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OZET
ISKENDERUN KORFEZi’NDE YETISTIiRICiLiGi YAPILAN CiPURA (Sparus
aurata L. 1758)’NIN DOGAL CiPURA POPULASYONLARI UZERINE
GENETIK ETKILERI

Ulkemiz denizlerinde bulunan Sparus aurata (Cipura) hem avcilik hemde kiiltiir
balik¢ilig1 acgisindan son derece onemli bir tiirdiir. Tim Akdeniz ve Ege Denizi’nde
yetistiricilik faaliyetleri yogun olarak yapilmaktadir ve dogal stoklarla olumsuz yonde
etki etmektedir. Bu calismada, 16S rRNA geni dizin analizi teknigi ile Iskenderun
Korfezi’nde (Kuzeydogu Akdeniz) acik deniz kafeslerinde kiiltiir balik¢iligi yapilan
cipura, S. aurata’nin dogal stoklar1 iizerindeki genetik etkilerini belirlemek
amagclanmustir.

Mitokondriyal DNA dizi analizi sonucunda kullanilan 830 bg¢’lik 16S rRNA gen
bolgesinin 21 bg¢’lik kismi degisen bdlge olup, 3 bg’lik bolge ise populasyonlar arasinda
parsimoni anlamli bolge gorevi gormiistiir. Niikleotid kompozisyonu T= %21.9,
C=%24.1, A=%32.9 ve G=%21.1 olarak tespit edilmistir. Populasyonlar i¢i ortalama
genetik uzaklik ve genetik cesitlilik degerleri sirasiyla 0.00316 ve -0.00088 olarak
bulunmustur. Dogal populasyonda 6, kiiltiir populasyonunda 7 olmak tizere toplam 12
haplotip gézlemlenmis olup, genel haplotip olan Haploit_1 kiiltiir populasyonunda 12,
dogal populasyonunda ise 4 adet gozlemlenmistir. Kiiltiir populasyonunda haplotip
cesitliligi 0.6710, dogal populasyonlardaki ise 0.8333 olarak bulunmustur. Populasyonlar
aras1 ortalama haplotip ¢esitliligi ise 0.7204 olarak bulunmustur. Kiiltiir populasyonu igi
ortalama genetik uzaklik ve genetik ¢esitlilik degerleri sirasiyla 0.00109 ve 0.00108
olarak bulunmus, dogal populasyonu i¢i ortalama genetik uzaklik ve genetik ¢esitlilik
degerleri ise sirasiyla 0.00526 ve 0.00525 olarak bulunmustur. Veri setinin tamami
kullanilarak UPGMA algoritmasi ile olugturulan bireylerin genetik iligkisi agacinda dogal

ve kiiltiir stoklarinin iskenderun Kérfezi’nde ic ige girdigi gézlemlenmistir.

2017, 55 sayfa
Anahtar Kelimeler: Sparus aurata, mtDNA dizin analizi, 16S rRNA, dogal ve kiiltiir
stoklar, genetik etkilesim



ABSTRACT

GENETIC IMPACT OF CULTURED GILTHEAD SEA BREAM (Sparus aurata
L. 1758) POPULATIONS ON NATURAL POPULATIONS OF GILTHEAD SEA
BREAM IN ISKENDERUN BAY

Sparus aurata (gilthead sea bream) is a very important fish fisheries and
aquaculture species. Intensive aquaculture activities in the Mediterranean Sea and the
Aegean Sea have negative impact on natural stocks. In this study, we examined genetic
impact of cultured gilthead sea bream S. aurata on natural stocks in the Iskenderun Bay
(Northeastern Mediterranean) by mtDNA sequencing analysis using 16S rRNA region.

Mitochondrial DNA sequencing of 16S rRNA region was found to be 809 base
pair and 21 bp variable and 3 bp parsimony informative sites between populations. The
nucleotide composition was found to be 21.1%, 24.1%, 32.9% and 21.1% for T, C, A and
G, respectively. Average value of genetic diversity and genetic distance within
populations was found to be 0.00316 and -0.00088, respectively. A total of 12 haplotype
were obtained of which 6 were in the natural population and 7 were in the cultured
population. Haploit_1 was found common haplotype of which 12 were in the cultured
population and 4 were in the natural population. Haplotype diversity of the cultured
population was found to be 0.6710 while the natural population was found to be 0.8333.
Haplotype diversity between populations was found as 0.7204. The average value of
genetic diversity and genetic distance within cultured population 0.00109 and 0.00108,
respectively. The average value of genetic diversity and genetic distance within natural
population 0.00526 and 0.00525, respectively. The genetic relationships of individual tree
by the UPGMA algorithm of all dataset of natural and cultured stocks had overlapped
distribution.

2017, 55 pages.
Anahtar Kelimeler: Sparus aurata, mtDNA sequence analysis, 16S rRNA, natural and

cultured stock, genetic impact
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1.GIRIS

Tarih boyunca denizler tilkenmez gida kaynagi olarak kabul edilmis ve her gecen
yil hizla artan diinya niifusunu besleyebilecegi diisiinlilmiistiir. Ancak son yillarda diinya
su kaynaklarindaki balik stoklarinin her gegen giin artan talepleri karsilayamaz hale
geldigi goriilmistiir. Asirt aveiliktan dolayr dogal stoklarin giderek azalmasi, diinya
capinda hizla artan insan niifusunun protein ihtiyacinin karsilanmasinda kdiltiir
balik¢iliginin 6nemi de ayni hizda artirmistir (Aydin, 2017). Birlesmis Milletler Gida ve
Tarim Orgiitii’niin (FAO) istatistiklerine gore, 2000 yilinda diinya kiiltiir balik¢ilig
tiretimi 35,5 milyon ton, 2005 yilinda 47,8 milyon ton, 2010 yilinda 59 milyon ton ve
2013 yilinda bir 6nceki yila nazaran %5,3 artisla 70,2 milyon tona ulagmistir. Bu liretimin
deger olarak 150 milyar dolar seviyesinde oldugu tahmin edilmektedir (FAO, 2016).

Ulkemiz su iiriinleri iiretimi ile ilgili su kaynaklar1 potansiyeli agisindan oldukga
zengindir. Yakin zamana kadar tilkemizde su {iriinleri iiretimi avcilik yoluyla yapilirken,
balike1 teknelerinin sayilarindaki ve giiglerindeki artislar ile birlikte asir1 aveilik sonucu
balik stoklarinda meydana gelen azalmalar aveilik yolu ile iiretimin ekonomikligini ve
siirdiirebilirligini ortadan kaldirmustir (Celikkale ve ark., 1999). Ulkemizin toplam su
riinleri tiretim miktar1 2015 yili verilerine gére 672.241 tondur ve bu liretimin 431.907
tonu avciliktan, 240.334 tonu da yetistiricilikten elde edilmistir. Ulkemiz iiretim miktar
bakimindan diinyada 35’inci sirada, AB iilkeleri arasinda ise 7’nci sirada yer almaktadir
(TUIK, 2016). Tiirkiye’de ilk ekonomik anlamda balik yetistiriciligi 1970’li yillarda
gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss (Walbaum, 1792) ) ve sazan (Cyprinus carpio
Linnaeus, 1758) firetimi ile baglatilmistir. 1985°li yillarda ¢ipura (Sparus aurata
Linnaeus, 1758) ve levrek (Dicentrarchus labrax (Linnaeus, 1758)), 2000°1i yillarda da
orkinos baliklarinin iiretiminin yapilmaya bagslanilmasi ile kiltiir baliklar1 {iretiminde
ciddi bir artis meydana gelmistir.

Sparidae familyasina ait mercan baliklar1 diinyada; Dogu Atlantik’te Britanya
Adalari, Cebelitarik Bogazi, Yesil Burun Adalari, Kanarya adalarina ve tiim Akdeniz’de
dagilim gostermektedir. Sparidae familyas1 Diinya’da 38 cinse ait 154 tiir ile temsil
edilmektedir. Ulkemizde ise Sparidae familyas: 10 cinse ait 21 tiir ile temsil edilmektedir
(Turan ve ark. 2007).

S. aurata tiirii sirt1 gri ve koyu mavi renklidir, iki goz arasinda altin sar1 renkli bir

bant vardir. Viicut oval ve yanlardan yassilasmigtir. Operkulumun {ist kisminda biiyiik



siyah renkli bir benek bulunur. Dorsal ylizge¢ 11 sert 1s1n ve 14 yumusak 1sin; anal
yiizgeg; 3 sert ve 12 yumusak 1s1in igerir (Turan ve ark. 2007). Deniz tabanlarinin kumlu
oldugu alanlarda ortalama 30 m derinlikte bulunan ¢ipuranin yetiskin bireyleri 150 m
derinlige kadar yasayabilmektedir. Sedanter bir tiir olan ¢ipura bireyleri kii¢iik topluluklar
halinde yasamaktadirlar. Cipura diisiik sicakliklara karsit oldukca hassas bir tiirdiir.
[Ikbahar aylarinda yiyeceklerin daha bol ve sicakligin daha 1liman oldugu hali¢ ve kiy1
lagiinlerine dogru go¢ yaptiklar: gézlemlenmistir.

Agirlikli olarak karnivor beslenme bicimi gosteren bu tiir zooplankton ile beslenir
ancak nadir de olsa herbivor beslenme 6zelligi gosterebilirler (Bauchot ve ark., 1990;
Stergiou ve Karpouzi, 2002; Froese ve Pauly, 2017). Sahil lagiinlerinde ve denizlerde
yasayan bireyler arasinda beslenme farkliliklar1 gézlemlenmistir (Rosecchi, 1987).

Cipura tiirii hermafrodit bir tiirdiir. Juvenil bireyler erkek olarak yetisir ve ikinci
yumurtalama doneminde disi bireye doniisiirler. Cinsler arasi gegis erkeklerde 4, disilerde
ise 6 yildir. Erkek olduklari donemde bisekstiel bir gonad ve testis dokusuna sahiptirler
(Mylonas ve ark., 2011). Disiler toplu halde giinde 20.000-80.000 yumurta iiretir.
Yumurtlama donemi Aralik ay1 sonundan Nisan ayni kadar siirmektedir (Zohar ve ark.,
1995; Barbaro ve ark., 1997). Bu tiiriin yumurtlama dénemine ait bilgilerin bir¢ogu kiiltiir
balik¢iliginda ag kafeslerinde yapilan gézlemlere dayanmaktadir (Akova 2015).

Diinyada ¢ipura tiretimi 2012 yilinda 167.827 tona ulasmis ve bu iiretimin 159.731
(%95,17) tonunu yetistiricilik ¢ipuras1 olusturmaktadir (FAO, 2014). Ulkemizde ise
toplam ¢ipura tiretimi 2012 yili itibariyle 52.324,9 tona ulagsmis ve bunun 51.844
(%99,08) tonunu yetistiricilik ¢ipurasi olusturmaktadir (TUIK, 2016).

Ulkemizde S. aurata tiirii D. labrax tiirii ile birlikte denizlerimizde yetistiriciligi
yapilan en Onemli tiirdliir. Bu iki tiiriin yetistiriciligi genellikle polikiiltiir olarak
yapilmaktadir. Ulkemizdeki balik yetistiriciligi son yilarda yasanan bilimsel, teknolojik
ve ekonomik gelismeler sayesinde biiyiik bir sicrama kaydetmistir. Ulkemiz sularinda
cipura yetistiriciligi yapan 17 balik ¢iftligi bulunmaktadir. Bu ciftlikler agirlikli olarak
Ege Denizi ve Akdeniz’de faaliyet gostermektedir (Akova, 2015).

Ulkemizde cipura yetistiriciligi 80°’li yillarda dogadan yakalanmip biiyiitiilmesi
seklinde baslamistir (Alpbaz, 1990). Yetistiricilik ¢alismalarinda dogaya bagimlilig
ortadan kaldirmak ve stoklar1 korumak amaciyla ciftlikler, biinyesinde damizlik stoku

olusturup yumurtadan yavru elde etme sistemine donmiistiir (Atay ve Bekcan 2000).



Ancak bu yontem ciftlik icerisinde kapali bir gen havuzu (inbreeding) olusturulmustur.
Bu durum stoklarda soy i¢i iireme oraninin artmasina, balik populasyonundaki {iretim
veriminin diismesine, deforme yavru oraninin artmasina, populasyonda hastaliklara karsi
direngli olmayan genotiplerin ortaya ¢ikmasina ve buna bagli olarak toplu 6liimlere sebep
olmaktadir (Tave, 1999). Ciftlikler bu durumu ortadan kaldirmak i¢in dogadan veya
baska ciftliklerden yeni anag baliklar temin ederek mevcut populasyonun gen havuzunu
zenginlestirirler (outbreeding) (Houde ve ark., 2011).

Cipura kiiltiir populasyonlarindan denizlerimizde bulunan dogal populasyonlara
meydana gelebilecek bir gegis ile yani gen aligverisi ile populasyonlar arasinda olusmus
olan genetik farkliliklarin ortadan kalkmasini saglar. Yani bir populasyona gog ile katilan
bireyler, bu populasyonun gen havuzuna yeni alellerin katilmasini ve sularimizdaki dogal
¢ipura populasyonlarinda bulunan dogal seleksiyon ile olusmus genotiplerin yok
olmasina neden olabilir (Sekil 1.1) (Turan, 2000; Araki ve ark.,2009).

[N [

Kiiltiir Stoklart Dogal Stoklara Giris Populasyon Uzerindeki Populasyon Uzerindeki
Kag1s meydana Kiiltiir stokundan Kisa Vadeli Etkileri Uzun Vadeli Etkileri
gelir. kagan baliklar +  Dogal ve kiiltiir +  Dogal stoklarin, dogal

dogal stoklarla stoklarinin seleksiyonla elde
etkilesime girer. etkilesimi ettigi alel frekansi
sonucunda alel degistirir.
frekansi degismis
yavrular olusur ve
besin rekabeti artar.

Sekil 1.1. Kiiltiir populasyonlarindan dogal populasyonlara olasi gegisin sematik
gosterimi (Glover ve ark., 2017°den degistirilmistir.)

Populasyon genetigi calismalar1 genel olarak populasyonlar arasinda meydana
gelen alel frekans degisiklikleri ve populasyonlar arasinda gerceklesen gog¢ olaylarmin
tespitine yoneliktir. Bu tespitin 6nemi, diger populasyondan go¢ alarak tasidigi genetik
cesitliligi her zaman siirdiirebilen populasyonlarin, go¢ almayan populasyonlardan farkli
olarak, dogada karsilasabilecekleri zorluklara karsi daha direngli genetik yapilari
iclerinde barindirdiklarinin  bilinmesinden kaynaklanmaktadir. Genetik ¢esitlilikte
meydana gelen azalmalar bir populasyonun suni veya dogal yolla cevrede meydana gelen

degismelere karsi daha zor adapte olmasina neden olabilmektedir. Bu durum, siddetli



populasyon dalgalanmalarina veya populasyonun yok olmasiyla sonuglanabilmektedir.
Bundan dolay1r mevcut olan genetik ¢esitlilik, adaptasyona dayanan evrimsel degisiklik
icin hayati bir rol oynamaktadir (Turan, 2000). Bu sebeplerden yola ¢ikarak
denizlerimizde bulunan dogal ¢ipura populasyonlar ile kiiltiir populasyonlar1 arasinda
herhangi bir sebepten genetik degisiklik varsa bunun tespit edilmesi ¢ipura
populasyonlariin devamliliginin saglanmasi i¢in hayati onem tagimaktadir (Carvalho ve
Hauser, 1994).

Tiirler genellikle kendi icerisinde fenotipiksel veya genetiksel olarak farklilagmis
gruplara veya populasyonlara bolinmiistiir, bunlara balik¢ilik idaresinde stok
denilmektedir. Stoklar genellikle yeni birey katilim1 ve mortaliteyi de i¢ine alan biyolojik
karakterler bakimindan birbirinden 6nemli derecede farkliliklar arz edebilmektedir.
Bundan dolay1 bu stoklar avciliga birbirinden bagimsiz bir sekilde cevap vermekte ve
birbirinden bagimsiz bir idare sekline ihtiya¢ duymaktadirlar. Stokun tanimlanmasi
balikgilik idaresi ve korumasi agisindan zorunlu ve dnemlidir. Bununla birlikte, balikgilik
yonetiminde asil problem stokun tanmmdir. Ozellikle, bir stokun nelerden olustugu
tizerine bir fikir birligine varmak olduk¢a zordur (Gauldie, 1991; Carvalho ve Hauser,
1994). Literatiirlerde bir dizin halinde stok tanimlamasi mevcuttur (Gulland, 19609;
Larkin, 1972; Jamieson, 1973; Booke, 1981; lhssen ve ark., 1981; Smith ve ark., 1990).
’Stok’” teriminin kullanimi ve tanimiyla ilgili bircok makale oldugu halde herkes
tarafindan kabul edilen evrensel bir tanimi bulunmamaktadir. Ciinkii terimin
tanimlanmasi, kim tarafindan ve ne amagla yapildigina gore degismektedir (Carvalho ve
Hauser, 1994; Turan ve ark., 1997).

Genetik stok, yiiksek derecede biitiinliik gosteren ve {iiretime yonelik olarak
kismen farklilik gosteren ve genetiksel olarak diger stoklarda farkli olan {inite olarak
tanimlanmaktadir (Jameeson, 1973; Ovenden, 1990; Thorpe, 1983). Literatiirlere
biyologlar tarafindan sunulan daha bir¢ok stok tanimi mevcuttur. Bunlar birbirlerinden
hasat stoktan genetik stoka kadar, stok biitiinliik dereceleri ile ayrilmaktadir (Carvalho ve
Hauser, 1994; Turan, 2000a).

Populasyonlardaki genetik frekanslarin degismesine yol acan mikro evrimsel
kuvvetler; mutasyon, gen akisi, genetik siiriiklenme ve seleksiyon olmak iizere 4 e ayrilir.
Populasyonun dengede kalabilmesi igin populasyonun yeterinde biiyiik olmasi,

mutasyon, seleksiyon ve go¢ olaylarinin meydana gelmemesi, esit sayida erkek ve disi



bireylerin bulunmasi, populasyonda ¢iftlesmelerin rastgele olmasi ve bir jenerasyonda
dogan bireyler ile ¢iftlesmemesi kosullarina baghidir. Bu kosullarin birinin veya
birkag¢inin olmamasi halinde populasyonlarin dengesi bozulur ve genetik yap1 zamana
bagli olarak degisir. Genetik yapiin degisiminin biiyiikliigiine ve sekillerine bagl olarak
yeni tiirler ortaya ¢ikabilir (Turan, 2002).

Seleksiyon, populasyon icerisinde bazi genotiplerin digerlerinden daha fazla
cogalma olanag1 vermektedir. Bu dogal kosullar yoluyla olursa dogal seleksiyon, insan
tarafindan yapilirsa yapay seleksiyondan olarak adlandirilir. Dogal seleksiyon ortama
adaptasyon gosteremeyen canlilarin ortamdan kaybolmasi seklinde olur. Adaptasyon,
ancak gen frekanslarinda meydana gelen degisimlerin, bu canlilarin bulundugu ortama
daha iyl uyum saglamasina neden olan organlarin ya da diger 6zelliklerin olusmasina
katkida bulunmasiyla gerceklesir. Seleksiyonda bazi genotipler digerlerinden daha fazla
oranda dol verecegine gore, bu genotipte bulunan genlerin nispi frekanslar
jenerasyondan jenerasyona artar. Yapay seleksiyon ise insan elinden geldigi kadar sadece
kendine yarayan genotiplerden dol almaya, digerlerine cogalma olanagi vermemeye
caligir (Turan, 2002). Kiiltiir balik¢iliginda yapilan da tam olarak budur. Kiiltiir balik¢iligi
yapan sirketler daha hizli bir sekilde pazara sunabilecegi genotipteki baliklarin kiiltiiriinii
yaptiklar1 i¢in bu kiiltiir populasyonundaki baliklarin dogal ortamda yasama olanaklari
¢ok diisiiktiir.

Genetik tekniklerin kullanimindan 6nce, morfolojik farkliligin tamamiyla genetik
farklilagmadan kaynaklandig: farz edilmekte ve stoklarin tespiti, genellikle morfolojik
Ozellikler kullanilarak yapilmaktaydi (Marr, 1957). Ancak, fenotipik tekniklerin
kullanimi, bir tiire ait populasyon tespitinde fenotipik varyasyonun direkt olarak genetik
kontroliin etkisi altinda olmayisi ve ¢evresel faktorlerin degisiminden etkilenmesinden
dolay1 sinirlanmistir (Allendorf, ve ark., 1987). Ciinkii genetik tekniklerin balik¢ilikta
kullanimi ile daha 6nce fenotipik olarak farkli olan bir¢ok populasyon veya tiiriin genetik
olarak farkli olmadigi ortaya ¢ikmistir. Bu nedenle populasyon ¢alismalarinda molekiiler
genetik tekniklere basvurmak ihtiyacit dogmustur. Populasyon genetigi ¢alismalarinda
kullanilan, Protein elektroforezi, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) (Polymerase Chain
Reaction), Siirlama Pargalarinin Uzunluk Polimorfizmi (RFLP), (Restriction Fragment
Length Polymorphism), DNA Parmak izi Metodu (Genetic Fingerprinting), Mikrosatelit,
Polimorfik DNA’nin Rastgele Cogaltilmast (RAPD), (Random Amplification of



Polymorphic DNA), Tek Niikleotid Polimorfizm (SNP) ve DNA Dizileme Metodu (DNA
sequencing) gibi teknikler, glinlimiizde yaygin olarak tercih edilen tekniklerdir. Fenotipik
teknikler, stok yapi analizinde genetik tekniklerle birlikte kullanildiginda, elde edilen
veriler balik¢ilik idaresinde stoklarin korunmasi ve siirekliligin saglanmasinda énemli rol
oynar (Turan ve ark., 1997).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), invitro kosullarda DNA dizilerinin
cogaltilmasi esasina dayanmaktadir. PCR; basit, spesifik ve hassas bir tekniktir (Saiki ve
ark., 1985; Mullis, 1990). PCR teknigi, temelde iic asamadan olusmaktadir. Ilk asamada
(denaturation), kalip DNA (template DNA), 92-95°C’de 1-2 dakika tutularak ¢ift sarmal
yapidaki DNA ipliklerini birbirlerinden ayrilmaktadir. DNA zincirini ayirmak i¢in, bazi
durumlarda 5-10 dakika 6n 1sitma yapmak gerekebilir (Watson ve ark., 1992; Hadidi ve
ark., 1995). Ikinci asamada (annealing), reaksiyon sicakligmnin, 37-65°C’ye diisiiriilerek
oligoniikleotid primerlerinin agilan DNA zincirlerinin kendi baz dizilerine karsilik gelen
bolgeye yapisir. Bu islem, iiretilecek baz uzunluguna bagli olarak 30-60 saniyede
gerceklesmektedir (Innis ve ark., 2012). Uciincii asama (primer extention) ise, DNA
zincirleri iizerine yapisan primerlerin DNA polimeraz enzimi (Taq DNA polymerase)
vasitastyla uzatilir. Tag DNA polymerase 72°C sicaklikta daha iyi ¢alisti1 i¢in genel
olarak tiim ¢ogaltma islemleri bu sicaklikta yapilmaktadir (Erlich ve ark., 1991). PCR
sonucunda elde edilen tiriin, cogaltilmas: hedeflenen DNA par¢asi ile iki primerin toplam
uzunlugu kadardir. Ug basamaktan (denaturation, annealing, primer extention) olusan
islem, bir PCR devrini temsil eder. Bu islem, genel olarak 25 ile 40 defa tekrar edilerek
baslangictaki DNA dizisinden milyonlarca yeni DNA pargacigi ¢ogaltilmaktadir (Hadidi
ve ark., 1995).

Populasyonlar arasindaki genetik farkliliklarin tespit edilmesinde kullanilan etkin
yontemlerin basinda DNA dizi analizi yontemi gelmektedir. Bu metot DNA diizeyinde
degisim tespit etmede kullanilan en hassas tekniktir. DNA {izerinde ilgi duyulan bir
bolgenin veya genin zincirleme metodu ile niikleotid dizilerin ortaya ¢ikarilmasi, bu
bolgede mevcut olan polimorfizimi azami diizeyde tespit etme imkani saglamaktadir.
DNA zincirinin test edilmesinde en yaygin metot, dideoxy-termination metodudur (Avise
ve ark., 1979). Bu metotta bir primer, ¢ift sarmalli DNA'min bir sarmalinin
sentezlenmesini baglatmak i¢in kullanilmaktadir. Bu teknikle bir primer kullanilmakta ve

DNA sarmalinin sadece biri sentezlenmektedir. DNA sentez reaksiyonlarinda kullanilan



normal niikleotitlere (dANTP) ek olarak, modifike (dideoxy) niikleotidler (ddNTP)
zincirleme reaksiyonuna eklenmektedir. Bu niikleotidlerin modifikasyonu, fosfat
bantlarinin formasyonuna engel olmaktadir, sentez, modifike niikleotidlerin eklenmesiyle
sonlanmaktadir (dideoxy-termination). Zincir reaksiyonu, birbiriyle ayni olan dort
reaksiyondan olugsmakta ve her bir reaksiyon farkl: tiipler igerisinde gerceklesmektedir.
Her bir tiip igerisinde, normal niikleotidler (dATP, dTTP, dGTP, dCTP) ve ¢ok diisiik
oranda reaksiyonu tamamlayici olarak modifike niikleotidler (ddATP, ddTTP, ddGTP,
ddCTP) bulunmaktadir. Bu yontem laboratuar ortaminda gergeklestirilen DNA
replikasyonu isleminin kontrollii bir sekilde yarida kesilmesi temeline dayanmaktadir.
Ikili sarmal DNA tek eksenli hale getirilmekte ve hedef DNA bdlgesinin bir boliimii ile
komplementer olan kisa bir DNA parcacigi, bu bolge ile hibrit olusturmaktadir. Bu
primer/hedef DNA (template) karisimi1 DNA polimeraz enzimi tarafindan katalize edilen
ve primere yeni niikleotidlerin ilave edilmesi temelinde 4 ayr1 reaksiyon alt grubunda
incelenmektedir. Her bir reaksiyonda 4 tip deoksiniikleotidlere (dATP, dTTP, dGTP,
dCTP) ilave olarak deoksiniikleotidlerde var olan 3'OH grubunu tasimayan
dideoksiniikleotidler (ddATP, ddTTP, ddGTP, ddCTP) de bulunmaktadir. Yeni
sentezlenen DNA molekiilii, ya primerin u¢ kismi etiketlenerek ya da sentez sirasinda
etiketli deoksiniikleotid ilave ederek radyoaktif etiketli hale getirilmektedir. Yeni DNA
sarmalinin sentezinin yapilmasi niikleotidlerin serbest 3' OH grubuna eklenmesi ile
devam etmekte ve uzayan eksene ddNTP eklendigi zaman eksen uzamasi sonlanmaktadir.
Polimeraz reaksiyonu, ddNTP’lerin nadir ve rastgele ilave edildigi durumlarda
yiiriitiilmekte ve ayrica farkli bazlarda sonlandirilan farkli uzunluklarda DNA molekiilleri
seti elde edilmektedir. Elektroforez sonucu, pargalar biiyiikliiklerine gore jel icerisinde
yerlerini almaktadir. Jel {izerinde her bir bant sag tarafta verilen ilgili parcay: ifade eder
ve jel lizerinde okuma yapilarak, reaksiyona sokulan DNA sarmalinin tamaminin
niikleotid zinciri tespit edilmis olur.

Populasyon genetigi ¢alismalarinda genomun en ¢ok ¢aligilan kisimlarindan biri
mitokondriyal DNA (mtDNA)’dir (Wilson, ve ark.,1985). Biiyiikliikleri organizmalar
arasinda farklilik gdstermekle beraber hayvan mtDNA ’s1 15-29 kb uzunlugunda olup, 22
tRNA, 2 rRNA ve oksidatif fosforilasyonda gorev yapan ve 13 mRNA’y1 kodlayan
protein olmak tizere toplam 37 genden olusan bir molekiildiir (Sekil 1.2) (Wallace, 1986).

Hayvan mtDNA’s1 yiiksek derecede korunmus gen igerigi ve diizenine sahiptir (Boore,



1999), rekombinasyon goéstermez ve intron icermez (Moore, 1995, Sunnuck, 2000).
Mitokondriyal DNA’nin etkili bir tamir mekanizmasindan yoksun olmasi (Bogenhagen,
1999), histon gibi koruyucu proteinlerin goriilmemesi, i¢ mitokondriyal membranda
meydana gelen oksidatif fosforilasyon ile agiga ¢ikan ve oldukga yiiksek mutajenik etkiye
sahip oksijen radikalleriyle fiziksel iliski igerisinde bulunmasi (Richter, 1988), ayrica
mevcut mutant mitokondrinin etkisi ile mtDNA mutasyon hizinin artmasi (Lightowlers
ve ark., 1997) gibi faktorler, mtDNA’ da meydana gelen polimorfizimi niikleer DNA’dan
daha yiiksek oranda goriilmesinin muhtemel sebeplerini olusturmaktadir. mtDNA'nin
evrim hiz1 niikleer DNA'ya gore 10-20 kat daha fazladir. Bunun nedeni, oksijen
radikallerine daha fazla maruz kalmasi ve koruyucu mekanizmalarinin olmamasidir. Bu
yiizden mtDNA mutasyonlara daha agiktir. Niikkleer DNA'ya gore daha fazla mutasyona
ugrayan mtDNA mutasyonlarinin hiz1 1 milyon yillik siiregte ortalama % 2-4 oranindadir.
Eger iki organizma arasinda % 1 oranda mtDNA farklilig1 varsa bu 250.000-500.000 y1l
once bu iki organizmanin farklilagmaya bagladigini gosterir. Ek olarak niikleer genin her
jenerasyonda farkli rekombinasyon gostermesi populasyon genetigi caligsmalarinda

zorluk yaratirken, mtDNA ‘nin homoplazmik olusu kullanilabilirligini arttirmaktadir.

Leupcsy

Sekil 1.2. Balik mitokondrisindeki (mtDNA) genlerin dizilimi (Meyer, 1993)



16S rRNA prokaryotlarda ribozomun kii¢iik alt birimini olusturur. Invitro
kosullarda gerceklestirilen PCR ile kisa siirede tiim gen kolaylikla ¢ogaltilirken, genin
uzunlugu da sekans analizindeki varyasyonlarda kayda deger bir analiz saglar. Gendeki
korunan bolgeler amplifikasyon i¢in iiniversal primer dizayninda kullanilabildigi gibi
degisken bolgeleri de cesitli tlirler veya populasyonlar arasindaki benzerlik ya da
farkliliklar1 ayirt etmede kullanilabilir (Mylvaganam ve Dennis, 1992; Amann ve ark.,
2000). mtDNA’ nin 16S rRNA bolgesi, populasyon genetiginde yiiksek taksonomik
gruplara kadar degisen iliskileri analiz etmek i¢in kullanilmaktadir (Bermingham ve ark.,
1997; Lydeard ve Roe, 1997). 16S rRNA geninin balik tiirleri ve populasyonlarini ayirt
etmek i¢in iyi bir belirleyici oldugu da kabul edilmektedir (Ritchie ve ark., 1997; Tringali
ve ark., 1999; Bernardi ve ark., 2000; Hanel ve Sturmbauer, 2000; Farias ve ark., 2000;
Streelman ve ark., 2002).

MtDNA’nin maternal kalittmi dollere anne tarafindan aktarilir, efektif
populasyon biiyiikliigii ve genetik siirliklenmenin etkileri niikkleer DNA’da mtDNA ya
oranla 1/4 oraninda daha az goriiliir. Az sayida 6rnekleme yapilan genetik varyasyon,
genetik ¢esitlilik, haplotip cesitliligi, genetik farklilik ve kiiltiir stoklarinin dogal stoklar
tizerindeki genetik etkilerin incelendigi ¢alismalarda mtDNA tipki alloenzim ve
mikrosatellit molekiiler dominant teknikleri gibi dominant teknik olarak kullanabilir
(Iguchi ve ark., 1999; Reilly ve ark., 1999; Seniko ve ark.,2002; Romana-Eguia ve ark.,
2004).

Bu caligmanin amaci, iilkemizde gerek avcilik gerek kiiltiir balik¢ilig1 acisindan
son derece dnemli bir tiir olan ve Iskenderun Korfezi’nde agik deniz kafeslerinde kiiltiir
balik¢iligi yapilan Sparus aurata (Cipura)’nin dogal stoklar tizerindeki genetik etkilerinin
16S rRNA geni kullanarak tespit etmektir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Hindar ve ark., (1991), kiltiir balik¢iliginin dogal stoklar {izerindeki genetik
etkisini arastirdiklari litaretiir ¢alismasinda, kiiltiir balik¢ilig1 yapilip dogaya salinan veya
kacan baliklar ve dogal stoklar arasindaki gen akisinin dogal stoklar1 ciddi derecede
etkiledigi ve dogal seleksiyon sonucu elde edilen alellerin kaybina yol agtig1 bildirilmistir.

Zouros (1999), Yunanistan, Italya, ispanya ve Portekiz kiyilarindan 6rnekledigi
dogal ve kiiltiir ¢ipura baliklarinda allozim, mikrosatellit ve mtDNA {izerinden yaptigi
karsilastirmada kiiltiir stoklarinda genetik varyasyonun az da olsa diistiiglinii belirtmis
fakat Akdeniz ve Adriyatik drnekleri arasinda herhangi bir cografik genetik heterojenlik
bulunmadigini bildirmistir. Paralel olarak bizim sonuglarimizda da Akdeniz igerisindeki
dagilimda herhangi bir genetik alt dal olusumunu gézlenmemistir.

Palma ve ark., (2001), ¢ipura baliklarinin dogal ve kiiltiir stoklarinda genetik
heterozigotluk tespiti i¢in yaptiklar1 arastirmada bes farkli tilkeden 6rnekleme yapmis ve
kiiltiir stoklarinda nadir allellerin kayb1 sonucu genetik varyasyonun azaldigma dair
bulgular ortaya koymustur. Yaptiklari c¢alismada allozyme heterozigotluk dogal
populasyonlarda diisiik, kiiltiir populasyonlarinda ise yliksek ¢ikmistir. Mikrosatellit
DNA analizi de benzer sonuglar vermis fakat yunan orneklerinde heterozigotluk daha
disiik cikmustir. Kiltliir populasyonlarinda, dogal populasyonda bulunan ve dogal
seleksiyonla elde edilen nadir alellerin kaybindan dolayi, bazi genetik varyasyonlarini
kaybettigini gosterdigini bildirmislerdir.

Alarcon ve ark., (2004), Avrupa kiyilarindaki dogal ve kiiltiir c¢ipura
populasyonlarinin genetik karilastirmalarina iligkin ¢aligmalarinda Gliney Atlantik ve
Akdeniz’de 6 dogal, 5 kiiltiir populasyonundan 6rnekleme yaparak allozim, mikrosatellit
ve MtDNA kontrol bolgesi varyasyonlarini incelemislerdir. Mikrosatelitler allozim’lere
gore daha fazla varyasyon ortaya koyarken mtDNA analizleri populasyonlar arasinda
hicbir farklhilik gostermemistir. Dogal populasyonlarda mikrosatelitler, allozim’lere
kiyasla ufak da olsa daha belirgin bir farklilik derecesi gostermektedir. Yetistiricilik
populasyonlarinda ise yapay seleksiyon ve genetik siiriiklenme sayesinde dogal
populasyonlardan oldukea farkli géziikmekte oldugu tespit etmisler ve bunun sonucunda
ayni bolgedeki kiiltiir ve dogal populasyonlar arasindaki yiiksek farklilasma, iki
populasyon arasinda 6nemli miktarda genetik akisin olduguna dair bir kanmit teskil

etmedigi sonucuna varilmistir.
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Karaiskou ve ark., (2009), ¢ipura baliginin dogal ve kiiltiir populasyonlarinin
genetik cesitliligini, yedi mikrosatellit belirte¢ kullanilarak yaptiklar1 ¢alismada yapay
seleksiyonun c¢iftlik populasyonlar1 bilesiminde degisiklik yaparak, dogal ve kiiltiir
populasyonlar arasinda alel zenginligin azalmasina neden oldugunu saptamaistir.

Wang ve ark., (2011), Giiney Cin Denizi ve Giineydogu Asya kiyilarinda
mikrosatellit DNA yontemiyle portakal benekli orfoz (Epinephelus coioides)’un dogal
ve kiiltiir stoklar1 iizerindeki genetik cesitlilik ve genetik uzakligi lizerinde yaptiklari
calismada, dogal populasyonlarla kiiltiir populasyonlar1 arasinda énemli bir farklilasma
gozlemlenmistir. Ancak uyguladiklart Mantel Testi sonucu genetik yapinin
farklilagsmasini reddetti, model; populasyonlar arasindaki farkliligin tarihi dagilim, yerel
cevre, okyanus akintilari, nehir akisi gibi cesitli faktorlerden kaynaklanabilecegini
bildirdi.

Dogankaya ve Bekcan., (2012), Tirkiye kiyilarindaki dogal ¢ipura populasyonlari
ile kiiltiir populasyonlar1 arasindaki genetik ¢esitliligi belirlemek i¢in mitokondriyal
DNA 12s rRNA, CytB ve COII gen bolgelerini kullanmistir. Genetik ¢esitliligi tespit
etmek icin genetik cesitlilik, haplotip cesitliligi ve niikleotid ¢esitliligini karsilastirdiklari
calismada, li¢ gen diziliminde de 6nemli bir farklilik saptanmamistir. Maksimum genetik
cesitlilik Sitokrom b geninde (0.0050) saptanmistir. Calismanin sonucu olarak dogal ve
kiiltiir stoklarinda higbir farklilasma gozlenmedigi bildirilmistir.

Franchini ve ark., (2012), Italya kiyilarmdaki ¢ipura populasyonlarinin genetik
yapisi tizerinde yaptiklari ¢alismada, genetik populasyon alt dagilimi F istatistikleriyle
diisiik de olsa Fst = 0.0072) tespit edildi. Molekiiler varyasyonun analizi ile elde edilen
genetik varyansin cografi dagilim 6rnegi elde edilen sonuglarla kismen uyumlu oldugu
bildirilmistir.

Glover ve ark., (2013), Norveg kiyilarindaki Atlantik salmon baliklarinin dogal
ve kiiltlir populasyonlar1 arasindaki genetik etkilesimi Tek Niikleotid Polimorfizmi (SNP)
ile inceledikleri calismada, incelenen 20 dogal populasyondan 5 populasyon anlamli
genetik degisiklik gostermistir. Bu 5 populasyon zamanla ¢iftlik balig1 populasyonuna
daha ¢ok benzemis bunun nedeni olarak da balik ¢iftliklerinden kacan baliklarin bu 5
populasyonla gen etkilesimine girmesi olarak gosterilmistir. Kalan 15 populasyonda ise
anlaml ve kalic1 degisiklikler gozlemlenmemistir. Kiiltiir populasyonlariin her bir dogal

populasyon iizerindeki genetik etkisi Bayesian hesaplamasina gore tahmini olarak %2-47
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arasinda degismektedir. Buna gore bazi populasyonlar yiiksek derecede etkilenirken
bazilari ise hi¢ etkilenmemistir.

Loukovitis ve ark., (2014), Avrupa levrek Dicentrarchus labrax’in genetik
cesitliligini dort yunan ticari ¢iftligi populasyonu ve Yunanistan ve Fransa’dan {i¢ dogal
populasyonla bes polimorfik mikrosatellit belirteci kullanarak karsilagtirdi. Dogal ve
kiiltir populasyonlarinda ayni seviyede heterozigotluk goézlemlendi. Kiiltiir
populasyonlar1 ile dogal populasyonlar1 arasindaki genetik farkliligi Fst analizi ile
gosterdi. 1ki yunan dogal populasyonu harig¢ tiim populasyonlarin ikili karsilastirmalari
(pairwase) anlamliydi.  Yapilan mikrosatelit DNA analizi sonucu Kiiltiir
populasyonlarinin dogal populasyonlara oranla alel sayis1t %37 oraninda azaldigini ve
bunun sebebi olarak genetik siiriiklenme ve populasyon igi tireme olarak gosterildi.

Miralles ve ark., (2016), P. saltatrix’in Ispanya kiyilarindaki kiiltiir
populasyonuyla, Dogu ve Bati Akdeniz’deki dogal populasyonlarin genetik ¢esitliligini
yedi mikrosatellit lokusu ve mtDNA COI gen boélgesini calisarak karsilastirdigi
caligmada, beklendigi gibi balik ciftliklerinden alinan drnekler yerel genetik populasyonla
paralellik gdstermesine ragmen orneklerin %7,14- %11,9 ‘u Tiirkiye sularindan alinan
Dogu Akdeniz stokuyla eslesti. Toplam 12 haploit bulunmustur ve bunlarin yarisi sadece
ciftlik baliklarinda gozlemlenmistir. Calisma sonucunda kiiltiir balik¢iliginin dogal
stoklarin genetik ¢esitliligini ve filocografyasini etkileyebilecegi sonucuna varmiglardir.

Kumar ve ark., (2016), Hindistan kiyilarindaki Lates calcarifer baliklarinin 2
kiiltiir populasyonu ile 5 dogal populasyon arasindaki niikleotid ¢esitliligi ve haplotip
cesitliligini  mtDNA COI bolgesini  kullanarak arastirdiklar1 ¢alismada, dogal
populasyonlardaki niikleotid ve haplotip ¢esitliligi (0.653) daya yiliksek bulundu. Kiiltiir
populasyonlarinin genetik cesitliligi dogal populasyonlara oranda 2.7 kat daha diislik
oldugunu bildirmislerdir. Dogal populasyonda 36 farkli haploit bulunmusken kiiltiir
populasyonunda sadece 4 haploit bulunmustur.

Turan ve ark., (2016), Scophthalmus maximus’ un Karadeniz kiyilarindaki dogal
populasyonuyla kiiltlir populasyonu arasindaki genetik farkliligi mikrosatellite yontemi
kullanarak yaptig1 ¢alismada, tiim lokuslarda 4 ile 10 arasinda toplam 24 alel tespit edildi.
Kiiltiir populasyonunda dogal populasyona oranla daha diisiik sayida alel tespit edilmistir.
Dogal ve kiiltiir stoklar1 arasindaki genetik farklilik 0.2282 olarak tespit edilmis, Yapilan
Garza-Williamson istatistikleri sonucunda dogal populasyon (0.37838) kiiltiir
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populasyonuna oranla (0.56818) daha diisiik ¢ikt1 ve bu da dogal populasyonlarin olasi

bir genetik darbogaz etkisi gdzlemlendigi sonucuna varilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
Arastirma Iskenderun Teknik Universitesi, Deniz Bilimleri ve Teknolojisi

Fakiiltesi, Molekiiler Ekoloji ve Balikgilik Genetigi Laboratuvari’nda ylriitiilmustir.
3.1. Materyal
3.1.1. Ornekleme Bélgeleri

Cipura drneklerinde dogal populasyonu temsilen Iskenderun Kérfezi’nde gerek
fanyali uzatma agiyla avcilik yapan balikgilardan, gerekse trol avciligi yapan teknelerle
baliga ¢ikilarak veya satin alinarak populasyonu temsilen 25 adet, kiiltiir populasyonunu
temsilen Iskenderun Korfezi'nde faaliyet gdsteren Mazman Kiiltir ve Deniz
Balik¢iligi’na ait agik deniz kafeslerinden 25 adet 6rnek alinmistir. Bu tesiste bulunan
¢ipuralarin ana¢ kaynaklart yani yumurtalarin ve dollerin alindigi tesis Akuvatur
Su.Ur.Tic. ve San.A.S.-Adana-Karatas oldugu belirtilmistir (Sekil 3.1).

Omneklerin toplandig1 istasyonlar Sekil 3.1°de harita iizerinde verilmistir.
Orneklerin kodu, avlandiklari ve topladiklar1 bolgelerin koordinatlari, drnekleme tarihleri

Cizelge 3.1 ’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Cipura (Sparus aurata)’nin populasyonlara gére 6rnekleme bilgileri

Ornekleme Populasyon Ornekleme Bolgelerin Ornekleme
Bolgesi Kodu Sayisi Koordinatlar Tarihi
Iskenderun ISK.D ’5 36°3723.0"N 05.04.2017
Korfezi 36°05'00.9"E o
(Dogal)

Iskenderun ISKK - 36°30'34.5"K 15.06.2017
Korfezi : oxcn " V0.
(Kiiltiir) 35°49'12.1"D
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Sekil 3.1. Cipura (Sparus aurata) ornekleme alanlari @iSK-D: iskenderun Dogal
Populasyonu, A ISK-K: iskenderun Kiiltiir Populasyonu (Mazman Kiiltiir ve Deniz
Bahkc;lhgl),* Anag kaynaklarinin alindig1 isletme (Akuvatur Su.Ur.Tic.ve San.A.S.)

Calismada kullanilan ¢ipura baliginin genel goriiniimii (Sekil 3.2) ve sistematik
siiflandirilmasi Nelson (2006) ve Turan ve ark., (2007)’ ye gore verilmistir.

ALEM : Animalia

SUBE : Chordata

SINIF . Actinopterygii

TAKIM : Perciformes

FAMILYA : Sparidae

CINS : Sparus

TUR : Sparus aurata Linnaeus, 1758
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Sekil 3.2. Calismada kullanilan Sparus aurata’ nin genel goriiniimii

3.1.2. Kullanilan Arac ve Gerecler
Calisgmada DNA elektroforezis tanki, gii¢ kaynagi, UV transilluminator cihazi,
Vorteks cihazi, Inkiibatdr, Mikrosantrifiij cihazi, Hassas terazi, PCR cihaz1 ve otoklav

kullanilmistir. Kullanilan cihazlarin teknik 6zellikleri Cizelge 3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3.2. Kullanilan cihazlarin teknik 6zellikleri

Cihaz Ismi Teknik Ozellikler
DNA Elektroforezis
Tanki 15x6x9cm
UV goriintiileyici 24.1x33.7x12.1cm
Mikrosantrifiij 100-15000 rpm
Hassas Terazi Hassasiyet 0.1 mg
Inkiibator 1201t/ 80 °C
PCR Cihaz 98 Tiipliik
Otoklav Max. 120 °C
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3.2. Yontem
3.2.1. Doku Orneklerin Elde Edilmesi ve Korunmasi

Toplanan balik 6rnekleri, fiziksel ve biyolojik bozulmay1 6nleme amaciyla ayri
ayr etiketlenmis ve polietilen torbalara yerlestirilmistir. Dogal populasyondan avlanan
orneklerin kiyrya ulasincaya kadar teknedeki dondurucuya veya buza konulmus, kiyiya
geldikten sonra ise laboratuvara ulagincaya kadar soguk tagima kabinda (buzda) muhafaza
edilerek laboratuvara getirilmis ve derin donduruculara yerlestirilmistir. Laboratuvara
getirilen 6rneklerden doku 6rnekleri alinmis ve % 95°lik etil alkolde vida kapakl tiipler
icerisinde +4 °C’de muhafaza edilmistir. Bunun disinda 6rneklerden yas doku drnekleri

aliip bu 6rnekler derin dondurucuda (-20°C) muhafaza edilmistir.
3.2.2. Mitokondriyal DNA’nin Ekstrakte Edilmesi

MtDNA’nin elde edilmesinde Blin ve Stafford (1976) tarafindan verilen standart
fenol kloroform yontemi uygulanmistir. Cipura 6rneklerinin kas dokusundan alinan ve
%095°1ik etil alkol igerisinde vida kapakli tiiplerde muhafaza edilen dokulardan yaklasik
50 mg, otoklavlanan eppendorf tiipler icerisine alindiktan sonra {izerlerine sirasiyla 300
ul CTAB (20 g/l CTAB; 1.4 M NaCl; 100 mM Tris-HCI pH 8.0; 20 mM EDTA) tampon
cozeltisi, 50 pl Proteinase K ve 30 pl RNase A ilave edilip cam ¢ubuk araciligiyla
ezilmistir. Daha sonra 6rnekler vortekslenip énceden 37.5°C’ye ayarlanan inkiibator de 1
gece bekletilmistir. Etiivden alinan ornekler vortekslenip 380 pl fenol kloroform isoamil
alkol (25:24:1) ilave edilip 15 dakika ters diiz edilmek suretiyle karistirilmigtir. Daha
sonra 12000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edilen 6rneklerin iist tabakalar: farkl: tiiplere
alinarak iizerlerine 380 pl kloroform isoamil alkol (24:1) ilave edilerek tekrar 15 dakika
ters diiz edilmek suretiyle karistirilmistir. Daha sonra 6rnekler 12000 rpm’ de 10 dakika
santrifiij edilerek tist tabakalar yeni eppendorf tiiplere aktarilmistir. Bu islemden sonra
Orneklerin iizerlerine, derin dondurucuda muhafaza edilen %100’liikk etanol den 1 ml
eklenip derin dondurucuda 2 saat bekletilmistir. Derin dondurucudan ¢ikarilan 6rnekler
12000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edilerek iclerindeki s1v1 dikkatle bosaltilarak yine derin
dondurucuda muhafaza edilen bu sefer %70’lik etanolden 1 ml eklenip 12000 rpm de 3
dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra dikkatlice tiiplerdeki sivi

bosaltilarak tiipler peletlerin kurumasi i¢in desikatorde bir siire vakumlanmistir. Daha
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sonra kuruyan peletlerin iizerine 100 pl TE buffer eklenerek mitokondriyal DNA

ekstraksiyonu tamamlanmaistir.
3.2.3. DNA’min Kalite Tayini

DNA orneklerinin miktart belirlendikten sonra kalitesinin tespiti igin % 0.7°lik
agaroz jel hazirlanmistir. Bunun icin 0.175 gr agarose, 25 ml saf su ile karistirilip
mikrodalga firinda kopiiriip saydamlasana kadar bekletilmistir. Saydamlasan jel iizerine
0.5 ml seyreltilmis 1x TBE Buffer ve 1.5 pl Ethidium Bromiir eklenerek 60°C” ye kadar
sogutulan jel 15x6x9 cm ebatlarindaki elektroforez kiiveti icerisine dokiilerek sogumaya
birakilmistir. Jel soguduktan sonra, igerisinde seyreltilmis 1x TBE tamponu bulunan
elektroforez tankina koyulmus ve 3 pl DNA orneginden 6 pl’lik yiikleme tamponu
cozeltisinden karistirilarak sirasityla jeldeki kuyucuklara yerlestirilmistir. Elektrik
akiminin gerceklesmesi i¢in, giic kaynagi 10 dk siire ile 25 mA ve 50 V’a ayarlanmustir.
Elektroforetik go¢ tamamlandiktan jel, elektroforez tankindan dikkatlice alinmis ve UV
transilluminator cihazinda, UV koruyucu maske ile 6rneklerin DNA yapilar1 gézlenmistir

(Sekil 3.3).

10000 bg
A e A e B e e Y e e 8000 bg
6000 b
5000 b

4000 bg
3000 bg

2500 be

2000 be
1500 be

1000 be
500 be

Sekil 3.3. Cipura orneklerinden ekstrakte edilen total DNAnin  %0.7’lik agaroz jel
tizerinde kontrolii
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3.2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile 16S rRNA Geninin Cogaltilmasi

Cipura populasyonlar1 arasindaki genetik farkliligin derecesini belirlemek
amaciyla PZR Metodu ile mtDNA 16S rRNA ve Cyt-B genleri ¢ogaltilmistir (Saiki ve
ark. 1988), ancak kullanilan genlerden sadece 16S rRNA geninden saglikli sonuglar
alinmistir. Saglikli sonuglar vermedigi icin Cyt-B geni calismadan ¢ikarilmistir. PCR
uygulamasinda; ilk once 95°C’de 2 dakika denatiirasyon (1 dongii) ve bunu takiben
94°C’de 15 saniye strand DNA denatiirasyonu, 58°C’de 45 saniye primer baglanma
sicakligl, 72°C’de 1:30 dakika ilk uzama (30 dongii) ve 72°C’de 8 dakika (1 dongii) son

uzama safhasi izlenmigtir. PCR {irtinleri %1.5’lik agaroz jel lizerinde kontrol edilmistir

(Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Cipura orneklerinden PCR sonrasi elde edilen 16S rRNA PCR iiriinlerinin

%1.5’lik agaroz jel lizerinde kontrolii

Bunun i¢in asagida dizinleri verilen {iniversal primerlerden yararlanilmistir.
Primerler INVITROGEN (ABD) firmasindan saglanmistir.
16S rRNA-A: 5’-CG (CT) AAG GGA A (ACT) G CTG AAA-3°
16S rRNA-B: 5°-CCG GTC TGA ACT CAG ATC ACG TAG-3’

19



3.2.5. DNA Dizin Analizi (Sequencing)

Genom sekansinin belirlenmesinde en yaygin kullanilan yontem Sanger-Coulson
zincir sonlama metodudur. Bu yontem ile tek seferde dizi analizi yapilamayacak kadar
bliyiik olan DNA’lar dnce kiiglik pargalara boliiniir. Elde edilen her bir par¢a bir plazmite
klonlanir. Klonlanan plazmitler tek tek dizilenir. Bu dizilerin biyoinformatik analizlerle
bir araya getirilmesiyle uzun DNA parc¢asinin dizisi elde edilir. Bu diziler kapiller jel
elektroforezi kullanilarak okunur. Dizi analiz yonteminin hassasiyeti ve verdigi giivenilir
sonuclar bu yontemin kullanimi oldukg¢a yayginlastirmistir. Artan analiz sayisi, uzun
zaman ve yuksek is gilicii gerektirir. Bu gelismeler sonucunda otomasyon kaginilmaz
olmus ve otomatik DNA dizi analizleri uygulamalari yayginlasmistir. Otomatik analizde
de Sanger’in enzimatik DNA sentezine dayanan zincir sonlanma yontemi kullanilmistir.
Otomatik DNA dizi analiz cihazlari basit olarak, sabit bilgisayarda yiiklii programlar ile
bu programlarin yonettigi elektroforez sistemini igerir. Elektroforetik tinitelerde bulunan
lazer 151k kaynagi ile monokromatik bir 151k olusturulur. S6z konusu DNA ’nin bulundugu
jelmatriks bu monokromatik 151k ile taranir. Elektroforez siiresince DNA’ya baglanan
floresan boya 151k ile taranan bolgeye geldiginde uyarilir. Uyarilan boya kendi i¢in
karakteristik olan dalga boyunda 15181 geri yansitir. Yansiyan bu 151k demeti bir detektor
tarafindan kaydedilir. Kaydedilen veriler bilgisayar programlar ile degerlendirilerek
sonuclar grafiksel ya da matematiksel olarak bilgisayar ekranina aktarilir. DNA dizi

analizi cihazlarinda 6 bazdan 1000 baza kadar giivenli okuma yapilabilmektedir (Sekil

3.5.) (Sambrook ve ark., 1989).

500 510 520 530 540
T HFCAATAT CAGCGACGCTAT CEACT GEAAALCA GT GO AGCGANATAAT GCOTAALATAT G A

Sekil 3.5. Cipura orneklerinin DNA dizin analizi sonucu elde edilen 16S rRNA gen

bolgesinin parga kromotografisinden bir 6rnek
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3.2.5. Verilerin Analizi

Genetik verilerin analizinde BioEdit, Mega7, Arlequin 3.5 ve DnaSP bilgisayar
paket programlar1 kullanilmistir (Hall, 1999; Librado,P ve Rozas J., 2009; Excoffier, L.
ve H.E. L. Lischer., (2010); Kumar ve ark., 2016).

Populasyonlar arasindaki genetik ¢esitlilik ve farklilasmanin Nei (1978) ve Nei
ve Tajima (1981)’ya gore belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Cogaltilan mtDNA 16S rRNA boélgelerinin DNA dizileme reaksiyonlarinin
yapilmasi igin ekstrakte edilen DNA’lar Istanbul’da bulunan Medsantek Laboratuar
Hizmetleri firmasina gonderilmistir. DNA dizilerinin gorsel olarak gézden gegirilmesi
icin BioEdit programi kullanilmigtir (Hall, 1999). DNA dizilerinin kirlilik diizeyine
bakilarak istenilen saflik diizeyinde olan dizilerde gerekli analiz islemleri yapilarak
diziler islendi. Dizi hizalamasi i¢in Clustal W programi kullanildi. Kopyalanan diziler
Clustal W programina yapistirilarak dizi hizalamasi gergeklestirildi (Thompson ve ark.,
1994).

Populasyonlarin DNA Dizin Analizi teknigi ile genetik analizleri i¢in mtDNA 16S
rRNA ve CytB gen bolgeleri secilmis fakat yapilan PZR sonucunda CytB gen
bolgesinden sonu¢ elde edilemediginden calismadan cikartilmigtir. 16S rRNA gen
bolgesinde ise dogal populasyondan 25 ornekte 9 adet, kiiltiir populasyonunda ise 25
ornekte 22 adet olmak {izere toplam 31 adet sekans dizileme sonucu elde edilmistir.

Dizileri hizalanan S. aurata populasyonlarinin Nei (1978) ve Nei ve Tajima
(1981)’ya gore genetik ¢esitlilik ve genetik uzaklik verileri kullanilarak populasyonlar
arasindaki genetik c¢esitlilik ve farklilasmanin derecesi belirlenmistir. Yapilan model test
sonucu sekanslarimiz igin en iyi model Jukes-Cantor modeli bulunmustur. En iyi yer
degistirme sablonunu olustururken en diisiik BIC (Bayesian Bilgi Kriteri) skoruna sahip
modeller dikkate alinmistir. (Cizerge 4.1) (Jukes ve Cantor, 1969).
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Cizerge 4.1. En iyi model test sonuglari. En iyi (en diisiik) BIC (Bayesian Bilgi Kriteri)
skoruna sahip modeller dikkate alinmistir

Model #Param  BIC AlCc InL R
JC 59 3239.643  2758.749  -1320.237 0.5
K2 60 3243.690  2754.650  -1317.182  1.449
HKY 63 3246.396  2732.919  -1303.302  1.448
T92 61 3247.236  2750.050  -1313.877  1.449
JC+G 60 3248.342  2759.303  -1319.508 0.5
JC+I 60 3248.870  2759.831  -1319.772 0.5
K2+G 61 3252.347 2755.162 -1316.433 1.467
K2+I 61 3252.907 2755.721 -1316.713 1.454
HKY+G 64 3255.074  2733.452  -1302.563  1.465
HKY+I 64 3255.618  2733.996  -1302.836  1.453

Analiz edilen 16S rRNA bdlgesinin uzunlugu 830 bg olarak saptanmistir. Dizi

analizi sonucunda elde edilen niikleotid kompozisyonu Cizelge 4.2°de verilmistir.

Yapilan analizlerde T bazinin oram1 % 21.9, C bazinin orant % 24.1, A bazmin oran1 %

32.9, G baziin orani ise % 21.1 olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.2. Calismada kullanilan 830 baz c¢ifti uzunlugundaki 16S rRNA geninin
ortalama niikleotid kompozisyonu (%)

(%)

Ortalama Niikleotid Kompozisyonu

® >» O -

21.9
24.1
32.9
21.1

Santos ve ark., (2003), 16S rRNA geni ile yaptiklart DNA sekans analizi

calismasinda, Macrodon ancylodon populasyonlarindaki niikleotid kompozisyonunu;
A=% 28.7, T= % 23.6, C= % 24.4 ve G= % 23.4 bulmuslardir.
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Guo ve ark., (2004), Cin kedi baliklarinda (Sisoridae) mtDNA 16S rRNA geni ile
gerceklestirdikleri filogenetik analizde T bazinin oranin1 % 22.5, C bazinin oranint %
23.7, A bazinin oranini % 31.2 ve G bazinin oranin1 % 22.6 olarak bulmuslardir.

Bafion ve ark., (2005), yass1 baliklar (Pleuronectiformes) takimindaki tiirlerin 16S
rRNA geni ile filogenetik analizini yaptiklar1 ¢caligmalarinda A bazinin oranint % 29.07,
C bazinin oranini1 % 25.83, G bazinin oranim1 % 22.83 ve T bazinin oranini da % 22.74
bulmuslardir.

Ramanadevi ve Thangaraj (2013), Elopsidae familyasina ait 5 tiiriin (Elops
saurus, E. affinis, E. smithi, E. machnata ve E. hawaiensis) filogenetik analizini mtDNA
16S rRNA geni ile yapmislardir. Calismada 16S rRNA geninin niikleotid
kompozisyonunu; A= % 31.63, T= % 13.99, C= % 30.99 ve G= % 23.39 bulmuslardir.

Mitokondriyal DNA 16S rRNA geni ile yapilan diger sekans analizi
calismalarinda Guo ve ark., (2004), Bafion ve ark., (2005) ve Ramanadevi ve Thangaraj
(2013), da goriildiigii gibi adenin bazinin diger bazlara gore yiiksek oranda ¢ikmasi
calismamizdaki sonucu desteklemektedir.

DNA dizin analizi yapilarinda gosterilen 830 bg’lik bolgesi ¢alhisilan 16S rRNA
geninin 809 bg’lik kismi1 evrimsel siiregten etkilenmemis bolgelerden olusurken 21 bg’lik
kismi ise populasyonlar arasinda cesitli sebeplerden dolay:r degisen bolge olarak tespit
edilmistir. 3 bg¢’lik bolge ise populasyonlar arasinda parsimoni anlamli bolge (belirteg)
gorevi gormiistiir.

Substitlisyon oranlarinin maximum likelihood yontemiyle belirlenmesinde Jukes-
Cantor metodu kullanilmistir (Cizelge 4.3). Transisyonel substitiisyonlar koyu renkte,
transversiyonel substitiisyonlari ise italik olarak gosterilmistir. Substitiisyon oranlar1 bir

bazdan digerine substitlisyon geg¢is ihtimalini temsil etmektedir. Transisyonel substitiisyon
oranlar1 A/G 0.0833, (T/U)/C 0.0833, C/(T/U) 0.0833 ve G/A 0.0833 olarak bulunmustur.

Cizelge 4.3. Calismada kullanilan 830 baz c¢ifti uzunlugundaki 16S rRNA geninin
Substitiisyon matrisi

Niikleotid A T/U C G
A - 0.0833 0.0833 0.0833
T 0.0833 - 0.0833 0.0833
C 0.0833 0.0833 - 0.0833
G 0.0833 0.0833 0.0833 -
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16S rRNA geninin DNA dizin analizi ile dogal ve kiiltir populasyonda toplam 12
haplotip gozlenmistir. Haplotip sayis1 bakimindan kiiltiir populasyonunda 7, dogal
populasyonda 6 haplotip gézlemlenmistir (Cizelge 4.4). Genel haplotip olan Haploit_1
kiiltiir populasyonunda 12, dogal populasyonda ise 4 adet gézlemlenmistir. Haploit_2,
Haploit_3, Haploit 4, Haploit 5, Haploit 6 ve Haploit 7 sadece kiiltiir populasyonunda,
Haploit 8, Haploit 9, Haploit 10, Haploit 11 ve Haploit 12 ise sadece dogal
populasyonlarda  gbzlemlenmistir.  S.aurata  populasyonlarindaki 16S  rRNA
haploitlerinin degisken niikleotid bdlgeleri Cizelge 4.5’de verilmistir. Kiiltiir
populasyonunda haplotip ¢esitliligi 0.6710, dogal populasyondaki haplotip cesitliligi
0.8333 olarak bulunmustur (Cizelge 4.6). Populasyonlar arasi ortalama haplotip ¢esitliligi
ise 0.7204 olarak bulunmustur (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.4. S.aurata popiilasyonlarindaki 16s rRNA haploitlerinin frekanslar1 ve
populasyonlara gore dagilimi

Populasyonlar

Haploit Kiiltiir Dogal
Hapl 12 4
Hap2
Hap3
Hap4
Hap5
Hap6
Hap7
Hap8 -
Hap9 -
Hapl10 -
Hapll -
Hapl2 -

N T = =1 B
1

I e N

Toplam 22
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Cizelge 4.5. S.aurata populasyonlarindaki 16S rRNA haploitlerinin degisken niikleotid
bolgeleri

10 20
b¢ b¢

Hapl A C T A ATCGT C GCGCGAAAG C A

Hap2 ¢ . . . . . . . C

Hap3 . . . . . . . . C

Hap4d G

Hap5 . . . . . . . . . . AL

Hap6 . . . . . . . . . . .
Hap7 . . . . . C . . C

Hap8 . . . . . . . A

Hap9 . G

Hapto . . . G . . . . C

Hgp12 . . AGG . . . C . .GCG. . . GA
Hap12 G . . . . . T . . A ... .AG. . . G C

Iguchi ve ark., (1999), 3 dogal populasyondan ve 6 kiiltiir populasyonundan
aldiklart Plecoglossus altivelis o6rnekleriyle mtDNA Dloop bolgesini kullanarak
yaptiklari dizi analizi ¢alismasinda, dogal populasyonlarin haplotip cesitliligini minimum
0.978, maksimum 1.0, kiiltiir populasyonlarin haplotip ¢esitliligini ise minimum 0,356,
maksimum 0.867 olarak bulmuslardir.

Sekino ve ark., (2002), 3 dogal populasyondan ve 3 kiiltiir populasyonundan
aldiklar1 Paralichthys olivaceus 6rnekleriyle mikrosatalit ve mtDNA Dloop gen bolgesi
dizi analizini yaptiklar1 ¢aligmalarinda, kiiltiir populasyonlarinin haplotip c¢esitliligini
minimum 0.672, maksimum 0.798, dogal populasyonlarin haplotip ¢esitliligini ise 0.998
olarak bulmuslardir.

Romana-Eguia ve ark., (2004), 6 dogal populasyondan aldiklar1 Asya Nil
tilapyas1 (Oreochromis niloticus) ve 5 kiiltiir stokundan aldiklart kirmizi hibrit tilapyasini
(Oreochromis mossambicus x O. niloticus) ornekleriyle mikrosatelit ve mtDNA-RFLP
(DLoop) teknikleri kullanarak yaptiklart ¢aligmada kiltiir stoku olan kirmizi hibrit

tilapyasinin haplotip ¢esitliligini minimum 0.183, maksimum 0.499, dogal stok 6rnekleri
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olan asya nil tilapyasinin haplotip ¢esitliligini minimum 0.344, maksimum 0.805
bulmuslardir.

Erteken ve ark., (2007), Sciaena umbra ve Umbrina cirrosa populasyonlarinin
genetik yapisint mtDNA 16S rRNA geninde incelemislerdir. S. umbra ve U. cirrosa
populasyonlarindaki haplotip ¢esitliligi sirasiyla 0.526 ve 0.736 olarak bulunmustur.

Domingues ve ark., (2007), Atlantik ve Akdeniz kiyilarindaki Coryphoblennius
galerita populasyonunu 16S rRNA geni kullanarak inceledikleri ¢alismalarinda haplotip
cesitliligini 0.676 olarak bulmuslardir.

Mejri ve ark., (2011), Adriyatik Denizi’ndeki Pomatoschistus marmoratus
populasyonlarint 16S rRNA geni ile inceledikleri ¢alismalarinda haplotip ¢esitliligini
0.70 olarak bulmuslardir.

Uyan ve Turan., (2017), Tirkiye denizlerindeki Chelidonichthys lucerna
populasyonlarinit mtDNA sekans analizi yontemiyle 16S rRNA geni kullanarak yaptiklart
populasyon genetigi calismasinda, haplotip ¢esitliligini 0.7558 olarak bulmuslardir.

Dogal ve kiiltiir ¢alismalar1 iizerinde yapilan haplotip cesitliligi ¢alismalarinda
Iguchi ve ark., (1999), Plecoglossus altivelis dogal populasyonlarin haplotip ¢esitliligini
maksimum 1.0, kiiltiir populasyonlarin haplotip ¢esitliligini ise maksimum 0.867, Sekino
ve ark., (2002), Paralichthys olivaceus kiiltiir populasyonlarinin haplotip ¢esitliligini
maksimum 0.798, dogal populasyonlarin haplotip ¢esitliligini ise maksimum 0.998,
Romana-Eguia ve ark., (2004), kiiltiir stoku olan kirmizi hibrit tilapyasinin haplotip
cesitliligini maksimum 0.499, dogal stok ornekleri olan asya nil tilapyasinin haplotip
cesitliligini. maksimum 0.805 olarak bulmuslardir. Kiiltiir stoklarinin haplotip
cesitliliklerinin calismamizda da oldugu gibi (0.6710) dogal populasyonlara gore
(0.8333) cok diisiik ¢ikmasi kiiltiir populasyonlarindaki sinirli sayida ana¢ olmasindan
kaynaklaniyor gibi gorlinliyor. Haplotip ¢esitliliginin  diistik  ¢ikmasi  kiiltiir
populasyonlarinin genetik darbogaza girdiginin gostergesi olabilir.16S rRNA geni ile
yapilan diger deniz balig1 ¢alismalarinda diisiik haplotip ¢esitliligi ¢evresel ve insan
kaynakli faktorlerin yani sira (Uyan ve Turan, 2017) mevcut tiriin 06zelligi
(Palumbi,1994) ve 16S rRNA geninin karakteristik 6zelligi olabilir (Erteken ve ark.,
2010).

Jukes-Cantor modeline goére (Jukes ve Cantor, 1969) gergeklestirilen analizlerde,

populasyonlar i¢i ortalama genetik uzaklik degerleri (Estimates of Average Evolutionary

27



Divergence over Sequence Pairs within Groups) kiiltiir populasyonu igin 0.00109, dogal
populasyon i¢in 0.00526 olarak bulunmustur. Kiiltiir populasyonunun genetik ¢esitliligi
(diversity) 0.00108, dogal populasyonun genetik g¢esitliligi ise 0.00525 olarak
bulunmustur (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. S.aurata Populasyonlar i¢i ortalama genetik uzaklik, genetik gesitlilik ve
haplotip gesitliligi degerleri

Genetik Genetik Haplotip
Populasyon
Uzakhk Cesitlilik Cesitliligi
Kiiltiir 0.00109 0.00108 0.6710
Dogal 0.00526 0.00525 0.7204

Wang ve ark., (2011), Giiney Cin Denizi ve Gilineydogu Asya kiyilarinda
mikrosatelit DNA yontemiyle portakal benekli orfoz (Epinephelus coioides)’un dogal ve
kiiltiir stoklar1 lizerindeki genetik cesitlilik ve genetik uzakligi iizerinde yaptiklari
caligmada, kiiltir = populasyonlarindaki  genetik  cesitliligini  0.689,  dogal
populasyonlardaki cesitliligi 0.748 olarak bildirilmistir.

Loukovitis ve ark., (2014), Avrupa levrek Dicentrarchus labrax’in genetik
cesitliligini dort yunan ticari ¢iftligi populasyonu ve Yunanistan ve Fransa’dan {i¢ dogal
populasyonla bes polimorfik mikrosatelit belirteci kullanarak karsilagtirdiklar1 ¢alismada
kiiltir populasyonlarinin genetik ¢esitliligini 0.640, dogal populasyonlarin genetik
cesitliligini 0.738 olarak bildirilmistir.

Kumar ve ark., (2016), Hindistan kiyilarindaki Lates calcarifer baliklarinin 2
kiiltiir populasyonu ile 5 dogal populasyon arasindaki niikleotid ¢esitliligi ve haplotip
cesitliligini  mtDNA COI bolgesini kullanarak arastirdiklar1 c¢aligmada,  kiiltiir
populasyonlarinin genetik ¢esitliligini 0.0010, dogal populasyonlarin genetik ¢esitliligini
ise 0.0052 olarak bildirilmistir.

Cizelge 4.6’da ve yapilan benzer ¢alismalar olan Epinephelus coioides Wang ve
ark., (2011), Dicentrarchus labrax Loukovitis ve ark., (2014), ve Lates calcarifer Kumar
ve ark.,(2016)’nda da goruldigi {izere kiiltiir populasyonlarindaki genetik cesitlilik

oranlarinin dogal populasyonlara oranla olduk¢a diisiiktiir. Bunun nedeni olarak kiiltiir
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populasyonlarinin sadece kendi soylarindan gelen bireylerle ¢iftlesmesi (inbreeding)
oldugu diistliniilmektedir.

Biitiin populasyonlarin ortalama genetik cesitliligi (Estimate of the Mean
Evolutionary Diversity for the Entire Population) degeri 0.00229 olarak bulunmustur.
Populasyonlar arast ortalama genetik c¢esitlilik degeri (Estimates of the Mean
Interpopulational Evolutionary Diversity) -0.00088 olarak bulunmustur (Cizelge 4.7).

Populasyonlar aras1 genetik uzaklik degeri (Estimates of Evolutionary Divergence

over Sequence Pairs between Groups), 0.00316 olarak bulunmustur (Cizelge 4.7)

Cizelge 4.7. S. aurata dogal ve kiiltiir populasyonlar aras1 ortalama genetik uzaklik degeri
(alt diyagonal) ve populasyonlar arasi ortalama haplotip ¢esitliligi (kalin), populasyonlar
aras1 ortalama genetik cesitlilik degeri (list diyagonal)

Populasyon Kiiltiir Dogal
Kiiltiir - -0.00088
Dogal 0.00316/0.7204 -

Dogankaya ve Bekcan., (2012), lilkemizin Akdeniz kiyilarinda ¢ipura baliklarinin
dogal ve kiiltiir populasyonlarinin genetik cesitliliklerini mtDNA 12s rRNA, COII ve
CytB gen bolgelerini kullanarak inceledikleri ¢alismada, biitiin 6rneklerin ortalama
genetik cesitlilik degerlerini 12s rRNA geninde 0.00594, COIl geninde 0.00358 ve CytB
geninde 0.00845 olarak bildirmistir.

Cizelge 4.7’de  ve Dogankaya ve Bekcan., (2012)’da goriildiigii iizere
populasyonlar arasinda diisiik genetik cesitliligin goriilmesi hatta genetik cesitliligin
goriilmemesi populasyonlarin gelecekte devamliliginin tehlikede oldugunun bir
gostergesi oldugu diisiiniilmektedir.

Veri setinin tamami kullanilarak UPGMA (Tartili Olmayan Ciftlestirilmis Grup
Metodu Aritmetik Ortalamasi) algoritmasi ve Jukes-Cantor modeli temel alinarak bir
bireylerin genetik iliskisi agaci olusturulmustur. Bireylerin genetik iliskisi agacinin
giivenilirliginin saglanmasi i¢in gerceklestirilen 1000 tekrarli bootstrap test degerlerinin
tamam1 %100 olarak tespit edilerek olusturulan kiimelerin dogrulugunu saglamistir. Iki

ana daldan olusan UPGMA agaci toplamda 10 farkli kiime altinda toplanan &rneklerin
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genetik  farkliliklari1 ~ gostermektedir  (Sekil 4.1). Birinci ana dalda dogal
populasyonlarindan alinan 12 numarali ¢ipura 6rnegi agacin diger dallarindan bariz bir
sekilde farkl1 oldugu gériilmektedir. Ikinci ana dal ise iki alt dala ayrilmis ve ilk alt dalda
kiltir ve dogal populasyon 6rnekleri neredeyse birbirine ¢ok yakin olarak ¢ikmistir.
Ikinci dalda gériinen dogal populasyondan alinan 15 numarali gipura 6rnegi ise ayni1 ana
dalda bulundugu dogal ve Kkiiltir stoklar1 Orneklerine gore yiiksek farklilik
gostermektedir. Olusturulan UPGMA agacindan da anlasilacagr tlizere kiiltiir
populasyonlari ile dogal stoklar Iskenderun Koérfezi’'nde i¢ ige girdigi gdzlemlenmistir.
Dogal populasyondan sadece iki drnegin kiiltiir populasyonundan farklilik géstermesi bu
iki 6rnegin kiiltiir populasyonuyla etkilesime girmeyip onlardan gen akist olmadiginin

gostergesi olabilir.
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Sekil 4.1. UPGMA algoritmasina gore hazirlanmis bireylerin genetik iliskisi agaci

Populasyonlarin dengede olup olmadigimi tespit etmek amaciyla noétralite
testlerinden olan Tajima (1989)’nin nétralite testi uygulanmistir. (Cizelge 4.8). Bu test ile
dogal olarak gelisen bir DNA dizisi ile dogal olmayan siire¢ kapsaminda gelisen DNA
dizisi ayirt edilmektedir (Nei ve Kumar, 2000). Calismamizda Tajima nétralite degeri (D)
-2.227268 bulunmustur.



Cizelge 4.8. Tajima notralite testi sonuglari

m S Ps (0] b4 D

31 21 0,025301 0.006333 0.002280 -2.227268

m: Sekans Sayisi, S:Toplam Polimorfik Bolge Sayisi, Ps: Polimorfik Bolge Orani, ®: Grup
Mutasyon Orani, n: Niikleotid Farkliliklari, D: Tajima Notralite Degeri

Froukh (2007), Larabicus quadrilineatus populasyonlarinin mtDNA dizin analizi
yontemiyle genetik yapi analizini incelemis oldugu doktora tezinde Tajima nétralite
degerini -2.142 olarak bulmustur.

Uyan ve Turan, (2017), Tirkiye denizlerindeki Chelidonichthys lucerna
populasyonlarint mtDNA sekans analizi yontemiyle 16S rRNA geni kullanarak yaptiklari
populasyon genetigi caligmasinda, Tajima notralite degerini -1.703976 olarak
bulmuglardir.

Calismamizda negatif ¢ikan Tajima “D” degerinin (-2.227268) Froukh (2007) ve
Uyan ve Turan, (2017)’ nin yaptig1 ¢aligmalarda da goriildiigii iizere “D” degerinin
negatif ¢ikmasi benzer calismalardaki sonuglar géz oniine alindiginda, Iskenderun
Korfezi’nde bulunan dogal ¢ipura populasyonlarinin kiiltiir populasyonlaridan meydana
gelen gen akisi ile ciddi sekilde bask: altinda oldugu diisiiniilmektedir. Bunun yani sira
populasyonlar tizerinde yiiksek oranda mutasyonlar, segici siipiirme (Selective Sweep),
populasyon geniglemesi (Population Expansion), ayni soydan iireme, avcilik baskist ve
kirlilik gibi nedenlerden dolay1 seleksiyona ugradigina isaret edebilir (Innan, 2000; Mc
Vean, 2002; Koban ve ark., 2008; Lenger, 2011; Karan, 2015).
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Bu calismada, iilkemizde gerek avcilik gerek kiiltiir balik¢iligi agisindan son
derece onemli bir tiir olan ve Iskenderun Korfezi’nde acik deniz kafeslerinde kiiltiir
balik¢ilig1 yapilan Sparus aurata (Cipura)’nin Iskenderun Kérfezi’nde ki dogal ¢ipura
balig1 stoklar1 iizerindeki genetik etkisini 16s rRNA geni kullanarak tespit etmek
amaglanmstir.

Elde edilen tiim sonuglar 1s1ginda mtDNA 16S rRNA sekans analizi ile
Iskenderun Kérfezi’nde ki yetistiriciligi yapilan cipura populasyonu ve dogal ¢ipura
populasyonu arasinda genetik farkliligin diisiik oldugu sdylenebilir. Bunun nedeni olarak
da yetistiricilik kafeslerinden kacan ve dogal populasyonlar arasina karigan bireylerin
oraninin yiiksek oldugu diistiniilmektedir.

Kiiltiir stoklarindaki genetik cesitliligin dogal stoklara oranla bes kat daha diistik
olmasimin en biiylik sebebinin soy i¢i lireme oldugu diisiiniilmektedir (inbreeding). Balik
tiretim tesislerinin ana¢ kaynak yonetimlerini yapmamasi, geleneksel damizlik stok
yonetimine devam etmesi, ana¢ kaynaklarini hep ayni bdlgeden almasi ve damizlik
stoklarin yillik yenileme oranmin diisiik olmas1 gibi sebeplerden dolay: kiiltiir baligt
stoklariin durumu son derece kritik bir siirece girdigi diisiiniilmektedir.

Yetistiricilik kafeslerinden kagiglarin 6nlenmesinin son derece zor oldugu ve daha
cok dogal kosullara bagli oldugu g6z 6niine alindiginda, bakanligin ilgili birimleri vasitasi
ile agik deniz kafeslerinde balik yetistiriciligi yapan tesislerin balik kagislar1 hakkinda
bilgilendirilmesi ve kagislarin kayit altina alinip veri tabani olusturulmas: hakkinda
caligmalarin baglatilmas1 gerekmektedir.

Kiiltir balik¢iligr sektoriinde diinyanin en onemli ekonomisi olan Norveg’te
kafeslerden kacan kiiltiir baliklarin dogal stoklar tizerindeki genetik etkisini azaltmak igin
uyguladigi kurallar ve acik denizde kiiltiir balik¢ilig1 yapan her tesisin anag baliklarini
genetik olarak inceleyerek ciftlie 6zel genetik bir kod vermesi buna 6rnek olarak
gosterilebilir (Jensen ve ark., 2009).

Norveg bu uygulamayla kagan baliklarin hangi tesisten kactigini takip edip ilgili
tesise ciddi yaptirimlar uygulamaktadir. Bu uygulamalar sayesinde 2004 yilindan 2009
yilina kadar ¢iftliklerden kagan balik oranini1 %44 oraninda diistirmiistiir (Jensen ve ark.,
2009).
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Cin de Norveg gibi kiiltiir stoklarinin dogal stoklar {izerindeki baskisini azaltmak
ve ciftliklerden kagiglar1 6nlemek icin ciftlik izleme sistemi olusturmus ve bu sistem
sayesinde hem ciftlikleri siirekli denetim altinda tutmus ve kafeslerden kagis oldugunda
aninda tespit etme ve izleme imkan1 yakalamistir (Xu ve Zhang, 2007).

Kiiltiir balik¢ilig1 sektoriinde diinyanin en 6nemli ekonomileri olan bu iki iilkede
yapilan ¢aligmalarda da goriildiigii gibi kiiltiir stoklarinin dogal stoklar {izerindeki genetik
etkilerinin Oniine gegmek icin yapilan bu g¢alismalar son derece onemli ve yapilmasi
gereken eylemlerdir. Ulkemizde de bu gibi calismalarin acilen baslatilmasi
gerekmektedir. Boylelikle denizlerimizde bulunan dogal stoklarnin tizerindeki kiiltiir
stoklarindan kaynaklanan genetik etkilerin minimuma inmesi saglanabilir.

Ulkemizde ¢ipura kiiltiir stoklarinin dogal stoklar iizerindeki genetik etkisi,
niikleer DNA’ya bagli mikrosatelit gibi tekniklerle 6rnek sayilarinin daha da arttirilip
calisilarak elde edilen bulgular daha da gelistirilebilir.
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