvV  0,00860 0,00736 0,00859 0,00000

SGK 0,01223 10,0984 0,00909 0,00985 0,00000

PYL 0,01296 0,01046 0,00971 0,01047 0,00061 0,00000

o O A W DN B

Tablo 9. COI genine dayali populasyonlar arasindaki (alt diyagonal) ve icindeki
(diyagonal) genetik farkliliklar.
Lokaliteler 1 2 3 4 5 6
HDK  0,00000

KLK  0,00307 0,00000

ABT  0,00617 0,00617 0,00000

RZV ~ 0,00617 0,00616 0,00617 0,00000

SGK  0,01084 0,01083 0,00772 0,01083 0,00000

PYL 0,01396 0,01395 0,01083 0,01395 0,00307 0,00000

o O A W DN B

Tablo 10. Sitokrom b genine dayali populasyonlar arasindaki (alt diyagonal) ve
icindeki (diyagonal) genetik farkliliklar.

Lokaliteler 1 2 3 4 5 6
HDK  0,00048

KLK  0,00724 0,00000

ABT  0,02815 0,02969 0,00000

Rzv ~ 0,01913 0,02248 0,03442 0,00018

SGK  0,02449 0,02602 0,02506 0,02246  0,00000

PYL 0,02864 0,03127 0,03292 0,02844 0,00751 0,00061

o OB~ W DN B

Tablo 11. Birlestirilmis verisetine dayali populasyonlar arasindaki (alt diyagonal) ve
icindeki (diyagonal) genetik farkliliklar.

Lokaliteler 1 2 3 4 5 6
HDK  0,00016
KLK  0,00474 0,00000
ABT  0,01578 0,01508 0,00007
Rzv ~ 0,01161 0,01210 0,01661 0,00006
SGK  0,01606 0,01535 0,01411 0,01419 0,00000

PYL 0,01831 0,01795 0,01755 0,01704 0,00336 0,00020
33
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Tablo 12. Sitokrom b geni verisetine dayali soy gruplar1 arasindaki (alt diyagonal) ve
icindeki (diyagonal) genetik farkliliklar. haplogruplar arasi ayrilma
zamanlar1 (my0) (Ust diyagonal).

Grupl Grup2 Grup3 Grup4d
Grupl 0,00386+0,00128 3,02 2,16 2,93
Grup 2 0,02884+0,00480 0,00000+0,00000 3,61 3,12
Grup 3 0,02062+0,00396 0,03442+0,00527 0,00018+0,00017 2,73

Grup 4 0,02795+0,00482 0,02978+0,00487 0,02605+0,00448 0,00400+0,00137
Not: Grupl: Hendek-Kalkim, Grup2: Abant, Grup3: Rezve, Grup4: Sogucak-Poyrali

Mini inci baligi populasyonlart i¢in 16S rRNA geni [Hd= 0.0000-0.3778
(ortalama 0.8471) ve 71=0.0000-0.0000 (ortalama 0.0074)], sitokrom oksidaz alt tnite |
[Hd=0.0000-0.0000 (ortalama 0.8394) ve x=0.0000-0.0000 (ortalama 0.0072)],
sitokrom b geni [Hd= 0.0000-0.5909 (ortalama 0.8932) ve 7=0.0000-0.0107 (ortalama
0.0115)] ve kombine veri seti (Hd=0.0000-0.5909 (ortalama 0.8932) ve 7=0.0000-
0.0063 (ortalama 0.0115)] niikleotit dizilerine dayali olarak yiiksek haplotip ¢esitlilik ve
niikleotit ¢esitlilik degerlerine sahip oldugu belirlenmistir (Tablo 13).

Anadolu mini inci balig1 populasyonlar: igin olast demografik degisimlerinin
(tikanikliklar veya genislemeler) izlerini ve nétr bir evrim modeli i¢cin beklenen
polimorfizm modelinden sapmalari tespit etmek i¢in kullanilan Fu'nun Fs ve Tajima'nin
notralite testlerinin sonuglar1 Tablo 13'de sunulmustur. Tiirkiye’deki mini inci baligt
populasyonlarindan bireyler i¢in mitokondri 16S rRNA, sitokrom c oksidaz I, sitokrom
b genleri ve kombine veriseti iizerinden gerceklestirilen Fu'nun Fs ve Tajima D
tarafsizlik testi sonuglart Tajima D: -0.2334 ve 0.0153, Fu’nun Fs: -1.1639 ve -0.0130
degerleri araliginda oldugu belirlenmistir (Tablo 13).

Phoxinus. strandjae populasyonlari igin yaptigimiz uyusmazlik dagilimi analizi
sonucu, Ray vd. (2003), tarafindan 6nerildigi iizere niifus artis1 ve sonrasinda darbogaza
maruz kalan populasyon farklilagmasina atfedilen multimodal karakter benzeri bir yap1

belirlenmistir (Sekil 3).
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Tablo 13. Ornekleme lokaliteleri, havzalari, drnek ve haplotip sayilari, genetik cesitlilik
indeksleri, Tajima D ve Fu’nun Fs tarafsizlik testleri.

16S rRNA
N NH Hd n TajimaD Fu’s Fs
HDK 15 1 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
KLK 12 1 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
ABT 10 3 0,3778 0,0125 -1,4008 -1.1639
RzV 10 1 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
SGK 8 1 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
PYL 12 1 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
67 8 0,8471 0,0074 -0,2334 -0,1939
Sitokrom b
N NH Hd n TajimaD Fu’s Fs
HDK 15 3 0,5143 0,0084 -0,2682 -0,2475
KLK 12 1 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
ABT 10 1 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
RzV 10 2 0,2000 0,0030 -1,1117 -0,3393
SGK 8 1 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
PYL 12 3 0,5909 0,0107 0,1530 -0,0130
67 11 0,8932 0,0115 -0,2044 -0,0999
COl
N NH Hd n TajimaD Fu’s Fs
HDK 15 1 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
KLK 12 1 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
ABT 10 1 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
RzV 10 1 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
SGK 8 1 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
PYL 12 1 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
67 6 0,8394 0,0072 0,0000 0,0000
Kombine
N NH Hd n TajimaD Fu’s Fs
HDK 15 3 0,5143 0,0050 -0,2682 -0,2475
KLK 12 1 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
ABT 10 3 0,3778 0,0036 -1,4008 -1,1639
RzV 10 2 0,2000 0,0018 -1,1117 -0,3393
SGK 8 1 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
PYL 12 3 0,5909 0,0063 0,1530 -0,0130
67 13 0,8932 0,0115 -0,4379 -0,2939
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Sekil 3. P. strandjae 6rnekleri i¢in uyumsuzluk dagilimi. Diziler arasindaki niikleotit
farklarinin sayis1 yatay eksen boyunca gosterilirken frekanslar1 dikey eksen
boyunca gosterilmistir. Kesintisiz ¢izgi, logaritmik niifus artis1 modeli altinda
ikili farkliliklarin dagilimini temsil etmektedir. Noktali ¢izgiler ise haplotipler
arasindaki niikleotid farkliliklarin gercek dagilimini temsil eder.

Farkli mitokondri niikleotit dizilerine dayali olarak populasyon ciftleri arasindaki
Fst degerleri Arlequin sirim 3.5 programimin (Excoffier ve Lischner, 2010)
kullanimiyla hesaplanmistir. Populasyon c¢iftlerine ait Fst degerleri 16S rRNA geni
haplotipleri icin 0.79183-1.00000 (Tablo 14), COI haplotipleri igin 1.00000 (Tablo 15),
sitokrom b geni haplotipleri igin 0.44984-1.00000 (Tablo 16) ve kombine veri seti igin
0.44984-1.00000 (Tablo 17) Gen
hesaplanmasinda mitokondri Fst degerlerini kullanarak Wright’in Nm=[(1/Fst)-1]/4

arasinda degisim  gOstermistir. akisinin
formiilii yardimiyla mini inci balig1 populasyon ciftleri arasindaki gen akis1 miktarinin

oldukga diisiik oldugu (0.000-0.305 araliginda) belirlenmistir (Tablo 14-17).

Tablo 14. 16S rRNA geni itibartyla populasyonlar arasi fiksasyon indeksi (alt
diyagonal) ve gen akisi miktari (Ust diyagonal).

Lokaliteler 1 2 3 4 5 6
1 HDK 0,000 0,000 0,000 0,000 0,045
2 KLK 1,0000 0,000 0,000 0,000 0,052
3 RzV 1,0000 11,0000 0,003 0,002 0,058
4 SGK 1,0000 1,0000 0,9848 0,000 0,052
5 PYL 1,0000 1,0000 0,9886 1,0000 0,065
6 ABT 0,8468 0,8273 0,8111 10,8273 0,7913
P>0.05
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Tablo 15. COI geni itibariyla populasyonlar arasi fiksasyon indeksi (alt diyagonal) ve
gen akist miktart (Ust diyagonal).

Lokaliteler 1 2 3 4 5 6
1 HDK 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 KLK 1,0000 0,000 0,000 0,000 0,000
3 ABT 1,0000 1,0000 0,000 0,000 0,000
4 RzV 1,0000 1,0000 1,0000 0,000 0,000
5 SGK 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 0,000
6 PYL 1,0000 1,0000 11,0000 11,0000 1,0000
P>0.05

Tablo 16. Sitokrom b geni itibariyla populasyonlar arasi fiksasyon indeksi (alt
diyagonal) ve gen akisi miktari (Ust diyagonal).

Lokaliteler 1 2 3 4 5 6
1 HDK 0,097 0,153 0,305 0,117 0,106
2 KLK 0,7194 0,024 0,104 0,000 0,000
3 RzV 0,6196 0,9092 0,172 0,031 0,027
4 PYL 0,4498 0,7045 0,5915 0,130 0,116
5 SGK 0,6795 1,0000 0,8886  0,6569 0,000
6 ABT 0,7010 1,0000 0,9000 0,6827 1,0000
P>0.05

Tablo 17. Birlestirilmis veriseti itibariyla populasyonlar aras1 fiksasyon indeksi (alt
diyagonal) ve gen akis1 miktar1 (Ust diyagonal).

Lokaliteler 1 2 3 4 5 6
1 HDK 0,097 0,153 0,305 0,117 0,208
2 KLK 0,7194 0,024 0,104 0,000 0,052
3 RZV 0,6196 0,9092 0,172 0,031 0,101
4 PYL 0,4498 0,7045 0,5915 0,130 0,240
5 SGK 0,6795 1,0000 0,8886 0,6569 0,006
6 ABT 0,5448 0,8273 0,7111 0,5093 0,7913
P>0.05

Mini inci baligi populasyonlarin molekiiler varyans analizi (AMOVA) sonucu
tespit edilen toplam molekiiler varyansin % 67.98 ile 75.90’lik kisminin Grup 1:
Hendek ve Kalkim; Grup 2: Rezve; Grup 3: Poyrali ve Sogucak; ve Grup 4: Abant
gruplart arasinda, %23.74 ile 32.02 kadarinin grup i¢i populasyonlar arasinda ve %0.00
ile 0.93 kadarinin populasyon icindeki bireyler arasindaki farkliliklardan kaynaklandig:

belirlenmistir (Tablo 18).
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Tablo 18. Mitokondri 16S rRNA, COI, Cyt b geni ve kombine dizilerine dayali olarak
mini inci populasyonlarin amova analizi.

Kareler Varyans Varyasyonun

Varyasyonun kaynagy >:S. toplam bilesenleri yiizde orani
16S rRNA
Gruplar arasinda 3 357,549  6,23599 Va 75,90
Grup i¢i populasyonlar arasinda 2 44,800 1,95091 Vb 23,74
Populasyonlar iginde 61 1,800 0,02951 Vc 0,36
Toplam 66 404,149 8,21641

Fsc: 0,98510, Fst:0,99641, Fct: 0,75897
gr?l;)lar arasinda 3 132,589 2,12278 Va 67,98
Grup i¢i populasyonlar arasinda 2 22,933 1,00000 Vb 32,02
Populasyonlar iginde 61 0,000 0,00000 Vc 0,00
Toplam 66 155,522 3,12278

Fsc: 1,00000, Fst:1,00000, Fct:0,67977
Cvtb
Gruplar arasinda 3 650,051 11,01401 Va 72,63
Grup i¢i populasyonlar arasinda 2 92,215 4,00870 Vb 26,44
Populasyonlar iginde 61 8,600 0,14098 Vc 0,93
Toplam 66 750,866 15,16370

Fsc: 0,96603, Fst:0,99070, Fc1: 0,72634
Birlestirilmis veriseti

Gruplar arasinda 3 1140,189 19,37278 Va 73,10
Grup i¢i populasyonlar arasinda 2 159,948  6,95961 Vb 26,26
Populasyonlar iginde 61 10,400 0,17049 Vc 0,64
Toplam 66  1310,537 26,50289

Fsc: 0,97609, Fst:0,99357, Fct:0,73097

16S rRNA geni haplotip baglanti analizi P. strandjae turune ait
populasyonlardan elde edilen haplotiplerin en az 1 mutasyonal adim (Sogucak ve
Poyrali) ile birbirlerinden ayrildiklarini1 géstermistir. Hendek 6rnekleri sadece 1 haplotip
ile temsil edilmekte olup 5 mutasyonal adim ile en yakin Kalkim haplotipinden
ayrilmaktadir. Rezve 6rnekleri kendine en yakin populasyon olan Kalkim 6rneklerinden
en az 12 mutasyon fark gostermektedir. Kapali bir havza olan Abant gélinden edilen
haplotipler en az 12 mutasyonal adim ile Kalkim, Sogucak ve Poyrali haplotiplerinden
ayrilmaktadir (Sekil 4).
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COIl geni haplotip baglanti analizi P. strandjae haplotiplerinin en az 2
mutasyonal adim ile birbirlerinden ayrildiklarini gostermistir. Hendek drnekleri sadece
1 haplotip ile temsil edilmekte olup 2 mutasyonal adim ile en yakin Kalkim
haplotipinden ayrilmaktadir. Rezve Ornekleri kendine en yakin populasyonlar olan
Kalkim, Abant, Hendek Orneklerinden 4 mutasyon fark gdstermektedir. Kapali bir
havza olan Abant goliinden edilen h3, birbirlerinden 2 mutasyonla ayrilan Sogucak ve

Poyral1 haplotiplerinden 3 mutasyonal adim ile ayrilmaktadir (Sekil 5).

P. strandjae sitokrom b geni haplotip baglanti analizi haplotiplerin en az 7
mutasyonal adim (Sogucak-Poyrali ve Hendek-kalkim populasyonlari) ile birbirlerinden
ayrildiklarin1 géstermistir. Haplotip ag1 en az 21 mutasyonal adimla ayrilan 4 belirgin
haplogrubun (Hendek-Kalkim/Abant/Rezve/Sogucak-Poyrali) gézlendigi bir topoloji ve

iligki Oriintiisii sergilemektedir (Sekil 6).

Birlestirilmis verisetine dayali haplotip ag1 analizi de sitokrom b genine dayali
analizine benzer haplotipik iligkiler ortaya koymustur. Soyle ki Abant, Hendek-Kalkim,
Rezve ve Sogucak-Poyrali populasyonlarindan elde edilen haplotiplerin olusturdugu ve
en az 39 mutasyonal adimla ayrilan 4 haplogrup belirlenmistir. Populasyonlarin ¢ogu
baskin haplotiplerle temsil edilmekte olup populasyon basina en fazla 3’er haplotip
belirlenmistir (Sekil 7).

h4
Hendek

Kallkam b

Abant

Rezve

Sogucak

Poyral

he&

Sekil 4. 16S rRNA genine dayali olarak turkiye tatli sularinda dagilim gdsteren mini
inci balig1 populasyonlar1 arasindaki iligkiyi gosteren koksiiz haplotip aglari.
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Hendek

Kallam b2

Abant
Rezve

Sogucak

Poyral

ht

Sekil 5. Sitokrom Oksidaz Alt Unite | genine dayal: olarak tiirkiye tatli sularinda
dagilim gosteren mini inci balig1 populasyonlari arasindaki iliskiyi gosteren
koksiiz haplotip aglari.

Hendek

Kalkim

. Abant

Rezve

Sogucak

Poyrali

Sekil 6. Sitokrom b genine dayali olarak tiirkiye tatli sularinda dagilim gdésteren mini
inci balig1 populasyonlar1 arasindaki iliskiyi gosteren kokstiz haplotip aglari.

40



hd

Hendek

Kallim

Abant

Rezve

= h2
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Poyral:
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he

3

hid

h9

he

hil

hiz

h13

Sekil 7. Birlestirilmis verisetine dayali olarak Tirkiye tatli sularinda dagilim gosteren
mini inci balig1 populasyonlar1 arasindaki iliskiyi gosteren kokstiz haplotip

aglari.
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Bati1 Karadeniz, Guney Marmara ve Trakya bolgelerindeki akarsularda dagilim
gosteren P. strandaje populasyonlar1 arasindaki genetik iliskiler 16S rRNA, COI,
sitokrom b ve kombine verisetine dayali haplotiplerinin komsu katilim (NJ), maksimum
tutumluluk (MP) ve maksimum olasilik (ML) metotlar1 kullanilarak gergeklestirilmistir.
Filogenetik analizlerin her birinden elde edilen filogenetik agag¢ topolojileri hemen
hemen birbirinin ayn1 olup P. strandaje tiri icinde kalan yiiksek giivenirlik degerlerine

(60-100) sahip 4 haplogrubun varligini ortaya ¢ikarmistir (Sekil 8-19).

58 th4_Abant
96 |I- h5_Abant
94 h3_Abant
h7_Sogurcak
100 —l_ st Phoxinus strandaje
100 ~h8_Poyrah
——h6_Rezve
86 _r h 1_Hendek
94 Lh2_Kalkim 4
Phoxinus phoxinus

l— Phoxinus steindachneri

Phoxinus semotilus

100

0.01
Sekil 8. Phoxinus 16S rRNA geni haplotipleri arasindaki iligskiyi gdsteren NJ yontemine
dayal1 olusturulan filogenetik agag.

86 h4_Abant .
96 h5_Abant
h3_Abant

h7_Sogurcak
Phoxinus strandjae
100 ~h8_Poyrah
ho6_Rezve

hi_Hendek

96 =h2_Kalkim

100

83

Phoxinus phoxinus

|— Phoxinus steindachneri

Phoxinus semotilus

20

Sekil 9. Phoxinus 16S rRNA geni haplotipleri arasindaki iligskiyi gosteren MP
yontemine dayali olusturulan filogenetik agac.
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64 th4_Abant .
98 h5_Abant
60 h3_Abant
h7_Sogurcak
100 Phoxinus strandjae
00 “h8_Poyrah
——h6_Rezve
100
76 —I__ h1i_Hendek
96 ~hz_Kallkam
Phoxinus phoxinus

— Phoxinus steindachnert
|

Phoxinus semotilus

0.01

Sekil 10. Phoxinus 16S rRNA geni haplotipleri arasindaki iliskiyi gésteren ML
yontemine dayali olusturulan filogenetik agag.

h3_Abant “

78
h5_Sogurcak

97 —h6_Poyrah
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h2_Kalkim

Phoxinus strandjae

100
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Phoxinus phoxinus

I Phoxinus steindachneri

Phoxinus semotilus

0.01

Sekil 11. Phoxinus COI geni haplotipleri arasindaki iliskiyi gosteren NJ yéntemine
dayali olusturulan filogenetik agac.

77 —hi1_Hendek &
66{ h2_Kalkim
h4_Rezve

99 Phoxinus strandjae
-h3_Abant

100 |h5_SO§urcak
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Phoxinus phoxinus

I Phoxinus steindachneri

Phoxinus semotilus
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Sekil 12. Phoxinus COI geni haplotipleri arasindaki iliskiyi gosteren MP yontemine
dayali olusturulan filogenetik agac.
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Sekil 13. Phoxinus COI geni haplotipleri arasindaki iliskiyi gdsteren ML ydntemine
dayali olusturulan filogenetik agac.
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Sekil 14. Phoxinus Cyt b geni haplotipleri arasindaki iliskiyi gosteren NJ yontemine
dayali olusturulan filogenetik agac.
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Sekil 15. Phoxinus Cyt b geni haplotipleri arasindaki iligskiyi gosteren MP yontemine

dayali olusturulan filogenetik agac.
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Sekil 16. Phoxinus Cyt bgeni haplotipleri arasindaki iliskiyi gbsteren ML yontemine

dayali olusturulan filogenetik agac.
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Sekil 17. Phoxinus birlestirilmis veriseti haplotipleri arasindaki iligskiyi gosteren NJ
yontemine dayali olusturulan filogenetik agag.
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Sekil 18. Phoxinus birlestirilmis veriseti haplotipleri arasindaki iliskiyi gésteren MP
yontemine dayali olusturulan filogenetik agag.
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Sekil 19. Phoxinus birlestirilmis veriseti haplotipleri arasindaki iligskiyi gésteren ML
yontemine dayali olusturulan filogenetik agag.
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4. TARTISMA ve SONUCLAR

4.1. Cografik Dagilim ve Genetik Cesitlilik

Phoxinus phoxinus’un bir tiir kompleksi oldugunu goésteren son yillardaki
morfolojik (Kottelat, 2007; Kottelat ve Freyhof, 2007) ve molekiiler ¢alismalar (Geiger
vd., 2014; Knebelsberger vd., 2015; Palandacic vd., 2015) o6ncesinde ilk kez 1926
yilinda Drensky tarafindan tanimlanan P. strandjae’nin tip lokalitesi Bulgaristan’daki
Istranca dagi havzasi olup tiir daha sonra Kottelat (2007), tarafindan Tiirkiye’de ilk
olarak Yildiz daglarindan Karadeniz’e dokiilen Rezve drenajindan rapor edilmistir. Bu
tarihtan sonra Trakya ve Anadolu’daki dogal gollerde ve nehirlerde dagilim gosteren
mini inci baligiin dagilimi, stok ve tehdit durumu konusunda yapilan tek calismada Sag
ve Ozulug (2012), tarafindan P. strandjae populasyonlar1 Trakya ve Anadolu’daki ¢ok
sayida drenajda tespit edilmistir. Bununla birlikte, bugiine kadar P. strandjae'un genetik
cesitliligi ve genetik yapisi hakkinda higbir bilgi mevcut degildir. Oysaki, genetik
cesitlilik ile ilgili veriler sadece populasyonun genetik yapisini ve evrimsel tarihini
anlamamiza yardimci olmaz aym1 zamanda biyocgesitlilik ve tiirlerin evrimi i¢in temel
saglar (Gu vd., 2015). Bu nedenle biitiin bu c¢aligmalara ek olarak Phoxinus
populasyonlarinin genetik teshisi ve populasyon genetik yapisi ilk kez bu ¢alismada

yeterli sayida lokalite ve ornek sayisi ile detaylt bir sekilde galigilmistir.

Tiirkiye i¢ sularinda sadece kuzey-bati Anadolu havzasi ile sinirlt bir bolgede
dagilim gosteren mini inci baligi populasyonlarindan belirledigimiz mitokondri 16S
rRNA, COIl ve Cyt b haplotiplerinin populasyonlara dagilimlarina ve frekanslarina
bakildiginda haplotiplerin 1’den fazla populasyon tarafindan paylasilmamis olmasi
diger bir deyisle populasyona 6zgii olusu ve populasyon iginde ¢ok az sayida (1-4)
baskin haplotipler tarafindan temsil ediliyor olmalar1 (Tablo 7) Tiirkiye’deki mini inci
baligi oOrnekleri arasindaki haplotip dagiliminda genel olarak oldukga yiiksek bir
heterojenite oldugunu ortaya koymaktadir. Bunun yanisira P. strandjae populasyonlari
igin belirlenen diisiik haplotip ve niikleotit ¢esitlilik degerleri de (Tablo 13) Grant ve
Bowen (1998), tarafindan balik tiirleri i¢in ileri siiriildiigii tizere ¢ok az sayida bireyin
yeni bir populasyon olusturmasi seklinde tanimlayabilecegimiz kurucu etkisini isaret
etmektedir.
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P. strandjae, bu ¢alismada Marmara ve Bati1 Karadeniz’deki nehirlerden toplanan
67 bireyin Orneklendigi populasyonlar arasindaki genetik mesafelerin mitokondri
sitokrom b geni i¢in gosterdigi genetik yapidaki 4 haplogrup (Hendek-Kalkim, Abant,
Rezve ve Sogurcak-Poyrali) arasindaki genetik mesafeler (%2,06-3,44) Bat1 Balkan
yarimadasindaki Phoxinus kladlar1 arasinda belirlenen %4-11’lik genetik mesafe
(Palandacic vd., 2015) ile mukayesesi Tiirkiye’deki popiilasyonlarin énemli diizeyde
farklilagsmadigr isaret etmektedir. Dolayisiyla bu molekiiler analiz, Anadolu’nun
batisindaki Phoxinus cinsinin tek bir tiir tarafindan temsil edildigini gosteren morfolojik
arastirmalarin (Sag¢ ve Ozulug, 2012) sonuglarini dogrular niteliktedir. Ancak, Gilles vd.
(2010), Schonhuth vd. (2012) ve Tsoumani vd. (2014) gibi arastirmacilar tlr veya
evrimsel dnemli birimleri sinirlandirmaya calisirken % 2 ile % 11 araliginda sitokrom b
geni dizin farkliliklart belirtmektedir. Benzer olarak, sazansi tiirlerinin mtCOI ‘ye dayali
barkod araligmmin tespitini amacglayan Behrens-Chapuis vd. (2015), tarafindan
gerceklestirilen ¢alismada P. strandjae tlrd icin maksimum tdr ici mesafe (%)
minimum tiirleraras1 mesafeden (%) ¢ikarilarak belirledigi barkod araligi (%0.13-1.36)
ile karsilagtirlldiginda P. strandjae alt populasyonlarindan Poyrali ve Kalkim-Hendek
arasindaki genetik farkliligin (%1,39) (Tablo 12) daha yiiksek olusu g¢alisilan Anadolu,
Guney Marmara ve Trakya Phoxinus populasyonlarinin taksonomik durumunun

yeniden gdzden gecirilmesi gerektigini diistindiirmektedir.

Avrupa sazansilarindan sinirlt dagilim gosteren tiirlerin populasyonlar: icerisinde
ve arasinda diisiik bir ¢esitlilige sahip olma egiliminde olduklari ileri siirtilmustiir
(Mesquita vd., 2001). Ayrica, Grant ve Bowen (1998) hem diisiik haplotip hem de
niikleotid cesitliligine sahip populasyonlarin, yakin zamanda (son birka¢ bin yildir)
uzun siireli veya ciddi populasyon darbogazlar1 yasamis olabilecegi ve kurucu etkisinin
gorlslinii ileri siirmiiglerdir. Biitlin bu goriisler 15181inda arastirmamizda elde edilen
mitokondri DNA 16S rRNA, COI ve sitokrom b geni dizileri itibariyla haplotipik
cesitlilik ve niikleotit gesitlilik degerleri (Tablo 13) Kuzey-bati1 Tiirkiye’deki Phoxinus
populasyonlariin yakin bir donemde boyle bir darbogazi deneyimledikleri hatta hala
darbogazda olabileceklerini diisiindiirmektedir. Zira, benzer olarak, Dogu Anadolu'dan
Chondrostoma (Dastan vd., 2012), Tayvan'dan Acrossocheilus paradoxus (Wang vd.,
2000), Fumin, Cin’den Sinocyclocheilus graham (Chen vd., 2009) ve Gilineydogu
Meksika'dan Poecilia orri ve Gambusia yucatana (Poeciliidae) (Vasquez-Dominguez
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vd., 2009) gibi genetik darbogaz gegiren tatlisu balik populasyonlarinin hem haplotip

hem de niikleotid ¢esitliligi bakimindan diisiik degerler sergiledigi rapor edilmistir.

4.2. Filogenetik Analiz

Haplotip ag analizi (Sekil 4-7), diisiik haplotip sayisi, herbir populasyonun
cogunlukla sadece baskin bir haplotip ile temsil ediliyor olmasi, haplotiplerin ¢ogunun
agst evrim diyagramlarinin dis diigiimlerinde dagildigini ve aralarinda c¢ok sayida
mutasyonal adim oldugunu gostermektedir. Olasi1 eksik haplotiplerin varligin1 akla
getiren bu haplotip dagilim modelinin muhtemel nedeni ¢ok sayida haplotipi yok eden
niifus tikaniklig1 olabilir. Populasyon icerisindeki ¢esitliligin son derece diisiik olmasi
ve populasyonlar arasindaki farkliligin nispeten yiiksek olmasi bu ithimali
desteklemektedir.

Haplotiplerin NJ, MP, ve ML filogenetik agaglari, haplotip ag analizi sonuglarini
desteklemektedir ve Turkiye tatlisularinda dagilim gosteren P. strandjae’nin 4 farkli
cografik popiilasyon grubunu isaret eden incelenmeye deger diizeyde yiiksek bootstrap
destekli (<60%, Sekil 8-19) filogeni ile cografi dagilim arasinda dogrudan bir
korelasyon gdstermektedir. Haplotip agindaki olas1 eksik haplotiplerin varlig1 ve uzun
kollu filogenetik aga¢ topolojisi birlikte degerlendirildiginde uzun siireli populasyon
dengesi ve yakin zamanda belli miktarda evrimsel farklilasmay1 ifade eder. Son
zamanlar meydana gelen bu genetik farklilasma, diisiik haplotip sayist ve genetik
cesitlilik diizeyi ile kombine edildiginde iklim degisiklikleri, jeolojik faaliyetler ve insan
faaliyetlerinin gibi c¢evresel faktorler nedeniyle yakin tarihte meydana gelmis
muhtemelen populasyon darbogazin mevcut genetik olarak farklilasmis populasyonlari

olusturdugunu diistindliirmektedir.

4.3. Populasyon Genetik Yapisi

Populasyonlar arasindaki 6nemli bir genetik farklilasma belirteci olan Fst
degerleri belli bir seviyenin (Fst>0.25) tistiinde oldugunda, ilgili populasyonlar arasinda
cok buyik seviyede genetik farklilasma oldugu bilinirken (Wright, 1978) ¢alismamizda
farkli gruplara ait populasyonlar arasinda yiiksek diizeyde farklilasma oldugunu
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goOsteren cok yiksek Fst degerleri (Fst =0.44984-1.00000, Tablo 14-17) bulundu.
Benzer sekilde, diisiik gen akis1 seviyeleri (Nm <1), ¢alismamizdaki dort populasyon
grubu arasinda genetik farklilasmanin var oldugunu gosterdi ki cografik mesafe

populasyon farklilasmasinin baslica nedeni olabilir.

Populasyon cifti farkliliklar1 (Tablo 8-12), haplotip ag (Sekil 4-7) ve filogenetik
agac (Sekil 8-19) topolojilerine gore belirlenen dort populasyon (Hendek ve
Kalkim/Rezve/Poyrali ve Sogucak/Abant) grubunu dikkate alarak gergeklestirilen
AMOVA analizinin sonuglarina (Tablo 18) goére toplam molekdler varyasyonun buyiik
kism1 (% 67.98-75.90) s6z konusu gruplar arasinda meydana geldiginden isaret eden
arasinda meydana geldigini isaret etmektedir Geri kalan varyasyonun hemen hemen
tamami1  (%23.74-32.02) grup i¢ci populasyonlar arasindaki farkliliklardan
kaynaklanmaktadir ki bu farkliligin kaynag: ayn1 grupta yer almalaria karsin cografik
mesafeleriyle orantili olarak hatir1 sayilir diizeyde nispeten daha yiiksek genetik

farklilik iceren Hendek ve Kalkim populasyonlarindan kaynaklanmaktadir.

4.4. Demografik Hikaye

Tarihsel demografik genislemelerin DNA dizileri arasindaki ikili populasyon
farklariin frekans dagilimlarinin kullanilmasi yoluyla degerlendirildigi bu ¢alismada S.
strandjae’nin tim populasyonlar igin gergeklestirdigimiz uyusmazlik dagilim analizi
multimodal ve dlzensiz bir yap1 ortaya koymustur (Sekil 3). Dengedeki Phoxinus
populasyonlari, soylar arasinda derin farkliliklar birikmesi (%2.06-3.48) nedeniyle
"piirtizli" bir multimodal dagilim gostermektedirler. Bu uyumsuzluk dagilim modeli
uzun sureli demografik dengenin veya istikrarli bir populasyonun isareti olup
(Harpending et al., 1993), belirlenen diisiik haplotip ve niikleotid ¢esitliligi degerleri
(Tablo 13) ile birlikte yakin tarihli bir populasyon darbogazi nedeniyle haplotiplerinin
biiyiik bir kismin1 kaybetmis (Ray vd., 2003) yaygin bir soy olabileceklerini (Excoffier
vd, 1992; Rogers ve Harpending, 1992; Rogers vd., 1995) ortaya koymaktadir.

Notralite Fu'nun Fs ve Tajima D testi degerlerinin 6nemli diizeyde sifirdan farkli
olmamas1 (-2< ile 2>) diger bir deyisle istatistiksel olarak anlamli olmamasi sabit

blyuklukteki (striklenme-mutasyon dengesindeki) bir populasyonu isaret ettiginden
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(Maruyama ve Fuerst, 1984; 1985) Mitokondri 16S rRNA, COI, cyt b genleri ve
kombine verisetleri itibartyla Tiirkiye’deki mini inci balig1 populasyonlar1 i¢in elde
edilen tarafsizlik degerleri (Tajima D: -0.2682 — 0.1530 ve Fu’nun Fs: -0.3393 - -
0.0130) sifir veya Onemsiz diizeyde sifirdan sapmalar gosterdigi icin c¢alistigimiz

populasyonlarin genellikle demografik dengede oldugunu isaret etmektedir.

Sonug olarak, P. strandjae populasyonlart ig¢in belirlenen diisiik haplotip ve
nukleotit gesitliligi degerleri (Tablo 13), negatif ama 6nemli olmayan Tajima'nin D ve
Fu'nun Fs nétralite indisleri (Tablo 13), multimodal uyusmazlik dagilimi (Sekil 3)

birlikte tutarli olup yakin tarihli bir darbogaz etkisini isaret etmektedir.

Diger taraftan, Tiirkiye i¢ sularindaki P. strandjae popiilasyonlar1 arasindaki
tahmini ayrilma zamanlar1 (2.16 ile 3.5 milyon yil 6nce), Phoxinus populasyonlari
arasindaki mevcut varyasyonun sazansi baliklarinin tiirlesmesinde etkili oldugu
diisiiniilen Messinian tuzluluk krizi ve Lago Mare dagilimindan (Doadrio ve Carmona,
2003; Durand vd., 2002, 2003) daha ¢ok Geg¢ Pliosen de (2 milyon yil dnce ) Bati
Anadolu ve Trakya arasindaki Istanbul ve Canakkale bogazlarinin agilmasi (Bacescu
1985; Tortonese 1985; Cagatay vd., 2000; Yaltirak vd., 2000) sonucu bazi memeli
tirlerinde de goriildiigiine (Thanou vd., 2012; Tigit vd., 2012) benzer sekilde nehirler

arasindaki gen akiginin kesilmesinden kaynaklandigi tahmin edilmistir.
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5. ONERILER

Biyogesitliligimizin ortaya konulmasina yonelik ugraslara katki saglanmasi
kapsaminda daha 6nce morfolojiye dayali olarak incelenen bazi populasyonlar1 evrimsel
ve filogenetik yaklasimlar kullanarak tanimladigimiz genetik yaklasimi esas alan bu
calisma, Anadolu'daki Phoxinus cinsinin genel bir degerlendirilmesinin yani sira daha

ileri ¢alismalar i¢in saglam bir temel olusturabilir.

Phoxinus strandjae igindeki tiir i¢i varyasyonun bazi Avrupali akrabalarina
nazaran nispeten daha yiiksek olusu calisilan Anadolu ve Trakya populasyonlarinin
taksonomik durumunun yeniden gozden gegirilebilecegini diislindiirmektedir. Bu
nedenle, gelecekteki arastirmalarda Phoxinus cinsindeki taksonomik sorunlarin

¢coziimlenmesine katkida bulunabilecek bulgulari rapor edilmektedir.

Phoxinus strandjae tiiriiniin dagilim gosterdigi diger havzalardaki populasyonlari
da kapsayacak sekilde daha biiyiikk bir 6rneklem grubu ile mitokondri genomunun
yanisira niikleer genomdan etkili oldugu bilinen DNA dizilerinin de molekiler analize
dahil edilmesi populasyonun genetik yapis1 hakkinda daha ayrintili bilgi saglayacaktir.
Ayrica mtDNA’nin yaninda niikleer DNA’nin da ¢alisilmasi bundan sonra yapilacak

calismalar arasinda olmalidir.

Diger taraftan, elde ettigimiz sonuglar bundan sonraki ¢alismalarda morfolojik ve
osteolojik verilerle karsilagtirilmali olarak degerlendirilebilir. Dahasi i¢ sularimizdaki
populasyonlarin genus igindeki yeri ve daha genis anlamda biyocografik hikayesinin
tahmin edilebilmesi icin uluslarast isbirligi ve veri paylasimi ile smir Otesi

cografyalardaki populasyonlar ile birlikte analizi yapilabilir.

Ayn1 zamanda verilerin incelenmesi sonucunda evrimsel olarak Onemli
populasyonlarin ve genetik motiflerin belirlenmis olmasi grubun tiirlesmesi, dagilim
alanin cografik evrimi ile iliskilendirilmesi giiniimiizde ve gelecekteki koruma

stratejilerini belirleme anlaminda kritik yapmamiza olanak saglayacaktir.
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