T.C
CUMHURIYET UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

ORTA ANADOLU APHANIUS NARDO,
1827 (PISCES: CYPRINODONTIDAE)
TAKSONLARININ CEKIRDEK DNA

VARYASYONUNUN AFLP
BELIRTECLERI ILE SAPTANMASI

EFKAN BAGDA
YUKSEK LISANS TEZi
BIiYOLOJI ANABIiLIM DALI
2004

Danisman: Dog. Dr. Fevzi BARDAKCI



FEN BILIMLERIi ENSTIiTUSU MUDURLUGUNE

Bu caligma, jiirimiz tarafindan, Biyoloji Anabilim Dali’nda Yiiksek
Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Uye: Dog. De. Feva: BRa ré—c\‘cu

Uye: Yrel.DosDe. /sy Currolss ) -—5\\

Baskan: 2oge Fls A /7o B, ﬁygi%yyz LA

ONAY
Yukaridaki imzalarin, adi gegen &gretim diyelerine ait oldugunu

onaylarim.

30,092¢04

sttt e f s o iy f o

FEN BiLIMLERIi ENSTITUSU MUDURU

Prof. Dr. RaufE



Bu tez, Cumhuriyet Universitesi Senatosunun 05.01.1984 tarihli
toplantisinda kabul edilen ve daha sonra 30.12.1993 tarihinde C. U. Fen Bilimleri
Enstitiisiit Midiirliigii’nce hazirlanan ve yayinlanan “Yiiksek Lisans ve Doktora

Tez Yazim Kilavuzu” adli yonergeye gore hazirlanmistir.



OZET

Yiiksek Lisans Tezi
Orta Anadolu Aphanius Nardo, 1827 Taksonlarmmn (Pisces:
Cyprinodontidae) Cekirdek DNA Varyasyonun AFLP Belirtecleri ile

Saptanmasi
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Damsman: Dog¢. Dr. Fevzi BARDAKCI

Disli sazanciklar olan Aphanius cinsi, Tetis Denizi kiyis1 boyunca yayilig
gdsteren ortak bir atadan evrimlestigi one siiriilen, bir Tetis reliktidir. Aphanius’un
farklilasma merkezinin Tiirkiye oldugu ileri siirilmektedir. Bu ¢aligmanmn amaci,
Orta Anadolu Aphanius populasyonlar1 arasindaki genetik akrabalik ve
Anadolu’nun jeolojik tarihiyle iligkisini aragtirmaktir. AFLP verilerinin hem
fenetik hem de kladistik analizleri yapildi. Her iki analizde de Aphanius’un Orta
Anadolu’daki tiir ve alttiirlerine kargilik gelen dort klad ortaya gikmustir. Ayrica,
her klad daha 6nce hibritleme, mitokondri DNA ve RAPD veri analizlerinden elde
edilen sonuglan destekleyerek, Orta Anadolu’da Aphanius’un tlirlesmesinde rolii
oldugu gosterilen her bir jeolojik kitayla sinirlanmagtir.

Anahtar Kelimeler: Aphanius, AFLP, DNA, Tetis Denizi.



SUMMARY

MsC Thesis
Detection of Nuclear DNA Variation in Central Anatolian Aphanius Nardo,
1827 Taxa (Pisces: Cyprinodontidae) using AFLP Markers
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The killifish genus Aphanius is regarded as a Tethyan relicts whose
members are thought to have evolved from a common ancestor distributed around
the periphery of the Tethys Sea. It has been suggested that the center of diversity
of Aphanius is Turkey. The aim of the present study is to investigate genetic
relationships among Central Anatolian Aphanius populations and its relation with
geological history of Anatolia. Both phenetic and cladistic analyzes of AFLP data
was performed. Result of both analyzes revealed four clades corresponding to
species and subspecies of Aphanius in Central Anatolia. In addition, each clade
was restricted in each geological continent indicating its role in speciation of
Aphanius in Central Anatolia, giving support to previous evidences obtained from
hybridization, mitochondrial DNA and RAPD data analyzes.

Keywords: Aphanius, AFLP, DNA, Tethys Sea..
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1. GIRIS

Biitiin insan kiiltlirleri tarihin her asamasinda, aym cgevreyi paylastiklar ve
etkilesim igerisinde bulunduklan bitki ve hayvanlar1 tamimaya ve tammlamaya
caligmiglardir. Bunun igin onlara adlar vererek benzerlerinden ayirma yoluna
gitmislerdir. Onceleri benzer olanlan gruplandirma seklinde yapilan simflandirma
caligmalar1 bitki ve hayvanlarla ilgili artan bilgilerin yardimyla da farkli bir hal
alarak sistematik adiyla yeni bir disiplinin dogmasini saglamigtir. Glinlimiizde ¢ok
sayida farkli sistematik anlayiglar bulunmakla beraber, tamami temelde tiir
kavramina dayanmaktadir. Farkli tiir tamimlarina sahip sistematik metotlar
arasinda ortak bir anlayis olarak, tiirii “ortak bir evrimsel tarihi paylasan bireyler
biitiinti” olarak belirlemek miimkiindiir (Skelton, 1993). Buna gore tiirler, benzer
diger tiirlerden farkli evrimsel gelisim siireglerine sahip olmalariyla ayirt edilirler.
Buna bagh olarak da populasyonlarin, yeni tiirler vermek seklinde geligen
bagimsiz evrim siireglerine sahip alt populasyonlara boliinmeleri siireci ise
tlirlesme mekanizmasi olarak igler.

Zengin bitki ve hayvan gruplarinin olugumunu ve geligimini agiklamaya
yonelik farkhh tiirlesme mekanizmalar, temelde atasal populasyonun farkls
populasyonlar vermek {izere pargalanmas: siirecinin anlagilmasi ile baglamistir.

Mayr, allopatrik tiirlesme modelini; ‘;mekansal olarak ayn kalan
populasyonlar birbirlerinden ayrilabilirler ve varyeteler, wrklar, alttiirler ile tiirler
arasindaki farkliliklar ise bir dereceye kadardir” geklinde tanimlamugtir (Skelton,
1993). Futuyma ve Mayer’a (1980) gore ise, populasyonlar arasinda gen akigim
onleyen cografik bir engelin olusumu sonucu bir populasyonun iki veya daha
fazla populasyona boliindiigii cografik tiirlesme ve bu populasyonlarin ayn tiirler
haline gelmesi igin yeteri kadar degismesi, allopatrik tiirlegmenin en ortak formu
olarak goriilmektedir (Avise, 1994; Hrbek ve Meyer, 2003). Bundan dolayi, iginde
birgok izole cografik boélgeler bulunan jeolojik aktif bolgeler, cografik tiirlesme
hipotezini test etmek i¢in uygun olabilirler (Hrbek ve Meyer, 2003). Tiirkiye’nin
de i¢inde bulundugu Akdeniz bolgesi, Tetis Denizi’nin kapanmasiyla sekillenen
cografik bélgeler iginde olup, jeolojik olarak aktif bolgelerdir. Alt1 ana tektonik
{initeden olugan Anadolu yarimadas: (Sengér ve Yilmaz, 1983), Tetis Denizi’nin



kapanmasiyla sekillenen jeolojik olusum stireci i¢inde cografik tiirlesmede Snemli
bir etken olarak rol almigtir (Hrbek ve Meyer, 2003). Trias’ta [251.4-205.1 milyon
yil 6nce (MYO)] Pangea’nin ekvatoral bolgesinde bir i¢ deniz olarak bulunan
Tetis Denizi, donem sonunda Pangea’min ayrilmasiyla yayilmaya baglar.
Pangea’nin aynlmasi, Kretase (142-65.5 MYQ) doneminde Lavrasya ve
Gondvana’nin  birbirinden uzaklagmasiyla sonugclanir. Pangea’nin
par¢alanmasindan Once bir arada bulunan Gondvana ve Lavrasya faunal ve floral
cesitliligin dagilimina olanak verecek gekilde birlesik durumdaydilar (Sengor ve
Yilmaz, 1983).

Permiyen’de giinlimiiz Tiirkiye’sinin kapladign  biitiin  alanlar,
Gondvana’nin kuzey ucunu olugturan bir bdlgede bulunmakta ve bu kesim daha
da kuzeyde yer alan Paleo-Tetis Okyanusu’na bakmaktadir (Sengér ve Yilmaz,
1983). Trias’ta Neo-Tetis’in agilmasiyla sonuglanan Tiirkiye’nin Gondvana’dan
koparak ayrilmasi Paleo-Tetis’in kapanmasmma neden olmustur. Orta Jura’da
Paleo-Tetis’in kapanmasim1 izleyen evrede carpigan kitalar birbirlerine dogru
yaklagsmaya devam etmislerdir. Biju-Duval vd. (1977)’lerinin 6ne siirdiigii gibi,
Afrika-Avrupa bagil hareket yonlerine gore ise, Afrika ile Avrupa arasindaki asil
yaklagma, geg Kretase sonunda (76-68 MYO) baslamaktadir (Sengdr ve Yilmaz,
1983). Afrika Kitasi’nin Avrasya’yla garpigmasi Tetis Denizi’nin kapanmasina ve
Tetis Denizi fauna ve florasimin ikiye ayrilmasina neden olmustur (Hrbek ve
Meyer, 2003). Tim bu gelisim evrelerini izlemek suretiyle olusan ve sonrasinda
kapanan Tetis Denizi, organizmal ¢esitlilik {izerinde 6nemli bir etki yapmagtur.

Tiirkiye orojeni Akdeniz ve Asya Tetis sistemleri arasinda kritik bir bag
olugturmaktadir. Ciinkii Tetis paleocografyasinin bu her iki sisteme 5zgii birimleri
genellikle Anadolu yarimadasinda sonlanmakta veya bir araya gelmektedir
(Sengdr ve Yilmaz, 1983). Tiirkiye’de Sakarya Kitasi, Ponditler, Kirgehir,
Menderes-Toros ve Dogu Toros bloklar1 Arap Yarmmadasi’min kuzeye dogru
stiriiklenmesinin etkisiyle bir kara pargas1 icerisinde birlesmis ve sikigmugtir
(Sengdr ve Yilmaz, 1983) (Sekil 1). Tetis Denizi’nin kapanmasi siirecinde
Anadolu’da; ge¢ Eosen’de Orta Anadolu’nun dogusu ile Giineydogu Anadolu’da
yer alan I¢ Toros Okyanusu ve Maden Havzasi kapanmistir. Orta-Geg Miyosen



stiresinde, Ciinglis Havzasi tiimiiyle kapanmis, Bitlis kenet kusagi boyunca
Arabistan-Avrasya g¢arpismasi  baglamigtir (Sengdér ve Yilmaz, 1983).
Oligosen/Miyosen doéneminde Tetis Denizi’nin kapanmastyla sonuglanan bu siireg
birbirine dogru yaklagan Avrasya ve Arabistan’in sikistiran uglar1 arasinda, Dogu
Anadolu’nun kuzey giiney yonde kisalmasina ve sonrasinda da yana dogru itilip
aradan uzaklagsmasia neden olmustur (Sengor ve Yilmaz, 1983; Bozkurt, 2001).
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Sekil 1. Anadolu’nun jeolojik olugumunu gosteren harita. SK-Sakarya kitasi, TM-
Toros-Menderes blogu, KB-Kirsehir blogu, DT-Dogu Toros blogu, P-Pontid (Hrbek
vd., 2002).

Tetis Denizi’nin kapanmasim izleyen jeolojik olaylar, farkli birgok
jeolojik yapmin olugmasim ve diger yapilardan izolasyonunu saglamistir. Bu

sekilde fauna ve flora iginde vikaryans yoluyla tiirlesmeler olugmustur. Ancak bu



varsaymmu test edecek ¢ok az sayida veri bulunmaktadir (Tsukamoto ve Aoyama,
1998; Weisrock vd., 2001; Hrbek ve Meyer, 2003; Veith vd., 2003; Hrbek vd.,
2004).

Aphanius Nardo, 1827 cinsine ait tiirler; ikincil (sekonder) tath su
baliklar olup, genel yayiliglari (fosil ve giiniimiiz tiirleri, ge¢-periyot Tetis Denizi
sahil ¢izgisi boyunca yaygin olarak dagilmigtir) dikkate alindiginda Tetis Denizi
reliktidirler (Kosswig, 1952; Wildekamp vd., 1999; Hrbek vd., 2002; Hrbek ve
Meyer, 2003). Gliniimiizde yayilig alanlar; Akdeniz Bolgesi kiy1 bolgeleri ve
Kizildeniz ve Iran Kérfezi’ni de igine alan kuzeybati Hindistan’dan kuzeydogu
Somali’ye kadar ki kiy1 bdlgeleri, i¢ kisimlarda ise, Tiirkiye ve Iran’1 da igine alan
Akdeniz ve Yakin Dogu orojenik kusagiyla simirhidir ki, bu alanlar Tetis
Denizi’nin kapanmastyla etkilenmis bolgelerin tlimiinti kapsamaktadir (Hrbek ve
Meyer, 2003).

Elde edilen jeolojik bulgular, Tetis Denizi’nin kapanmasinin tiirlesme
stirecinde oynadigi rolii sinamak igin, Tetis relikt faunasi iginde yer alan
Aphanius’un iyi bir 6rnek oldugu Hrbek vd. (2002) tarafindan gosterilmigtir. Bu
hipoteze gbre; atasal Aphanius tlirlerinin Tetis Denizi kiyisinda yerlesmis oldugu
diistiniiliirse (Kosswig, 1952; Kosswig, 1953; Wildekamp vd., 1999; Hrbek vd.,
2002; Hrbek ve Meyer, 2003), atasal Aphanius populasyonunun yaklagik olarak
20 MYO’sinde Tetis Denizi’nin kapanmasiyla bat1 ve dogu olmak tizere iki gruba
ayrilmig olmalidir.

Dogu grubu igindeki atasal 4. mento (Heckel, in: Russegger, 1843)
Arabistan plakasmin kuzey kiyilarina yerleserek diger dogu grubu liyelerinden
ayrilmug, giinimiizde de devam eden, Firat-Dicle nehirlerinin paleo-drenaj
havzasinda yayimislardir. Bu grup iginde yer alan diger bir Aphanius tiirii de A.
sirhani (Villwock, Scholl & Krupp, 1983)dir. Villwock vd. (1983), 13 MYO
Kizildeniz’in Urdiin’tin Wadi Sirhan havzasindaki yayilisiyla atasal A. dispar
(Riippel, 1828)’dan 4. sirhani’nin aynldigim ileri siirmiiglerdir (Hrbek ve Meyer,
2003).

Bat1 Tetis bélgesinin jeolojisi daha kangiktir. Atlas Daglar, Tetis Deniz
tabaninin ve Fas ve Oran Mesetas’in (mikro kitalar) yiikselmesiyle olugmustur.



Bunlar, Tellian ve Rif Atlas Bolgesi olmak iizere ikiye ayrilmislardir. Gliney
Ispanya’min Bedic sistemi tamamen, Tetis Deniz tabaminin yiikselmesiyle
meydana gelmistir. Sikisma ve bu bSlgenin orojenisi Orta Oligosen’de baslayarak
(30 MYO), cesitli asamalarla Erken Pliosen’e kadar stirmiistiir (8 MYO). Sonugta
olusan Bedic’in ve sirayla Ispanya ve Fas’taki Rif koridorlarmin kapanmasidir
(Garcés vd., 1998). Bu olaylar ve Iber Yarimadas: ile Atlas Daglan arasinda
meydana gelebilmesi muhtemel faunal degisiklikler 5.96 MYO Messinian
tuzluluk krizinin baglamasina neden olmugtur. Buna gore, A. iberus
(Valenciennes, 1846) ve 4. apodus (Gervais, 1853) populasyonlar1 (4. iberus 5.96
MYO Messinian’in baglamasindan sonra Atlas Daglar1 ve Iber Yarimadasi
arasinda dagilmistir) Geg Oligosen’den sonra A. faciatus’a (Valenciennes In:
Humboldt & Valenciennes, 1821) benzer aci su atalarindan jeolojik bloklar
iizerinde izole olmus, Krijgsman vd.’ne (1999) gore de, kuzey Afrika ve Iber
populasyonlar arasindaki tiim baglantilar Messinia’nin sonunda (5.33 MYO)
kopmugtur (Hrbek ve Meyer, 2003).

Tiirkiye’de Aphanius igeren bolgeler, Kirsehir ve Menderes-Toros
bloklar1 ve Tuz Go6lii ile Haymana havzalar1 arasinda engel olugturan Sakarya
Kitasi’dir (Sengdr ve Yilmaz, 1983; Hrbek ve Meyer, 2003). Quennell (1984) ve
Steininger ve Rogl’e (1984) gore, Ozellikle Menderes-Toros Bloklari’nda
katlanmalar meydana gelmis ve Arabistan Plakasi’min kuzeye dogru hareketiyle
son 5-10 MYO boyunca yiikselmistir (Bozkurt, 2001; Hrbek ve Meyer, 2003).
Tuz Golii ve Haymana havzalar: ise, bolgenin jeolojik evrimi boyunca Sakarya
Kitas1 ve Menderes-Toros bloklarinin havzasi olarak hareket etmistir (Goriir vd.,
1984). Aphanius igeren bbolgelerin jeolojik olusum siiregleri bu sekilde
gergeklesirken, cins dyelerinin giiniimiizdeki dagilislar1 esas itibari ile buzul ve
buzullar aras1 donemdeki iklimsel degisimler ve kita hareketlerine bagh olarak
sekillenmigtir (Kosswig, 1952; Aksiray, 1952; Kosswig, 1953; Wildekamp vd.,
1999; Hrbek vd., 2002; Hrbek ve Meyer, 2003).

Erken Pliosen’de kita yiikselmesiyle giinlimiiz Anadolu’nun biiyiik
kismmi Srten bir g6l Tetis Denizi’nden koparak ayrilmis ve devam eden yiikselme
ve iklimsel degigmeler bu gélii {i¢ kiigiik alt sisteme bolmiistiir; Dogu, Merkez ve



Bat1 sistemleri (Wildekamp vd., 1999). Dogu Sistemi tarihin erken dénemlerinde
tekrar bolinerek Hazar Goli'nde A. asquamatus’un (S6zer, 1942) ve daha
batidaki 4. danfordii’nin (Boulenger, 1890) evrimlegmesine neden olmustur. Tuz
Gold, Egirdir G6lii ve Beysehir Goliit Merkez Goli’niin kalintilan olup, bu gol
simdiki 4. a. anatoliae’nin (Leidenfrost, 1912) evrimlesmesi ig¢in bir ortam
olusturmustur. Merkez ve Bati G6l sistemleri, uzun bir periyot boyunca zaman
zaman baglanip-ayrilmiglardir (Kosswig, 1952; Aksiray, 1952; Kosswig, 1953;
Wildekamp vd., 1999). Sonug olarak bugiinkii Burdur G&lii, Ak G&l ve Aci
Gol’tin olugturdugu bir g6l Bati sisteminden izole olmus ve bu gollerde 4. a.
splendens (Kosswig ve Sozer, 1945), A. a. transgrediens (Ermin, 1946) ve 4. a.
sureyanus (Neu, 1937) evrimlesmistir.

Aphanius ile ilgili yapilan pek ¢ok c¢alisma bulunmaktadir. Bu
calismalarin bir ¢ogu morfolojik karakterlere (renklenme, pullanma, viicut
desenleri, disler, beslenme vb.) dayali sistematik galigmalarindan olugmaktadir
(Battalgil, 1941; So6zer, 1942; Kosswig ve Sozer, 1945; Ermin; 1946; Aksiray,
1952; Kosswig, 1952; Kosswig; 1953; Slastenenko, 1955; Ozarslan, 1958; Kuru,
1975; Erk’akan, 1981; Geldiay ve Balik, 1988; Elvira, 1995; Leonardos ve Sinis,
1998; Leonardos ve Sinis, 1999; Wildekamp vd., 1999; Frenkel ve Goren, 2000;
Maltagliati ve Camilli, 2000; Maltagliati vd., 2003). Tiim bu ¢alismalar Aphanius
cinsine ait farkli populasyonlarin akrabalik iligkilerini anlamamiza yardimeci
olmugslardir. Ancak, Aphanius’larnn filogenisinde kullanilabilecek morfolojik ve
fenotipik karekterlerin sayis1 simirhdir. Wildekamp vd. (1999) Aphanius’larn
sistematiginde ve smmflandirilmasinda kullamilan morfolojik karakterlerin,
taksonomik olarak kararsiz ve bu yiizden ¢ok kullamigh olmadigini ileri stirmiigtiir.

Villwock (1964), daha once Akgiray (1952) ve Kosswig’in (1953)
yaptigt Aphanius cinsinin Anadolu fiyeleri arasindaki taksonomik ve sistematik
calismalarina ilaveten, kapsamli ¢aligmalar yiiriiten ilk arasgtirmacilardan biridir.
Villwock (1964), endemik Anadolu populasyonlar (4. anatoliae, A. danfordii ve
A. villwocki) ile yaptig hibritleme galismalar1 sonucunda, bunlarn Kizilirmak,
Orta Anadolu ve Giineybati Anadolu olmak iizere ii¢ gruba aynlabilecegini 6ne
slirmiistiir. Bu ¢abgmada; Villwock (1964), Kizalirmak grubunu olusturan ve A.



danfordii’nin sinonimi olan 4. chantrei’nin diger Orta Anadolu ve Giineybati
Anadolu 4. anatoliae populasyonlariyla tam {ireme izolasyonu gosterdigini
saptamugtir, Ayrica Orta Anadolu ve Giineybati Anadolu populasyonlar: arasinda
kismi lireme izolasyonu olmasina karsin 4. anatoliae iginde degerlendirmistir.

Hrbek vd. (2002), Anadolu Aphanius tirleri ile yaptiklar1 galismada,
mtDNA’s1 kullanarak filogenisi ile Anadolu’nun jeolojik tarihi arasindaki iligkiyi
aragtirmiglardir. MtDNA verilerinin maksimum tutumluluk, minimum evrim ve
maksimum olasilik analizleri sonucunda, dordii A. anatoliae ve birer A. danfordii
ve A. villwocki’den olusan toplam 6 klad belirlemiglerdir. MtDNA analizi ve
hibritleme ¢alismalarimin sonuglari, Tirkiye’deki Aphanius cinsinin tiirlesmesi ile
Anadolu’nun jeolojik yapilanmasi arasinda dogrudan bir iligki oldugunu ortaya
koymugtur.

Mitokondri DNA’s1 anasal (maternal) olarak kalitilmasi, rekombinasyon
gOstermemesi ve yiikksek evrilme lizindan dolay: filogenetik sistematikte son
derece kullanighdir. Ancak, mtDNA’s1 ¢ekirdek DNA’s1 ile karsilastirildiginda
bazi dezavantajlan vardir. Bunlar; (1) her ne kadar hayvan mtDNA’s1 37 genden
olusuyorsa da, tek bir birim olarak kalitildifindan ve tek bir genin evrimsel tarihi
tim genomun tarihinden farkhi olacagindan, mtDNA verileriyle olugturulmug
agaclarin degerlendirilmesinde daha yiiksek bir hata pay: olabilir (Avise, 1994).
Sullivan vd. (2004) monofiletik Afika nehir elektirik baliklarinin sitokrom b ve
cekirdek DNA’s1 AFLP analizine dayal filogenetik iligkilerini kargilagtirmiglar ve
AFLP sonuglarimn morfolojik verilerle daha uyumlu oldugunu ortaya
koymuslardir. (2) MtDNA’s1 hibrid zonlarda tek bir tiirden k&ken alabilir. Bunun
nedenleri asimetrik ¢iftlesme ya da ancak belli hibritlerin hayatta kalmalari
sayilabilir (6rnegin, hibritlerin anasinin sadece bir tiirden olmasi) (Ferris vd.,
1983; Tegelstrom, 1987). Son olarak, (3) mtDNA’sinin yiiksek evrilme hzindan
dolay1 uzak akraba taksonlar kargilagtinldiginda homoplasi 6nemli bir problem
olabilir (Avise, 1994).

Anadolu’da yasayan Aphanius tiir ve alttiirlerini temsil eden birkag
populasyonun ¢ekirdek DNA varyasyonu RAPD belirtecleri kullanilarak
calistlmigtir (Bardakc1 vd., baskida). RAPD belirtecleri her ne kadar kolay, ucuz



ve genomik DNA dizi bilgisine gerek olmayan kullamsh bir metot ise de, RAPD
bant profilinin PZR reaksiyon sartlarina gok duyarli olmasindan dolayr farklilik
gosterebilmesi ve elektroforezde aym biiytikliikte olan bantlar arasinda her zaman
homolojinin olmamas1 handikaplar1 olarak sayilabilir. Bu nedenle sadece RAPD
belirteglerine dayali filogenetik ¢gikarsamalara siipheyle yaklasmak gerekir.

Bu ¢aligmada, oncekilerden farkli olarak ¢ekirdek DNA’s1 kullamlarak
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism-Artirilmig Parga Uzunluk
Polimorfizmi) (Vos vd., 1995) belirtegleri ile populasyon i¢i ve populasyonlar
arasindaki genetik varyasyonunun belirlenmesi amaglanmigtir. Cekirdek DNA
analiz sonuglarinin, mtDNA sonuglar1 ile kargilagtinlmigtir. Ayrica sonuglar
Anadolu Aphanius populasyonlan igin Onerilen tiirlesme modelleri (Kosswig,
1952; Aksiray, 1952; Kosswig, 1953; Villwock, 1964; Wildekamp vd., 1999;
Hrbek vd., 2002; Hrbek ve Meyer, 2003; Bardakci vd., baskida) ile birlikte
tartigthmgtir, AFLP metodu ile genomun farkli bolgelerinden aym anda gok
sayida bilgi verici belirtegler olugturulabilmesi ve bant profilinin yeniden elde
edilebilirligi olduk¢a yiikksek oldugundan filogenetik amaglar ic¢in oldukga
kullamighdir. Yukaridaki ozelliklerinden dolay:, ¢ekirdek DNA’st AFLP
belirteglerinin, yakin akraba tiirler ve populasyonlarda mtDNA’sina nazaran daha
saglikls bir filogenetik iligki ortaya koymasi beklenir (Sullivan vd., 2004)



2. GENEL BILGILER
2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonuna (PZR) Dayah Baz1 Molekiiler Belirtegler
Cetus Sirketi’nden bir grup bilim adaminca 1984 yilinda, in vivo kosullar yerine
in vitro kosullarda bir DNA amplifikasyon prosediirii gelistirilmigtir. Polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) olarak bilinen bu metotla; basit enzimatik reaksiyonlarla
kompleks DNA 8rneginden ¢ok miktarda spesifik DNA fragmentleri {iretilir
(Mullis vd., 1986; Mullis ve Faloona, 1987; Saiki vd., 1988; White vd., 1989;
Arnheim ve Erlich, 1992; Avise, 1994). PZR hiicresiz gen amplifikasyonu,
niikleik asitlerin klonlanmasi, analiz edilmesi ve modifikasyonundaki birgok
standart prosediirii kolaylastirmigtir (Arnheim ve Erlich, 1992).

PZR ii¢ sey ile karakterize edilir; segicilik, hassaslik ve hiz (Mullis vd.,
1986; Saiki vd., 1988; White vd., 1989; Arnheim ve Erlich, 1992). Geleneksel
klonlama yntemi ile saf DNA fragnientlerinin kompleks genomdan elde edilmesi
aylara varan uzun siireler gerektirir. Bu metotta, tek zincirli kalip sekanstan
spesifik DNA fragmenti sentezi i¢in DNA polimeraz ve iki oligoniikleotid primer
kullanilir. Standart klonlama ve molekiiler biyoloji analizlerinde alisilmig
milyonlarca molekiil ihtiyacina karsin, PZR az miktarda baslangi¢ materyaline
gereksinim duyar (Mullis vd., 1986; Saiki vd., 1988; White vd., 1989; Arnheim ve
Erlich, 1992). DNA saflagtirilmasinda birgok uygulama kullamlmasina kargin,
PZR ham hiicre lizatindan dahi gok iyi 6rnekler verir (Arnheim ve Erlich, 1992).

PZR, bir seri reaksiyon dongiisiinden olugur (Mullis vd., 1986; Mullis ve
Faloona, 1987; Saiki vd., 1988; White vd., 1989; Arnheim ve Erlich, 1992; Avise,
1994) (Sekil 2). Her bir dongii (1) hedef niikleik asitin tek zincirini (kalip DNA)
veren denatiirasyon basamagiyla baglar. (2) Bunu takip eden annealing
(baglanma) basamag sirasinda, serbest 3'-OH ucu tasiyan tek zincirli bir
oligoniikleotid olan primer, komplementeri olan kalip DNA sckansina baglanir.
(3) Sonunda da her bir primer hedef bolgedeki DNA polimeraz aktivitesiyle uzar
(extension). Bu {i¢ basamakli dongii yeterli miktarda iiriin elde edilinceye kadar

tekrarlanir,
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1) DNA Izolasyonu AT

2) Denatiirasyon ve Primerlerin Baglanmasi i ~ - S~

OIS
3) Primerlerin Uzamas: |

4) Denatiirasyon ve Primerlerin Baglanmas: 3 -

5) Primerlerin Uzamas1 g

6) Denatiirasyon ve Primerlerin Baglanmasi ~

7) Primerlerin Uzamas1 T R I

Sekil 2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Avise, 1994).

Istenilen bir DNA bélgesini ¢ogaltmak icin bilinmesi gereken ilk bilgi,
hedef DNA bélgesinin her iki ucunun niikleotid dizilerinin ne oldugudur.
Boylelikle, DNA sentezinde DNA polimerazin senteze baglayacagi noktay:
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belirlemede kullamlan, reaksiyon igin gerekli, uygun primerler (6ncii DNA
molekiilleri) sentezlenir. Primerler, DNA polimerazin senteze baglamasi igin
ihtiyag duydugu serbest 3'-OH grubu tagiyan, 20-30 niikleotidden olusmus kisa
oligoniikleotidlerdir. Primerlerin kalip DNA’ya baglanabilmesi (hibritlesme) igin
sicaklik 40-60°C’ye [baglanma (annealing) sicakligi] kadar diistiriiliir. Primerlerin
uzatilmas: (extension) i¢in kullamilan enzim sicak su kaplicalarinda yasayan
Thermus aquaticus bakterisinden izole edilen DNA polimeraz 1 enzimidir. Tagq
DNA polimeraz ad1 verilen bu enzim, PZR sirasinda DNA yiiksek sicaklik
derecesinde denatlire edildigi zaman bozulmadan kalir. Hibritlesme sonrasinda
sicaklik Tag DNA polimerazin optimal ¢aligma sicakhii olan 72°C’ye ¢ikarilarak
ortamda bulunan dNTP’lerin yardimiyla 7ag DNA polimerazin kalip DNA’nin
yeni zincirini sentezlemesi saglanr.

Denatiirasyon- primer baglanmasi- sentez bir dongiidiir ve bunun
sonucunda mevcut DNA iki katina ¢ikar. Etkin bir DNA amplifikasyonu igin
gerekli olan dongii sayis1 genellikle 25-40 arasindadir (Erlich, 1989). Ancak,
dongii sayisindaki artigla birlikte daha fazla sayida farkli yapilarin (6rnegin
degerlendirilemeyen fiirlinler gibi) meydana gelme olasilig1 artar (Caner ve Carls,
2001).

PZR iirtinleri genellikle jel elektroforezi ile analiz edilir. Elektroforezden
sonra etidyum bromid ile boyanarak elde edilen DNA bantlar1 kolaylikla
okunabilir.

PZR’ye dayali molekiiler belirte¢ firetmek igin yaygin kullamlan iki
yontem, RAPD (Rasgele Artirilmig Polimorfik DNA) ve AFLP (Artirilmig Parga
Uzunluk Polimorfizmi)’dir.

RAPD tekniginde; kisa (genellikle 10 baz uzunlugunda) olan sentetik,
rasgele dizili primerler kullamlarak, genomik DNA, diigiik primer baglanma
sicakliginda PZR ile ¢ogaltilir (Williams vd., 1990). Welsh ve McClelland (1990)
yirmi niikleotid uzunlugunda primer kullanarak gelistirdikleri benzer bir yontemi
rasgele primerli polimeraz zincir reaksiyonu (AP-PZR) olarak adlandirmiglardir.
Caetano-Anolles vd. (1991) ise on niikleotitten daha kisa primerler kullanarak
[DNA Amplification Fingerprinting (DAF)] kompleks DNA parmak izi tiriinleri
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olusturmuglardir. Termal dongli sirasinda primer baglanma sicakliginda, rasgele
dizili primerler, kalip DNA’daki komplementer dizili bolgelere baglanirlar. Bu
profil, primer ile kalip DNA arasindaki niikleotid dizisinin homolojisine baglidir.
Kalip DNA sonuglarinda mevcut olan ya da olmayan bantlar, primer baglanma
bolgelerinin degismesi nedeniyle agiga ¢ikan niikleotidler arasindaki ¢esitliligi
ortaya koyar. Ayrica, primer baglanma yerleri arasinda yer alan insersiyonlar/
delesyonlar da goriintiilenebilir (Williams vd., 1990; Bagibiiyiik vd., 2000).

RAPD tekniginin reaksiyon kosullani son derece hassastir. Kullanilan
primerler spesifik olmadigindan kontaminasyon olmamasina dikkat edilmelidir.
Kalip DNA konsantrasyonu, reaksiyondaki 6nemli birlegsenlerden biridir.

RAPD primerleri genomda kendisine komplementer olan bolgelerle
eslesirler. Farkli genomlar kargilagtinldiginda, aralarinda niikleotid farklihiklan
varsa, primer baglanma yerleri degisebilir. Bu yiizden, amplifiye edilen DNA
parcalarmin uzunluklann farkli olmakta ve elektroforez edildiginde, bu
polimorfizm, ilgili lokusta bandin bulunmasi veya bulunmamas1 seklinde ortaya
¢ikmaktadir. Aym anda genomun g¢ok sayida farkli bélgesinde amplifikasyon
oldugu igin olusan bant kalibindan, alelleri ayirmak miimkiin degildir. Bu yiizden
RAPD  belirtegleri dominant o&zelliktedir. Alel ve genotip sikliklarimin
hesaplanmasinda kullanilmazlar.

RAPD iirinleri genellikle agaroz jelde aynigtirilir ve etidiyum bromid ile
boyamr. Ancak PAGE’de (poliakrilamid jel) bantlar daha iyi aynistirilabilir ve
glimiis boyama yapilabilir.

RAPD belirteglerinin  dominant olmasi en biiyiik dezavantajidir.
Allozim, AFLP, RFLP ve mikrosatallitler gibi kodominant olan belirteglere gore
dogruluk pay: daha azdir. Bu yiizden RAPD belirtegleri ile aym dogrulukta
sonuglar elde etmek i¢in daha fazla sayida bireyin incelenmesi gerektigi ileri
stiriilmiistiir (Lynch ve Milligan, 1994). RAPD belirtegleri dominant oldugu igin,
eseysel olarak {ireyen organizmalardan ¢ok klonal organizmalar igin daha
uygundur (Welsh ve McClelland, 1990; Smith vd., 1992; Fani vd., 1993).

PZR’a dayali diger bir yontem ise, Vos vd. (1995) tarafindan gelistirilen
AFLP’dir. AFLP teknigi, restriksiyon enzimle kesilen genomik DNA parcalarinin
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bir kisminin PZR ile segici amplifikasyonuna dayanan bir metottur. Bu teknik ii¢
asama gerektirir; (1) DNA’nin kesilmesi ve oligoniikleotid adaptdrlerinin
baglanmast, (2) olusan DNA pargalarinmn segici amplifikasyonu, (3) segici olarak
¢ogaltilan DNA pargalarmin elektroforetik analizi (Vos vd., 1995) (Sekil 3).
Kesilen DNA pargalarinin segici olarak ¢ogaltilmasi, kesim bolgesindeki
niikleotidlere komplementer olan primerlerin olusan DNA pargalarina baglanarak
PZR ile gogaltilmasi ile gergeklestirilir. Segici olarak gogaltilan DNA pargalar
elektroforezle ayrigtirilarak belli bir AFLP bant profili (AFLP parmak izi) elde
edilir. Goriintiilenen lokus sayis1 50-100 arasinda degisir.

@ i bni Msel adaptori
Biitiin genomilk DNA TTTTT |G|
o
Restriksiyon Lipetinng
(Msel e EcoRI) + = »
DNA tige EcoRI adaptévii
AATTG
(b} Restriksiyon ve ligasyon
1.)’_»1 kesim yeri EcoRI kesim yeri
A T2 CTTAA g
oS
a _u_ul ].LLI.LLLLLLLI.L.I.I.LLLI.L in
Msel adapit'-xu EeoRI Qia;t;'lii
G l AATT
CAT "
Litititnl it

s~ TTTTTTITTITTTTIT T T T T T
GTAA GALATTG
CAT i i i ]"iil'_'
3~

(c) Secici amplifikasyon (birgok primer kombinasyonundan sadece hiri gbsterilmistir)

Mesel primer
CATTG
Bl IIIIIIIII!|II|II]]TI]|III‘|:IIIIIIlIIIIII
GTAACAT GAGAATTG
CATTGTA ii{CTTAAC
3~

EGEGAATTG

EcoRlp

Sekil 3. AFLP belirteglerinin hazirlanmasi1 (Mueller ve Wolfenbarger, 1999).
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AFLP metodunda, genomik DNA biri seyrek ve digeri ise sik kesen iki
ayn restriksiyon endoniikleazla kesilir. Kesim sonucu olugan DNA pargalarnin
kesim bolgelerine, PZR ile gogaltmada primer tanima yeri olarak rol alacak olan
adaptorier baglamr. Adaptorler, enzimin kestifi DNA dizilerine uygun olarak
hazirlanirlar.

Adaptor dizilerine ilaveten rasgele ii¢ niikleotidin primer baz dizisine
ilave edilmesi, kesim sonucu olusan DNA pargalarinin sadece bir kismimnm segici
olarak ¢ogaltilmasim saglar.

Vos vd. (1995) yaptiklar: ¢alismada su sonuglara varmiglardir: (1) AFLP
teknigi ¢ok sayida DNA fragmentinin es zamanh ¢ogaltilmasinda etkili bir yol
saglar, (2) PZR ile ¢cogaltilan DNA pargalari, restriksiyon enzimlerle kesilen DNA
pargalaridir, (3) elde edilen fragmentlerin sayist genom biiyiikliigiine bagl olarak
artar ve teorik olarak beklenenle yliksek derecede uyumluluk gosterir ve (4) AFLP
primerlerinin sonunda bulunan segici primerler beklendigi iizere bantlarin sayisini
azaltir.

AFLP metodu, genomik DNA’nin restriksiyon enzimle kesilmesi sonucu
olusan DNA pargalarimin PZR ile segici olarak cogaltilmasina dayandig: igin,
AFLP belirtegleri ashinda RFLP’dir (restriksiyon fragmentlerinin uwzunluk
polimorfizmidir). Bu nedenle, AFLP belirtegleri bireyler arasindaki genetik
farkliliklari, populasyonlari ve tiirleri, birbirinden bagimsiz evrimlesen hatlar
aragtirmada kullamglhidar.

Bitkiler, hayvanlar, mantarlar ve bakteriler de dahil olmak iizere ¢ok
sayida taksada, kriptik tiirlerin (ikiz tiirler) gen varyasyonlarin1 belirlemek, diger
bazi molekiiler ve morfolojik karakterler yardimiyla ¢6ziimlenmesi imkansiz olan
birbirine ¢ok yakin tiirlerin teshisinde AFLP belirtegleri yararl olabilir (Russell
vd., 1997, Waugh vd., 1997; Liu vd., 1998; Bachem vd., 1998; Kumar, 1999;
Incirli vd., 2001; Marsan vd., 2001; Knorr vd., 2001; Waar vd., 2002; Li vd.,
2002). Ornegin; AFLP belirteglerinin; nematodlarin (Semblat vd., 1998),
mikroorganizmalarin (Lin vd., 1996) ve yeni patojenlerin hizli bir sekilde teshis
edilmelerinde (Lin vd., 1996; Waar vd., 2002) diger bir ¢ok molekiiler belirtecten
daha etkili oldugu gosterilmigtir. Ayrnica, AFLP belirteclerinin yakin akraba
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tiirlerin filogenisinde de kullamgh oldugu gosterilmistir (Innan vd., 1999; Agresti
vd., 2000; Li vd., 2002). AFLP belirteglerinin, homolog bantlarin sayisimin
olduk¢a azalmasi yada olmamasindan dolay: tlir tistii taksonlarmn filogenisinde
kullamgh olmadig ileri siiriilmiigtir (Mueller ve Wolfenbarger, 1999). Bu
nedenle, AFLP belirtegleri en genis bicimde, &zellikle populasyon yapis1 ve
farklilagmalarinin incelendigi aragtirmalarda tiir seviyesinin altindaki genetik
varyasyonlarin analizinde uygulanmaktadir (Liu vd., 1998; Innan vd., 1999;
Agresti vd., 2000; Li vd., 2002).

AFLP belirtegleri, ebeveyn analizleri ve bireysel teshisler igin “DNA
parmak izleri” diizeyindeki genetik farkliliklan ¢oziimleyebilecek potansiyele
sahiptir. Teorik olarak, AFLP belirtegleri, akrabalik, analik-babalik, ¢iftlesme
frekans1 veya davramigsal ekolojideki diger genetik parametrelerin analizinde
kullanilmaya uygundur. AFLP ¢ok az genetik farklilik gdsteren yakin izogenik
hatlarin (6rnegin soya fasulyesi) genetik varyasyonunu ortaya koymada da etkili
bir yontem oldugu gosterilmigtir.

AFLP belirtecleri en az diger molekiiler metodlar kadar kullamighdur.
Mueller ve Wolfenbarger (1999) tarafindan yapilan derlemede AFLP belirtecleri
icin su alt1 avantaj belirlenmistir:

(1) Taksonomik alan: AFLP metodunu uygulamak igin ilgili organizmamn
genomunun DNA dizi bilgisine gerek yoktur ve bu yiizden tiim canhlara
uygulanabilir.

(2) Hata seviyesi: AFLP amplifikasyonu yiiksek segici sartlarda uygulandig igin
RAPD-PZR’da goriilen tortular (backround) yoktur. Tekrarlanan AFLP
amplifikasyonlarinda miikkemmele yakin tutarhihik goriilmiigtiir ve tiim hatalar
(vanhs esleme ve skor hatalari da dahil) %2’den azdir. Farkli laboratuvarlarda
yapilan AFLP analizi sonuglarinin birbirlerine son derece uyumlu oldugu
goOsterilmigtir. Laboratuvarlar aras: hata %0.6 dan azdir.

(3) Doku ve DNA miktar: AFLP analizi igin az miktarda DNA’ya gereksinim
vardir. Ayrica kismen yikilmis olan DNA da kullanilabilir.

(4) Zaman verimi: AFLP metodu kisa siirede ¢ok sayida polimorfik belirteg elde
etmek icin kullanighdir.
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(5) Mendel kahtimi: AFLP belirtegleri Mendel kalitimi gosterir. Populasyon
genetigi ve QTL analizi igin kullamlabilir (Mohan vd., 1997).

Hemen hemen sinirsiz sayida belirteg AFLP-PZR ile tiretildigi i¢in, (bir
dizi degisik kombinasyonlarda primer kullamlarak) her organizmanin
genomundaki en kiigiik degisiklikler bile gozlenebilir. Tek niikleotid degisikligi,
poliakrilamid jelde veya otomatik genotipleyicilerle saptanabilir. AFLP
belirteglerini teknik olarak daha basit olan agaroz jelde de incelemek miimkiindiir.

2.2. Bahiklarm (Pisces) Molekiiler Sistematigi

Bilinen mevcut 24.587 tiirle (Pough vd., 1996), yasayan omurgalilar iginde en
kalabalik grubu olusturan balbiklarin (Sekil 4) sistematigi uzun yillar boyunca
yalmzca morfolojik ve anatomik karakterlerle yapilmigtir. Morfolojik
karakterlerle yapilan sistematik c¢alismalann sonucunda baliklarn evrimi ve
akrabalik iligkileri ile ilgili 6nemli sonuglar elde edilmisgtir.

P e

Chondrchtityes (800)

Sekil 4. Baliklarin (Pisces), yasayan diger omurgalilar igindeki oramm ve tiir
sayisim gosteren grafik (Pough vd., 1996).

Glintimiizde de sistematik g¢aligmalarinda yaygin olarak kullamian
morfolojik karakterlere dayah simflandirma galigmalari, baliklar: gesitli taksonlar
altinda ayirmada bagarisim korusa da, farkh karakter analiz ydntemleri
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kullamlarak test edilmeleri gittikge yayginlagmaktadir. Son 20 yilda biiytik bir
hizla gelisen ve etkinlesen molekiiler teknikler sistematik ¢aligmalarinda
morfolojik karakterlerle olusturulan siniflandirmalarin test edilmesinde kullamlan
yaygin bir yol olmustur. Genelde morfolojik ve molekiiler verilere dayali ¢aligma
sonuglar1 birbirini desteklemektedir. Ancak bunun tersinin de yagandifn durumlar

s0z konusudur.

2.2.1. Cyprinodentidae (Disli Sazanciklar)’nin Genel Ozellikleri

Morfolojik goriiniigleri yoniinden Cyprinidae familyasina ¢ok benzerlerse de,
¢enelerinde maksil digleri tagimalari nedeniyle “Disli Sazanlar” olarak onlardan
aynlirlar (Sekil 5). Diger taraftan, viicut uzunluklan da ¢ok kii¢iik olup, ancak 10
cm kadar olabilirler (Geldiay ve Balik, 1988). Baglan iist taraftan basik ve
yassilagsmig; a1z yukan dogru (superior), basin iist 6n kenarinda ve protraktil
Ozelliktedir. Bryiklar1 yoktur. Her iki ¢enede de disler mevcuttur (Slastenenko,
1955; Kuru, 1975; Erk’akan, 1981; Geldiay ve Balik, 1988). Girtlagin iist ve alt
kisminda ii¢ ¢atalli (tricuspid) disler yer alir (Kuru, 1975; Geldiay ve Balik, 1988;
Wildekamp vd., 1999). Sirt yiizgeci (dorsal ylizgeg) viicudun arka kisminda
(posterior) yer alir. Ovipar (yumurta ile gogalan) baliklardir (Slastenenko, 1955;
Kuru, 1975; Erk’akan, 1981; Geldiay ve Balik, 1988). Sindirim borusuna baglh
olan kor bagirsaklar bulunmaz. Iyice basitlesmis olan kiictik bir hava keseleri
vardir veya hi¢ bulunmayabilir. Erkek ve digiler arasinda daima renk ve desen
yoniinden farkliliklar (dimorfizm) goriiliir. Bilhassa erkekler daha cazip renklerle
stislenmiglerdir. Yiizge¢ 1sinlarinda tam kemiklesme olmadigi igin genellikle
elastiki bir yap1 gosterirler. Tek yiizgecler erkek ve digide farkli g6riintigtedir
(Slastenenko, 1955; Kuru, 1975; Erk’akan, 1981; Geldiay ve Balik, 1988;
Wildekamp vd., 1999). Viicut genelde pullarla 6rtiilmiis ise de, bazen yer yer
pulsuz olan ¢iplak bdlgeler bulunabilir veya tamamayla ¢iplak olabilir (Geldiay ve
Balik, 1988; Wildekamp vd., 1999).
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Sekil 5. Cyprinodontidae familyasina ait baliklarin genel goriiniigleri.

Giiney Avrupa, Afrika, Asya ve Amerika tatli sularinda yasarlar. Gida olarak
ckonomik degeri olmayan familya baliklarinin bazilar1 akvaryum igin siis balifi
olarak yetistirilir ve g¢esitli bilimsel ¢aligmalarda kullamlir (Frenkel ve Goren,
2000; Hrbek vd., 2002; Hrbek ve Meyer, 2003).

2.2.1.2. Aphanius’un Genel Ozellikleri ve Sistematigi

Total viicut uzunlugu nadiren 80 mm’nin iizerine ¢ikar; viicut az yada orta
derecede yanlardan basiktir (Wildekamp vd., 1999). Pelvik ylizge¢ olmayabilir;
dorsal yiizgecin orijini anal yiizgecin orijininin biraz oniinde veya iistiinde yer alir
(Erk’akan, 1981; Geldiay ve Balik, 1988; Wildekamp vd., 1999). Kaudal (kuyruk)
yiizge¢ daima tek loplu olup, serbest kenari diiz veya yuvarlaktir (Geldiay ve
Balik, 1988). 1-2 dallanmamig dorsal 151n, 7-13 dalli dorsal 1gin, 1-2 dallanmamig
anal 15m, 7-14 dalli anal 1gmm tagir (Wildekamp vd., 1999). Lateral (yan) ¢izgi
sadece bagin fizerinde mevcut olup, porlu tiibiiler sistemden olugur; pullanma
indirgenmis veya bazen yoktur (Wildekamp vd., 1999). Agiz superior (iist
konumlu), alt ¢ene siklikla dikey olarak yukariya yoneliktir (Erk’akan, 1981;
Geldiay ve Balik, 1988; Wildekamp vd., 1999). Cenedeki disler genellikle ig
catallidir (Aksiray, 1952; Kuru, 1975; Erk’akan, 1981; Geldiay ve Balik, 1988;
Wildekamp vd., 1999). Ilk solungag kolunun alt dali iizerinde 9-17 tane tarak
bulunur (Wildekamp vd., 1999). Viicut biiyiikligiinde diisiik seksiiel dimorfizm
goriilir, erkekler digilerle ya aym biiyiikliikte ya da biraz daha uzundur
(Wildekamp vd., 1999). Erkekler genellikle uzun dorsal ve anal ylizgecli ve
parlak renklidir (Geldiay ve Balik, 1988; Wildekamp vd., 1999). Genellikle
sicakligs mevsimlere gore fazla degismcyeﬂwkaynak sular ile tuzly, acr.ve sicak su
kaynaklart bu baliklarin tercih ettigi baglica yasam ortamlan olarak bilinmektedir.
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Belli bagh besinlerini g¢esitli bocek larvalari ve kiigiikk kabuklular olusturur
(Geldiay ve Balik, 1988; Frenkel ve Goren, 2000).

Ikincil (sekonder) tath su baliklari olup, genel yayilislari dikkate
alindiginda Tetis Denizi reliktidirler (Kosswig, 1952; Kosswig, 1953; Wildekamp
vd., 1999; Hrbek vd., 2002; Hrbek ve Meyer, 2003). Giiniimiizdeki yayilislari,
Akdeniz’in buzul ve buzullar arasi donemlerdeki su seviyesi degisimlerinden
etkilenmistir (Kosswig, 1952; Aksiray, 1952; Kosswig, 1953; Wildekamp vd.,
1999).

Aphanius cinsi iki ana ekolojik gruba boliinebilir; bunlardan ilki ac1 su
ve gergek tuzlu korfez gevrelerinde yasayan tiirleri, ikincisi ise tath su
vahalarinda, pinar, ¢ay, bataklik ve denizle baglantis1 olmayan gollerde yasayan
tiirleri kapsar (Hrbek ve Meyer, 2003). Giiniimiizde 14 tiirden olusan Aphanius
cinsinin Tiirkiye’de 6 tiir ve 4 alttiirii bulunmaktadir (Hrbek ve Meyer, 2003).

Aphanius anatoliae anatoliae (Leidenfrost, 1912)
Erkek ve disilerdeki renklenme populasyon diizeyinde oldukga degisken olabilir
(Sekil 6).

Sekil 6. Aphanius anatoliae anatoliae, Diiger, DSI pompa istasyonu (Wildekamp
vd., 1999).

Erkeklerde viicut parlak giimiisi gridir. Yanlarda, arkadan abdomene
dogru, say1 ve yiikseklikleri degisik populasyonlarda farklilik gosteren, 6 ila 10
adet koyu gri vertikal (dikey) ¢izgi vardir. Ergenlik ¢aginda, erkekler tabana
(bazal) yakin agik gri bantli siyah bir dorsal yiizgece sahip olurlar. Anal yiizgeg

dar siyah bir ¢izgi ile gevrilmis, limon sansidir ve yiizgecin geri kalan kisminda
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ayrica kiigiik ¢izgi yada benekler bulunabilir. Bazi populasyonlar anal yiizgecte
genig terminal bir banda sahip olabilir. Kuyruk yiizgeci 2 yada 3 gapraz ¢izgili,
renksiz, soluk sar1 yada beyazdir.

Disiler, yanlarda koyu gri benekli soluk giimiisi gridir. Bu benekler,
baslica orta lateral gizgi boyunca yogunlagmistir. Kaudal pedunkulanin ortasinda
siyah bir benek vardir. Biitiin yiizgecler renksizdir.

Dagiliglar; akarsular, kiigiik nehirlerin gevresinde ve Tuz Golii, Egirdir
Golii, Beysehir Golii igindeki akintilarda ve Nigde’nin dogusu ile Konya
arasindaki cesitli nehirler, havuzlar ve batakliklar ve Biiyiik Menderes Nehri’nin
kaynak alanlar1 ve Eskisehir civarindaki Yukar1 Sakarya Nehri ve Selguk
yakinindaki diisiik drenaj sistemlerinde bulunur. Tipik habitasyonu kapali tath su

kiyilarindan aci sulara dogrudur.

Aphanius anatoliae splendens (Kosswig ve Sozer, 1945)

Erkekler organizma diizeyinde degiskendir, ¢izgi genisligi her bireyde farkli
olabilir. Giimiisi fonlu viicut, 8 ila 11 adet, diizensiz, koyu griden neredeyse
siyaha degisen vertikal gizgilere sahiptir. Genellikle viicudun ve bagin arkasinda
kiigiik siyah bir seri benek bulunur. Dorsal yiizgeg genis siyah kenarli, bazalde
renksizdir. Beyazdan soluk sariya defigsen renkteki anal yiizgeg, dar siyah
kenarlidir. Kuyruk yiizgeci renksizden beyaza degisen renkte olup, genellikle
siyah renkli ¢apraz iki bant bulunur.

Disiler, yanlarda orta lateral ¢izgi boyunca yogunlagmis koyu kahverengi
neredeyse siyah renkli, bilyiik benekli parlak giimiisi renktedir. Tim yiizgegler
renksizdir.

Bu alttiiriin  yalmzca iki lokalitede bulundugu bilinir: Isparta’nin
batisindaki Golciik Golii ve Yesilova’nin batisindaki Salda Goli (Wildekamp vd.,
1999) (Sekil 7).
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Sekil 7. Aphanius anatoliae splendens, Salda Gélii, Burdur (Wildekamp vd., 1999).

Aphanius anatoliae sureyanus (Neu, 1937)
Erkeklerde, birey diizeyinde farkli vertikal gizgilenmeler goriiliir. Sayis1 olduk¢a
degisken olan diizensiz koyu gri neredeyse siyah renkte vertikal ¢izgiler tagiyan
parlak giimiisi gri viicutlar1 vardir. Dorsal ve anal yiizgegler benzer olup, bazalde
parlak gri olan renk koyulasarak kenarda genis siyah bir ¢izgi halini alir. Kuyruk
yiizgeci, iki koyu vertikal ¢izgili olup; rengi, renksizden parlak griye degisir.
Parlak giimiisi renkli disilerde, orta lateral g¢izginin {izerinde ve
yukarisinda rengi koyu kahverenginden koyu griye degisen 6-8 adet benek
bulunur. Tiim yiizgegler renksizdir.
Burdur Golii i¢in endemiktir. Erkekler genellikle kiyiya yakin kaya
kenarlarinda bulunur, alglerle beslenirler. G6l kiyisina yakin, nispeten tath, ac1 ve
bazen de siilfiirlii kaynak sularinda yasarlar. Bu habitatlarda bazi algler haricinde

vejetasyon bulunmaz (Sekil 8).

Sekil 8. Aphanius anatoliae sureyanus, Burdur Golii (Wildekamp vd., 1999).
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Aphanius anatoliae transgrediens (Ermin, 1946)

Erkeklerde renklenme populasyon diizeyinde farklilik gosterir. Parlak giimiisi
renkteki viicut {izerinde koyu griden siyaha degisen, genellikle diizensiz, 8 ila 11
adet vertikal ¢izgi bulunur. Genellikle siyah iizerinde bir seri koyu gri benek
goriiliir. Renksiz dorsal ve anal yiizgegler bazalde siyah ¢izgilidir. Bu ¢izgi
¢iftlesme boyunca genisler ve yiizgecin tamami siyah olur. Kuyruk yiizgeci
renksiz, soluk gri olup iki adet vertikal ¢izgi bulundurur.

Giimiis renkli disiler yanlarda siyah iizeri koyu kahverengiden griye
degisen beneklerle siisliidiir. Beneklerin genellikle yan orta ¢izgi iizerinde
toplandig1 goriiliir. Biitiin yiizge¢ler renksizdir.

Tiirkiye’nin merkez giineyindeki Aci Gol’e yakin kaynaklarda
bulundugu bilinmektedir. Bu kaynaklar temiz, hafif aci1 su iiretir. Bunlar genellikle
golde yasamazlar. Ciinkii gol suyu ¢ok tuzlu olup yaz aylarinda ki kuraklik
periyotlarinda tuzlulugu daha da artar. Agir kis yagislan sirasinda gol yeterince
tath su alinca komsu populasyonlar birbirine karisir. Uzak populasyonlar bu

durumdan etkilenmez (Sekil 9).

Sekil 9. Aphanius anatoliae transgrediens, Ac1 Gol, Gemis (Wildekamp vd., 1999).

Aphanius asquamatus (Sozer, 1942)

Erkeklerin yanlardaki gizgilenmeleri olduk¢a degiskendir. Yanlarda giimiisi gri
arkaya dogru koyu gri ve karin kismu giimiis rengindedir. Yanlarda kiigiik
beneklerin toplanmastyla (melanofor) olusan 11-15 koyu vertikal ¢izgi goriiliir.

Benzer benekler basta da goriiliir. Dorsal yiizge¢ gri olup frontal bolgede siyah
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vertikal bir kisim bulunur. Giimiig renkli hilal seklindeki submarjinal bant,
yiizgecin anterior kismindaki siyah kisma kadar ulagir. Dorsal yiizgeg ortada agik
gri olup koyu gri bir bantla sonlanir. Anal yiizgeg gri donuk koyu bantl ve dar
siyah kenarli. Kuyruk yiizgeci renksizden agik griye degisen renklerde ve isaretler
bulunmaz. Ureme déneminde erkekler oldukga koyu, hemen hemen siyah renkte
olurlar.

Disilerin viicut rengi gri olup arkaya dogru koyu, karna dogru daha
agiktir. Yanlarda 13-18 diizensiz, rengi koyu kahverenginden koyu griye degisen
diizensiz yapida benekler, devamsiz horizontal (yatay) bantlar bulunur. Biitiin
yiizgecler renksizdir.

Tiirkiye’nin dogusunda ki Hazar Golii'ne endemiktir. Balik siiriileri
halinde kapal sahillerde yasarlar. Ureme déneminde erkekler alglerden olusan

¢alili kayalar gevresindeki yagam alanlarimi iggal ederler (Sekil 10).

Sekil 10. Aphanius asquamatus, Hazar Gélii, Elazig (Wildekamp vd., 1999).

Aphanius danfordii (Boulenger, 1890)

Erkeklerde renk c¢ogunlukla populasyon diizeyinde, yanlar hari¢, biraz
degiskendir. Yanlarda agik giimiigi gri, arkaya dogru ve alt kisimda gri renklenme
goriiliir. Viicudun yanlarinda 9-12 tane koyu griden siyaha degisen vertikal
cizgiler goriiliir. Bu ¢izgiler bi¢im, biiyiiklikk ve say1 bakimindan birey diizeyinde
degiskendir. Kuyruk yiizgeci renksizden soluk beyaza degisen renklerde
copunlukla 3 koyu vertikal ¢izgili, fakat bu 1 ila 4 arasinda degisir. Ureme
doneminde erkeklerde, bazalinde bazi agik benek bulunan siyah dorsal yiizgeg

goriiliir. Soluk sar1 anal ylizgeg 2-3 tane koyu ¢izgili ve dar siyah kenarli.
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Disiler giimiisi gri renkte, koyu griden kahverengine degisen ¢ok sayida
farkhi biiyiikliik ve sekilde benekler bulunur. Viicudun arka ve yanlarinda
diizensiz boyuna bantlar bulunur. En biiyiik ve belirgin benek daima kuyruk
yiizgecinin bazalinin merkezindedir. Dorsal yiizge¢ soluk kahverengi oldugunda
biitiin diger yiizgegler genellikle renksiz olur.

Kizilirmak Nehri drenaj sisteminin orta bolgelerinden Karadeniz agzina
kadarki kaynaklar, kiigiik dereler ve gaylar iginde bulunurlar. Kayseri’nin
giineyinde yukar1 Seyhan Nehri drenaj sisteminde baz lokalitelerde de bilinir. Bu
tiiriin tam dagilimu bilinmemektedir (Sekil 11).

—

Sekil 11. Aphanius danfordii, Kanal 2, Soysali, Seyhan Nehri (Wildekamp vd., 1999).

Aphanius fasciatus (Valenciennes In: Humboldt & Valenciennes 1821)
Erkeklerin renklenmeleri populasyon diizeyinde farklidir. Bati populasyonlarinin,
dogu Akdeniz Havzasi’nda bulunan populasyonlardan daha az capraz gizgilere
sahip oldugu diisiiniiliir. Arka yesilden kahverengine degisen renkte, yanlarda 8-
15 adet koyu mavi gri vertikal ¢izgili ve viicut giimiig rengi fonludur. Dorsal
ylizgeg soluk sari-gri bazalina yakin az koyu gri beneklidir. Dorsal yiizgecin
frontal kisminda uzun dikey dar koyu gri bir kenarn i¢ini soluklastiracak sekilde
siyah bir leke goriiliir. Anal yiizgeg soluk beyazdan agik maviye degisen renkte
olup, 6nde birkag kisa koyu ¢izgi goriiliir. Kuyruk yiizgeci saridan sari-turuncuya
degisen renkte olup, baz1 populasyonlarda genig, koyu submarjinal banthdir.
Disiler, arkada koyulagan ve karinda hemen hemen beyaz olan, griden

giimiisi renge degisen renktedir. Uzerinde koyu kahverengi beneklerden olusmus
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benekli desenler bulunan kisa, koyu kahverengi vertikal ¢izgiler orta yan ¢izgi
boyunca goriiliir. Biitiin yiizgecler renksizdir.

Nehirlerin ve derelerin sahil bolgelerinde, lagiinlerde yasarlar. Nadiren
kumlu sahiller iistiinde rastlanir. Aci suda ve bazen tath veya tuzlu su giriglerinde
bulunurlar. Akdeniz havzasinin bati yarisinda; kuzey Afrika’da Misir’dan dogu
Cezayir’e kadar; ayrica kuzeydogu Tunus’da Choods’da ki gibi kara ile ¢evrili
belli havzalarda, kuzey Libya’da Al Agheila yakinlarinda ki kiikiirtli kaynaklarda
ve simpatrik olarak olusan 4. dispar’in bulundugu kuzey bati Misir’daki Siwa
vahasinda, Misir’daki Act Gél’de ki oraya Siiveys Kanali boyunca go¢ ederek
gelirler; giiney Avrupa’da ki Korsika ve Sardunya adalarindan, batida giineydogu
Fransa’nin Rhone deltasindan, Istanbul’un giiney batisina kadar ve Anadolu’nun

Akdeniz sahilleri ile Suriye ve bati Israil’de dagilim gosterir (Sekil 12).

Sekil 12. Aphanius fasciatus, Marina di Modica, Italya (Wildekamp vd., 1999).

Aphanius mento (Heckel in: Russegger, 1843)
Renk deseni her iki cinsiyette de yiiksek gesitlilik gosterir.

Erkeklerin ¢iftlesme donemindeki renklenmeleri normal renklenmeden
farklidir. Viicut rengi mavi-siyahtan ¢ok koyu kahverengine degisen renkte,
abdomene dogru soluklagir. Yanlarda parlak maviden giimiis rengine degisen
renkte ¢ok sayida benek goriiliir ve bunlar diizensiz vertikal ¢izgiler seklinde
olabilirler. Parlak beneklerden kavisli gizgiler bulunduran dorsal ve anal yiizgegler
mavi-siyahtan ¢ok koyu kahverengine degisen renktedir. Kuyruk yiizgeci aym

renkte olup, diizensiz ¢izgi formlu parlak beneklerden kavisli ¢izgiler bulunur.
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Bogaz kenarindan solungag¢ kapaklarina kadar turuncu-kirmizi renktedir. Ureme
doéneminde olmayan erkekler daha koyu ebruli gri-kahverengi renktedir.

Disilerde biitiin viicut gri-kahverengi, arkada daha koyu ve abdomende
daha parlaktir. Bazi pullarin yanlarinda giimiis renginde bir benek olabilir ve bazi
populasyonlarda da yanlarda birde bazi siyah benekler goriiliir. Pullar orta yan
¢izgi boyunca genellikle nispeten koyu kenara sahiptirler. Biitiin yiizgegler
renksizdir.

Tathdan hafif aci sulara, kaynaklarda, derelerde, nehirlerde ve kiigiik
gollerde genellikle kiytya yakin yasarlar. Erkeklerin olusturdugu bolgeler
genellikle vejetasyona kapali veya vejetasyonlar arasindaki yerlerde bulunur. Orta
Anadolu’nun dogusundaki Ceyhan Nehri drenaji girisinde ve Firat ve Dicle Nehri
vadilerinde, ayrica Sat’iil Arab’da bulunurlar. Suriye, Liibnan, ve Israil nehir
sistemlerinin kiyilarinda ve dogu Urdiin’deki Urdiin Vadisi iginden Israil’deki Olii
Deniz’e kadarki alanda bulunurlar. Suriye’den itibaren Tiirkiye’nin giiney
kiyilarinda Antalya gevresindeki alanlarda bulunur ki burasi Toros Daglari ile
Akdeniz’in bulustugu bati siniridir. Bazi kapali havza populasyonlari Orta
Anadolu’da goriiliir (Sekil 13).

Sekil 13. Aphanius mento, Kirkgoz, Antalya (Wildekamp vd., 1999).

Aphanius villwocki (Hrbek ve Wildekamp, 2003)

Burun yuvarlagi, bag uzunlugunun %23’ kadardir. Agiz direkt yukariya yonelik,
alt ¢cene hemen hemen vertikaldir. G6z, basin %33l kadardir. Dorsal taraf
kivrimli, bag tarafi diizdiir. Dorsal yiizgecin baglangici, anal yiizge¢ baslangicinin

6niinde ve viicudun orta kisminin arkasindadir. Dorsal yiizge¢ 9-12, anal yiizgeg
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10-12 1ginhdir. Ventral bolge kiigiik pullu, yan arka kisim tizerindeki pullarin arka
kenari ve kaudal pedunkula stenoid gériintimliidiir (Sekil 14).

Sekil 14. Aphanius villwocki, Sakarya Nehri, Ahiler (Hrbek ve Wildekamp, 2003).

Erkekler biiyiik ve giiglii, akvaryum 6rneklerinde standart uzunluk (SU)
50 mm’yi bulur. Viicut ve bag pullar1 giimiisi gri renktedir. Arkada pullar dar gri
kenarlidir. Yanda 13-19 tane diizensiz koyu gri ¢apraz ¢izgilidir. Dorsal yiizgeg
seffaf sarimsi gri, birgok koyu gri beneklidir. Anal yiizge¢ sarimsi gri, genellikle
isaretsiz, dar gri kenar goriilebilir. Pelvik yiizge¢ sarims1 gridir. Uretken erkekler
soluk sarimsi, biitiin viicudun iistii parlaktir. En biiytik viicut yiiksekligi pelvik
yiizgecin on tarafindadir. Tek yiizgeglerin tamamu yuvarlaktir. Kuyruk yiizgeci
kisa kesilmig, arka kenar1 biraz yuvarlaktir.

Disiler erkeklerden daha kiigiiktiir. Standart uzunluk 45 mm’yi bulur.
Viicut yanlarda daha az basik ve erkeklerden daha dardir. En biiyiik viicut
yiiksekligi pelvik yiizgecin 6n tarafindadir. Tek yiizgeglerin tamami yuvarlaktir.
Aniis ve genital agikhik ayrilmigtir. Bag ve viicut yansinmn iist yaris1 parlak
bakirimsi gri, diizensiz dagilmig koyu gri isaretlidir. Alt viicut yarisi soluk giimiisi
gridir. Orta yan ¢izgi iizerinde belirsiz gri ¢izgi bulunur. Biitiin yiizgecler
renksizdir.

Aphanius villwocki sadece, Cavuscu Golii dahil, yukarn Sakarya Nehri
Havzasi’nda bilinmektedir (Hrbek ve Wildekamp, 2003).
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Orneklerin Toplanmas:
Bu ¢ahiymada Tirkiye’de yayiliy gosteren Aphanius cinsine ait 30 farkh
populasyondan (4. anatoliae-20 populasyon; A. danfordii-5 populasyon; A.
villwocki-3 populasyon; A. asquamatus-1 populasyon ve A. fasciatus-1 populasyon)
toplanan 5 tiir ve 4 alttiir kullamlmistir. Kullanilan tiir ve alttiirler ve toplamildiklan
yerler Tablo 1°de, toplama alanlan ise Sekil 15°de verilmistir. Dis grup
segilmesinde Hrbek vd. (2002) ve Hrbek ve Meyer (2003) tarafindan yapilan
caligmalarin ve dendogram sonuglarindan yararlanilmis ve A. fasciatus ve A.
asquamatus dig grup olarak degerlendirilmisgtir.

Ornekler, balik kepgesi ve agi kullanilarak toplanmis ve DNA analiz

calismalan i¢in %80’lik etanol igerisinde tespit edilerek saklanmistir.

3.2 Total Genomik DNA izolasyonu
Total genomik DNA, drneklerin sag kuyruk sapindan alinan esit miktarlardaki kas
dokusundan Hillis ve Moritz’in (1990) DNA izolasyon protokoliinde bazi
degisiklikler yapilarak izole edildi.

Kas dokularinin alkolii uzaklastirilarak, mikrosantrifijj tiiplerine konuldu
ve lizerlerine 500ul STE (0.1 M NaCl, 0.05 M Tris ve 0.01 M EDTA, pH: 8)
tamponu ilave edildi. Steril bir makasla dokular iyice pargalandi. Uzerlerine 25 pl
proteinaz K (Sigma; 10 mg/ml) eklenerek kangtirildi. 50 ul SDS (%10°1uk) ilave
edilen tiipler 2 saat 55°C’de, zaman zaman alt-iist edilerek, inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra iizerlerine 500 pl PCI (Fenol:kloroform:izoamil alkol
25:24:1) eklenen tiipler yavasca alt-iist edildi ve oda sicakhiginda 5 dk bekletildi.
Karigim 10 000 rpm’de 5 dk. santrifiij edildi. Bir mikropipet yardimuyla iist berrak
tabaka alinarak yeni bir mikrosantrifiij tiipe aktarildi. Bu sirada interfazin (orta
tabakanin) bozulmamastna dikkat edildi. Uzerlerine 500 pl CI (Kloroform-izoamil
alkol 24:1) ilave edildi ve oda sicakliginda 5 dk bekletildi, sonra 10 000 rpm’de 5
dk. santrifij edildi. Mikropipetle (st berrak tabaka alindi ve yeni bir
mikrosantrifiij tiipe aktarildi. Interfazin bozulmamasina dikkat edildi. Uzerlerine
%70’lik sofuk mutlak etanol ilave edildi. DNA gozle goriiniinceye kadar tiip



yavasga alt iist edildi. Numune 1-2 dk 10 000 rpm’de santrifiij edilerek
¢oktiiriildii. Alkol uzaklagtinldi. Coktiirilen DNA’dan alkolii tamamen
uzaklagtirmak i¢in, tiipler 37°C’de 5 dk inkiibe edildi. Pellet 100 pl distile suda

yeniden ¢oziildi.

3.3. Genomik DNA’nin Kalite ve Kantitesinin Belirlenmesi
Izole edilerek distile su igerisinde ¢dziilen DNA 6rneklerinin konsantrasyonlarinin
belirlenmesi i¢in spektrofotometrede 260 nm’de absorbanslar1 (sogurumlart)
okundu. Okunan optik dansite degerlerinden yararlamlarak agagidaki formiille
DNA konsantrasyonu hesaplandi:
Cpna=0.D. x S.K. x 50
0.D. — Optik Dansite (260 nm’de okunan absorbans degeri).
S.K. — Sulandirma katsayisi.

50 — Cift iplikli DNA igin her absorbanstaki pg DNA miktar1.
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Tablo 1. Caligmada kullamlan Aphanius tir ve alttiirlerin kisaltmalar1 ve
toplandigi yerler ve koordinatlari.

Tiir ve Alttiirler Kisalt. | Toplandig Yerler ve Koordinatlar

A. anatoliae anatoliae | Anal | Avlan Golii, Elmal yakini
36°/34'47" K 29°/57'35" D

A. a. anatoliae Ana2 | Egirdir Golii, Akkegili
38°/08'11" K 30°/46'17" D

A. a. anatoliae Ana3 | Beysehir Golii, Beysehir
37°/41'03" K 31°/42'49" D

A. a. anatoliae Ana4 | Insuyu K6yii, Cihanbeyli yakin
38°/40122" K 32°/50'53" D

A. a. anatoliae Ana5 | Goydz 2. dere, Cihanbeyli yakini
38°/33'09" K 33°/11'59" D

A. a. anatoliae Ana6 | Giinesli, Esmekaya yakini
38°/11'22" K 33°/29'24" D

A. a. anatoliae Ana7 | Akkaya Baraji, Nigde yakimni
37°/55'11" K 34°/36'24" D

A. a. anatoliae Ana8 | Baltalin, Aksaray girisi
39°/14'16" K 32°/44'40" D

A. a. anatoliae Ana9 | Eflatun Pinari, Beysehir Golii
37°/49'31" K 31°40'30" D

A. a. anatoliae Anal0 | Egirdir Goli, Karaot
38°/08'34" K 30%/52'58" D

A. a. anatoliae Anall | Diiger DSI pompa ist.,Burdur yakini
37°/34'24" K 30°/01'18" D

A. a. anatoliae Anal2 | Parbagi sulama kanali
37°/27'28" K 30°/02'19" D

A. a. anatoliae Anal3 | Eumeneia Kaynag, Isikh
38°/19'19" K 29°/51'11" D

A. a. anatoliae Anal4 | Erler, Konya 37°/49'29" K 32°/34'55" D

A. a. anatoliae Anal5 | Tuzgdlii giineyi, Yenikent-Yesilova 4.5. km
38°/22'47" K 33°/47'58" D

A. a. anatoliae Anal6 | Kirkpimar, DSI pompa istasyonu
37°/08'33" K 29°/55'26" D

A. a. splendens Spl Salda Golii
37°/31'30" K 29°/39'26" D

A. a. sureyanus Sur Burdur Golii
37°/41'45" K 30°/1128" D

A. a. transgrediens Tral Act Gél, Kaynak 6
37°/50'08" K 29°/57'57" D

A. a. transgrediens Tra2 | Ac1 Gol, Kaynak 14
37°/48'00" K 29°/53'39" D

A. danfordii Danl | Soysali Kaynag, Sultan Sazlig1
38°/23'23" K 33°/21'55" D




Tablo 1’in devami.
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Tiir ve Alttiirler Kisalt. | Toplandig: Yerler ve Koordinatlar

A. danfordii Dan2 | Gozler, Kirgehir
38°/59'15" K 34°06'58" D

A. danfordii Dan3 | Karpuzatan Kaynagi, Kayseri
38°/46'13" K 35°/27'19" D

A. danfordii Dan4 | Yesilirmak Deltasi, Carsamba
41°21'44" K 36°/4423" D

A. danfordii Dan5 | Kizihirmak Deltasi, Bafra
41°/39'40" K 36°/03'33" D

A. villwocki vill Imamoglu kéyii, Polatli yakint
38°/53'35" K 31%/58'33" D

A. villwocki Vil2 Salihler, Emirdag yakimi
39°/02'38" K 31°19'31" D

A. villwocki Vil3 Cavuscu Golii
38°22'15" K 31%/50'56" D

A. asquamatus Asq Hazar Golii
38%27'46" K 39%/17'59" D

A.phanius fasciatus Fas Tuzla Golii, Adana

36°/40'55" K 35°/05'02" D
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s A. danfordii * A. anatoliae anatolice o A. vilbwocki @ A. asquamatus 0 A. fasciatus
» A. anatoliae tramsgrediens ¢ A. anatoliae splendens + A. anatoliae sureyanus

Sekil 15. Orneklerin toplandigs alanlar.
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3.4. AFLP Reaksiyonu
Caligma igin, Vos vd. (1995) tarafindan gelistirilen AFLP reaksiyon protokolii
degistirilerek uygulandi.

AFLP reaksiyonu 3 ana basamakta gerceklestirildi; (1) DNA’min
kesilmesi ve oligoniikleotid adaptorlerinin baglanmasi, (2) olusan DNA
pargalarinin segici amplifikasyonu, (3) segici olarak ¢ogaltilan DNA pargalarinin

elektroforetik analizi.

34.1. Genomik DNA’nin Kesilmesi ve Oligoniikleotid Adaptérlerinin
Baglanmasi

Genomik DNA (50-250 ng/ul), 10x tampon Y'/TANGO (Fermentas, MBI; 33
mM Tris-asetat, 10 mM Magnezyum-asetat, 66 mM Potasyum-asetat, 0.1 mg/ml
BSA; pH: 7.9) tamponu, 10 U/ul EcoRI (Fermentas, MBI) ve 10 U/ul Msel
(Fermentas, MBI) ile birlikte, son hacim distile suyla 25 pl’ye tamamlanarak
37°C’de her saat bas: karigtirilarak 3 saat inkiibe edildi. Enzimlerin inaktivasyonu
i¢in 70°C°de 15 dk tutuldu. Daha sonra iizerine, 5 pl; 1 pg/pl EcoRI adaptérii, 0.5
ng/ul Msel adaptorii, 1 U/ul T4 DNA ligaz (Fermentas, MBI) ve 10x tampon T4
DNA ligaz (Fermentas, MBI; 400mM Tris-HCI, 100 mM MgCl,, 100 mM DTT,
5mM ATP pH: 7.8; 25°C°de) tamponu igeren ¢ozelti eklendi. Vortekslendi ve ¢ok
kisa santriftij edildi. Oda sicakhiginda, her saat bagi kangtirilarak 4 saat inkiibe
edildi.

Adaptérlerin hazirlanmasi
Biitiin oligoniikleotidler HPLC (High Performance Liquid Chromatography =
Yiiksek Performansh Sivi Kromotografisi) saf olarak “Thermo BioSciences
GmbH’dan” satin alindi. Oligoniikleotidler, AFLP analizi i¢in primer ve adaptor
olarak kullamldi.

Adaptérler, ayr oligoniikleotid zincirleri halinde satin alinarak
laboratuvarda bir araya getirildiler. Bunun igin, asagidaki prosediir takip edildi:
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EcoRI adaptor (120 ligasyon icin)

EcoRlI-i oligoniikleotid (1 pg/pl) 3.4l
EcoRlI-ii oligoniikleotid (1 pg/pl) 3.0l
10x tampon Y'/TANGO (Fermentas, MBI) 6.0 pl
dH,O0 107.6 ul
Msel adaptor (120 ligasyon i¢in)
Msel-i oligoniikleotid (0.5 pg/ul) 64 ul
Msel-ii oligoniikleotid (0.5 pg/pl) 56 pl
10x tampon Y'/TANGO (Fermentas, MBI) 7.0 pl
dH,O0 3l

EcoRlI adaptor yapisi asagidadir:

5'- CTCGTAGACTGCGTACC

CATCTGACGCATGGTTAA -5'

Msel adaptor yapisi asagidaki gibidir:

5'- GACGATGAGTCCTGAG

TACTCAGGACTCAT -5'
Adaptor kangimlani PCR tiipleri igerisinde hazirlanarak 65°C°de 10 dk,
37°C’de 10 dk ve 25°C’de 10 dk tutuldu. Kullanilmak iizere -20°C’de sakland.

3.4.2. Olusan DNA Pargalarimin Secici Amplifikasyonu
Kompleks genomlarin AFLP parmakizi genellikle 2 basamakli bir amplifikasyon
gerektirir (Vos vd., 1995). Bu amplifikasyon prosediiriiniin ilk basamagim

preamplifikasyon olugturur. Bunu takiben segici amplifikasyon uygulanir.

3.4.2.1. Preamplifikasyon
Preamplifikasyon tek bir segici niikleotide sahip iki primerle ¢alisir (Vos vd.,
1995). Bu galigmada kullamlan her iki preamplifikasyon primeri asagida
gosterilmistir:
EcoRI + A oligoniikleotid;
5'- GAC TGC GTA CCA ATT CA
Msel + C oligoniikleotid;
5'- GAT GAG TCC TGA GTA AC
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Sindirilmis ve adaptorler baglanmig DNA ¢ozeltisi, 10x tampon PCR
[Fermentas, MBI; 100mM Tris-HC1 (pH: 8.8, 25°C’de), 500mM KCl, 0.8%
Nonidet P40] tamponu, 5 U/ul Taq polimeraz (Fermentas, MBI), 100 pM dATP,
100 uM dTTP, 100 uM dCTP, 100 pM dGTP (Fermentas, MBI), 25 mM MgCl,
(Fermentas, MBI), 50 ng/pl EcoRI+A oligo ve 50 ng/pl Msel+C oligo igeren
¢ozelti, hacmi distile su ile 20 pl’ye tamamlanarak DNA amplifiye edildi. PCR
(Stuart, UK) makinesi amplifikasyon i¢in; denatiirasyon 94°C’de 1 dk, annealing
(primer baglanmasi) 56°C’de 1 dk ve extension (primerlerin uzamasi) 72°C’de 1
dk. 26 dongii siirecek sekilde ayarlandi. Preamplifikasyon iiriinii 5 kat seyreltildi
ve segici amplifikasyona kalip olarak kullanilmak iizere +4°C’de saklandi.

3.4.2.2. Se¢ici Amplifikasyon
AFLP primerleri 3 bolimden olusur: cekirdek sekans, enzim spesifik sekans
(ENZ) ve segici uzatma (extension) (EXT) (Vos vd., 1995).

CORE ENZ EXT
EcoR 1 5'- GAC TGC GTA CC AATTC NNN -3'
Mse 1 5'- GAT GAG TCCTGA G TAA NNN -3'

Yaptiimiz ¢alismada FEcoRI ve Msel primerleri rasgele ikili
kombinasyonlar seklinde segilerek kullamldi. Tablo 2’de EcoRI ve Msel
primerleri kullanildiklar1 kombinasyonlar halinde ayr1 olmak tizere, rasgele
secilmis olan segici ii¢ niikleotidle (segici uzatma) birlikte, EcoRI primerleri
kiigiik bir harfle (a, b gibi), Msel primerleri ise bir rakamla (1, 2 gibi)
gosterilmistir. Tabloda ayrica her bir primer kombinasyonun uygulandigi toplam
birey sayilari da yer almaktadir.

Preamplifikasyondan elde edilen ve 5 kat sulandinlan DNA segici
amplifikasyon i¢in kalip olarak kullamldi. Preamplifiye DNA, 10x tampon PCR
(Fermentas, MBI; 100mM Tris-HC1 (pH: 8.8, 25°C’de), 500mM KCl, 0.8%
Nonidet P40) tamponu, 5 U/ul Tag polimeraz (Fermentas, MBI)), 100 pM dATP,
100 uM dTTP, 100 uM dCTP, 100 uM dGTP (Fermentas, MBI), 25 mM MgCl,
(Fermentas, MBI), 50 ng/ul EcoRI+ANN oligo ve 50 ng/ul Msel+CNN oligo
iceren ¢gozelti hacmi distile su ile 20 pl’ye tamamlanarak DNA, PCR (Stuart, UK)
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makinesinde amplifiye edildi. Amplifikasyon ig¢in; denatiirasyon 94°C’de 30
saniye, primer baglanmasi 60°C’de 30 saniye ve primerlerin uzamasi 72°C’de 2
dk, primer baglanma sicakligi her bir déngiide 0.7°C azaltilarak, 12 dongii;
denatiirasyon 94°C’de 30 saniye, primer baglanmasi 56°C’de 30 saniye ve
primerlerin uzamasi 72°C’de 1 dk 23 dongii boyunca gergeklestirildi.

Tablo 2: Calismada kullanilan primer kombinasyonlari ve bunlarla ¢aligilan birey
sayilari.

EcoRl, Msel primerleri Birey sayisi

a. 5- GAC TGC GTA CCAATT CAG C 10
1. 5- GAT GAG TCC TGA GTA ACG C

¢. 5'- GAC TGC GTA CCAATT CAA T 6
3.5'- GAT GAG TCC TGA GTA ACT G

a. 5'- GAC TGC GTA CCA ATT CAG C 5
4. 5'- GAT GAG TCC TGA GTA ACT A

b. 5'- GAC TGC GTA CCA ATT CAC A 5
3. 5'- GAT GAG TCC TGA GTA ACT G

b. 5'- GAC TGC GTA CCA ATT CAC A 5
2.5-GAT GAGTCCTGA GTAACA C

a. 5'- GAC TGC GTA CCA ATT CAG C 6
2.5- GAT GAG TCC TGA GTAACA C

b. 5'- GAC TGC GTA CCA ATT CAC A 5
1. 5'- GAT GAG TCC TGA GTA ACG C

3.4.3. Secici Olarak Cogaltilan DNA Parcalarimin Elektroforetik Analizi

Amplifikasyon iiriinii {izerine 8 pl yiikleme tamponu (%98 deiyonize formamid,
ksilen siyanol FF, Bromfenol blue, 0.5 M EDTA, pH: 8.0) eklenerek 90°C°de 4 dk
denatiire edildi ve daha sonra buz iizerinde hizli bir sekilde sogutularak 1x TBE
tamponu (10xTBE 0.089 M Tris, 0.089 M Borik asit ve 0.011 M EDTA, pH: 8.3)
icinde, %6’lik denatiire edici vertikal poliakrilamid jele yiiklendi. Jel matriksi
%40 akrilamid-bisakrilamid (19:1 akrilamid:bisakrilamid), 10xTBE tamponu, 7.5
M iire kullamlarak hazirlandi. Vakum pompasi yardimiyla 10 dk ¢6zeltinin gaz1
uzaklagtirildi. Jel ¢ozeltisinin100 ml’sine 400 pl, % 10’luk APS ve 100 pl
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TEMED eklendi ve jel “ThermoEC160 DNA sequencing system”, 35x 45 cm jel
aparati kullamlarak dokiildi. 4.5-6 ul omek yiiklendi. Elektroforez;
“ThermoEC4000P (4000 V, 300mA, 300 W)” gii¢ kaynag: kullanilarak 75 W’ta 2
saat 20 dk ila 2 saat 50 dk uygulandi.

Jel, %10’luk glasiyel asetik asit igerisinde, karigtirilarak 30 dk fikse
edildi. Distile su ile 3 kez 3’er dk karistirilarak yikandi. Boyama ¢6zeltisi (%0.1
AgNO;, %0.15 formaldehit- %37) iginde 45 dk karigtinlarak boyandi. Jel distile
su igine batirthp ¢ikarildi. Distile sudan gegirilen jel gelistirici ¢ozelti (%3
Na,CO3, %0.15 formaldehit- %37, 400 pl sodyumtihosiilfat-10 mg/ml) i¢erisinde
bant gelisimi g6zleninceye kadar karistirildi. Bant olusumu tamamlandig: sirada
gelistirici ¢ozeltisinin iizerine fiksatif ¢ozeltisi eklendi. Kararmanin durmasi i¢in
15 dk beklendi. Jel distile su ile yikandi, kurutuldu ve bantlarin okunmasi igin

stregfilm ile paketlendi.

3.5. AFLP Verilerinin Analizi

AFLP verileri jelde bantlarin bulunup bulunmamasina gére degerlendirildi.
Bantlarin bulunma durumlar: 1, bulunmama durumlan da 0 ile gosterildi. Bandin
bulunmasi dominant, bulunmamasi resesif fenotipi temsil eder.

Elde edilen verilerin analizi Popgene 32 (versiyon 1.3.1) adli bilgisayar
programi kullanilarak yapildi (Yang ve Boyle, 1999). Bu analiz programi Nei’in
(1972) genetik benzerlik (I) ve genetik uzaklik (D) formiillerini kullanarak
¢aligmaktadir. Bu formiiller agagidaki gibidir:

2Xii

\/ZXiZZYiz

YXiyi, X ve y populasyonlarimin toplam ortak bant sayisi ve >x2, x
bireylerinin, Yy;’ ise y bireylerinin toplam bantlarinin sayisidir. Elde edilecek olan

1 degeri, 0 ile 1 arasinda bir deger olacaktir.
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Nei’nin (1972) genetik uzaklik formiilii ise:
D =-In(I)
dir.

Popgene32 programi ile AFLP verilerin analizi sonucunda elde edilen
uzaklik matriksi, Phylip (versiyon 3.6b) (Felsenstein, 1988) Neighbor-Joining
(Saitou ve Nei, 1987) prosediriinin degisiklige ugratilmasiyla UPGMA
(unweighted pair-group method with arithmetic mean) dendogrami elde
edilmigtir.

AFLP verilerinin filogenetik analizi Phylip (versiyon 3.6b) (Felsenstein,
1988) adhi bilgisayar programi kullamilarak tutumluluk (parsinomi) metodu ile
yapildi. Bunun igin AFLP veri seti seqboot ile 1000 replikasyon olusturulup,
bootstrap (se¢-bagla) ve tam karakter agirlamasi (just weights) yapildi. Seqboot
analiz sonuglart Wagner parsinomi ile degerlendirilerek en iyi aga¢ arandi. Hrbek
vd. (2002) mtDNA sonuglari ve UPGMA dendogramindan elde edilen sonuglara
dayamlarak Fas populasyonu dig grup olarak belirlenerek, uyumluluk agaci
olusturuldu. Bu yolla olusturulan uyumluluk agacinda dallarin tekrar
olusturulmalar saglanarak en giivenilir agag elde edildi. Agag iizerinde dallarin %

sec¢-bagla degerleri gosterildi.

Genetik uzaklik ve tutumluluk sonuglari karsilastirilarak ortak olan ve

olmayan noktalar1 degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Bu galismada, Tiirkiye’nin degisik bolgelerinden toplanmis, Aphanius cinsine ait
toplam otuz populasyon arasindaki genetik polimorfizmi belirlemek i¢in, 19 baz
uzunlugunda iki oligoniikleotidin yedi farkli kombinasyonu, primer olarak
kullanildi. Bu primerlerle elde edilen bant sayisinin 23 ile 76 arasinda degistigi
goriildii. Poliakrilamid jel analizi sonucunda toplam 312 lokus belirlendi, analizler
sonucunda 291 tanesinin polimorfik oldugu bulundu. Bu polimorfik lokuslarin

toplama orani ise %94.17 olarak hesaplandi.

Veriler dncelikle, populasyonlar i¢i yada arasindaki genetik benzerlik
yada farklilik derecesini anlamaya yarayan genetik uzaklik &l¢iimii (Nei, 1972)
metoduyla analiz edildiler. Elde edilen genetik uzaklik veri matrisi Tablo 3’de
gosterildi. Bu metod, populasyonlar (yada taksonlar) arasindaki evrimsel iligkiden
¢ok, populasyonlarn benzerlikleri veya farkliliklar1 temelinde gruplanmasi ya da

ayrilmalar1 prensibinden hareketle takson sinirlarimin belirlenmesinde islev goriir.

Genetik uzaklik veri matrisinden en kiigiik (0.0159) genetik uzakligin
Anab ile Ana5 populasyonlarinin, en biiyiik (0.4338) genetik uzakligin ise Vil3 ile
Dan?2 populasyonlar arasinda oldugu belirlendi.

Genetik uzaklik veri matrisinin analizi ile UPGMA dendogram: elde
edildi. Dendogram Sekil 16’da gosterildi.

UPGMA dendogramimin ($ekil 16) incelenmesinden populasyonlarin 4
ayr grup icerisinde toplandifi, Fas ve Asq populasyonlarinin da bu gruplara dig
grup olarak yapilandign goriildii. Bu gruplar iginde yer alan populasyonlarin
genetik uzakliklarindan yararlanilarak grup i¢i ve gruplar aras: genetik uzaklik
degerleri hesaplandi (Tablo 4). Gruplar harita iizerinde (Sekil 18) gosterildi. Buna
gore genetik uzaklik bakimindan birbirine en yakin olan IL ile IIL. (0.2940), en
uzak olan ise L. ile IV. (0.3879) gruplardir. Ayrica grup i¢i en kiigiik genetik
uzaklik degerine (0.0836) IV., en biiyiik genetik uzaklik degerine (0.2116) ise III.
grubun sahip oldugu belirlendi.



Tablo 3. Populasyonlar arasindaki genetik uzaklik (Nei, 1972) veri matrisi.

Pop Anal Spl

>=Hw Heokdok ok

Spl  0.1913 #*ekex

Ana2 02365 02139 **xxkx
Ana3 03613 0.2950 0.2421
Anad  0.3607 0.3146 0.2621
Ana5 03612 03118 0.2335
Ana6 0.3432 0.2908 0.2465
Ana7 03437 0.2785 0.2352
Danl 0.3152 0.3312 0.2606
Dan2 0.3822 0.4018 0.3288
Dan3 03797 0.3997 0.3315
Dand  0.3592 0.3664 0.3051
Dan5 0.3447 0.3669 0.2875
Ana8 03564 0.3039 0.2869
Vill  0.3948 0.3897 0.3369
Vil2  0.3833 0.3914 0.3251

Ana9 03750 0.3075 0.2684
Anal0 02664 0.2307 0.1304
Tral 02683 02554 0.2732
Tra2 02475 02218 0.2685
Sur 02741 0.1481 0.2592
Anall 02620 0.1552 0.2659
Anal2 0.2682 0.1277 0.2678
Anal3 0.2809 0.2746 0.2127
Vil3  0.3842 0.3742 0.3246
Anal4 0.3957 0.3579 0.3157
Anal5 0.3358 0.2944 0.2476
Anal6 0.2253 0.2775 0.3009
Asq  0.3822 0.4246 0.4054
Fas

R RK
0.0905
0.0760
0.0642
0.0392
03175
04259
04138
0.4002
0.3782
0.1658
0.3955
0.4095
0.1277
0.2357
0.3776
0.3786
0.3247
0.3095
0.3063
0.2913
0.3904
0.1443
0.1744
0.3637
0.3820

EEEE Ty

EEETe T

0.0348
0.0362
0.0991
0.3084
0.4030
0.4105
0.3934
0.3758
0.1277
03543
0.3675
0.1670
02344
0.3629
0.3507
03598
0.3331
0.3461
0.2918
0.3660
0.2044

O.A-—mc e ok

0.0675 00570 *rees

0.3073 0.3081 03032 *#***x

0.3871 03971 03997 0.2742 **#*xx
0.3917 03944 0.3952 0.2849 0.0220 *****
0.3639 0.3681 0.3694 0.2692 0.0271 0.0190
0.3457 0.3510 03357 0.2579 0.0731 0.0644
0.1271 0.1141 0.1555 0.2802 0.3277 0.3361
0.3394 0.3387 03651 0.3495 0.4067 0.4026
0.3537 0.3526 0.3898 0.3403 0.3847 0.3807
0.1492 0.1462 0.1294 0.3178 0.4003 0.3947 0.3757
0.2212 0.2136 0.2020 0.2705 0.3363 0.3431 0.3208
0.3390 0.3387 0.3505 0.3514 0.3581 0.3717 0.3559
0.3388 0.3338 0.3555 0.3628 0.3757 0.3902 0.3722
0.3338 03260 0.3128 0.3617 0.3758 0.3704 0.3485
0.3045 03019 0.2870 0.3458 0.3495 0.3471 0.3325 0.3197 0.2617
0.3251 03081 0.2963 0.3411 0.3631 0.3587 0.3523 0.3348 0.2715
0.2799 0.2621 02599 0.2859 0.3347 0.3416 0.3259 0.3053 0.2245
0.3436 0.3529 0.3591 0.3544 0.4338 0.4324 0.4242 0.4051 0.3175
0.1742 0.1748 0.1514 0.3839 0.3946 0.4033 0.3984 0.3795 0.1940
0.1547 0.1300 0.1349 0.1634 0.3244 0.3631 0.3808 0.3664 0.3523 0.1476 0.3129
0.3604 03195 0.3254 03190 0.3592 0.3814 0.3788 0.3517 0.3259 0.2800 0.3093
0.4205 0.3902 0.3811 0.3809 0.4253 0.4714 0.4422 0.4455 0.4395 0.4188 0.4377

ERERN
0.0562 *#+exxr
03180
0.3964

0.3726

ONQMN koo
0.3746 0.3155
0.3606 0.3282
0.3546 0.1633
0.3035 0.1918
0.3357 0.2845
0.3556 0.2815
0.3319 0.2763

Fkok ke

0.0381
03379
0.3069
0.3635
0.3488
0.3355
0.3028
03187
0.2979
0.1047
0.3613

0.4042 0.4745 0.4423 0.4229 0.4089 0.3987 0.4026 0.4089 0.4526 0.4811 0.4838 0.5007 0.5097 0.3764 0.4783

40
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Sekil 16. Populasyonlar arasi genetik uzaklik veri matrisine dayali olusturulan UPGMA dendogrami.
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Tablo 4. UPGMA ile belirlenen grup igi ve gruplar arasi ortalama genetik uzaklik
degerleri ve grup i¢i en kiigiik ve biiyilik genetik uzaklik degerleri.

Grup | I (Kizilirmak II (Tuzgoli III (Goller IV (Haymana
Havzasi) Havzast) Bolgesi) Havzasi)
1 0.1348 (0.2849-
0.0190)
I 0.3643 (0.4259- | 0.1238 (0.2044-
0.2802) 0.0159)
I | 0.3452 (0.4018- | 0.2940 (0.3957- | 0.2116 (0.3067-
0.2606) 0.1341) 0.0328)
IV | 0.3879 (0.4338- | 0.3485 (0.4259- | 0.3349 (0.3948- | 0.0836 (0.1080-
0.3403) 0.2836) 0.2614) 0.0381)

AFLP verileri ayrica tutumluluk ile analiz edilmis ve uyumluluk agaci
olusturulmustur (Sekil 17).

Tutumluluk analiz sonuglari, galisilan tiim Aphanius populasyonlarinin
A. fasciatus benzeri bir atasal populasyondan gelistiklerine isaret etmektedir. Bu
atasal populasyondan 4. asquamatus (yiizde seg-bagla degeri: %100) ve diger
Anadolu Aphanius turlerini veren atasal populasyonlart (%100) ayrildigin
gostermektedir.

Tutumluluk analiz sonuglar1 temelde genetik uzaklik analiz sonuglariyla
uyumluluk gostermekle birlikte, bazi farklilklar da igermektedir. UPGMA
dendograminda dort grup igerisinde toplanan populasyonlar kladogramda da ayni
dort grup igerisinde yer almislardir. Tutumluluk analizi ile olusturulan toplam
1000 agagtan %90°1 I. grubu, %94°i II. grubu, %50’si III. grubu desteklerken,
%100t IV. grubu desteklemektedir. UPGMA dendograminda IIL. grup i¢inde yer
alan Ana2, Anal( ve Anal3 tutumluluk dendograminda farkli gruplara daha yakin
konumlanmuslardir. Her ii¢ populasyonun da bu durumu ¢ok az sayida afag
tarafindan desteklenmektedir. Ayrica Anal ve Anal6 populasyonlari III. gruba
bagli olmakla birlikte ancak 1000 agacin %17’si tarafindan desteklenmektedir.
Gruplar ve yayilis alanlar Sekil 19°da gosterilmistir. Anal, Ana2, Anal0, Anal3
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ve Anal6 populasyonlarinin aga¢ iizerindeki durumlarinin az sayida agag

tarafindan desteklenmesinden dolay: bu gruplama igerisinde yer verilmemisgtir.
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Sekil 17. Tutumluluk metodu ile olusturulan uyumluluk agaci. Dallar {izerinde %
se¢-bagla degerleri gosterilmigtir.
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Sekil 18. UPGMA dendogramina dayanilarak olusturulmus Aphanius populasyonlarina ait dért farkli grubun toplandigs alanlar.
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Sekil 19. Tutumluluk metoduyla elde edilen uyumluluk agacina dayanilarak olusturulmus Aphanius populasyonlarmna ait dort farkli
grubun toplandig alanlar.
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5. TARTISMA VE SONUC

Anadolu, Aphanius cinsi igin bir gesitlenme merkezidir (Wildekamp ve Ark.,
1999). Tamimlanmis yasayan 14 tiire sahip Aphanius cinsinin, Tiirkiye’de 6 tiir ve
4 alttiirti bulunur (Hrbek vd., 2002). Orta Anadolu’da ise 4. danfordii, A. villwocki
ve A. anatoliae tiirleri bulunmaktadir. Ayrica 4. anatoliae da 4 alttiir ile temsil
edilmektedir. Bu ¢alismada, Aphanius cinsinin Tiirkiye’de yayilis gosteren 5 tiir
(ikisi dis grup) ve 4 alttiirlinden olugan toplam 30 populasyonun AFLP belirtegleri
kullamlarak gekirdek DNA varyasyonu aragtirilmigtir. AFLP veri setinin fenetik
ve kladistik analiz sonuglari, 6nceki caligmalar ve Tiirkiye’nin jeolojik gelisimiyle
kargilagtirilarak tartigilmagtir.

Aphanius tlrleri ikincil tath su baliklar1 olup, genel yayiliglart dikkate
alindiginda Tetis Denizi reliktidirler (Kosswig, 1952; Wildekamp ve Ark., 1999;
Hrbek ve Ark., 2002; Hrbek ve Meyer, 2003). Hrbek ve Meyer (2003) mutasyon
oramndan yararlanarak Aphanius cinsinin yagini belirlemiglerdir. Mutasyon oram,
geleneksel olarak jeolojik ve fosil kayitlar1 kullamilarak kalibre edilmektedir.
Sauvage (1874) Orta Oligosen Avrupa’sinda bir Aphanius benzeri Cyprinodont
olan Prolebias’1 ve Priem (1908) kuzey-bat: Iran’da Orumiyeh G6lii havzasindaki
Orta Miyosen Aphanius fosillerini tanimlamiglardir (Hrbek ve Meyer, 2003).
Diger Aphanius benzeri bahiklarm Oligosen ve Miyosen ise fosilleri Ispanya’da,
Fransa’da ve Isvigre’de tammlanmistir (5rnegin; Gaudant, 1978; Reichenbacher
ve Weidmann, 1992; Gaudant, 1993). Buna gore, fosil kayitlarina bakildiginda,
Aphanius cinsinin yagimn yaklagik 30 milyon yil oldugu tahmin edilmektedir
(Hrbek ve Meyer, 2003). Yirmi MYO Tetis Denizi’nin kapanmasi ve bunun
sonucunda meydana gelen izolasyonlar, Tetis Denizi’nde yayihig gésteren, atasal
Aphanius populasyonunun tiirlesme siirecine 6nemli bir etki yapmstir. (Hrbek ve
Meyer, 2003).

AFLP verileri kullamilarak yapilan fenetik ve kladistik analiz sonuglari,
morfolojik karakterlere dayal1 yapilmg sistematik ¢alismalarla ortaya konuldugu
gibi, Orta Anadolu Aphanius populasyonlarini tiir ve alttiir diizeyinde net bir
sekilde ayirmustir. Bazi populasyonlar harig, dért soy hatt1 olusturan Orta Anadolu
Aphanius populasyonlari monofiletik olup, muhtemelen 4. fasciatus benzeri atasal
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bir populasyondan farklilagmistir. 4. danfordii, A. villwocki ve A. anatoliae
populasyonlart dort farkh cografik alanda yayilmiglardir. Bunlar; Kizilirmak
Havzasinda A. danfordii (1. grup), Haymana Havzasinda A. villwocki (IV. grup),
Tuzgdli Havzas: (I grup) ve Goller Bolgesi’nde (II1. grup) ise 4. anatoliae’nin 4
alttiirii yayilig gosterir.

Analizler sonucunda, A. fasciatus (Tuzla Golii, Adana) diger tiim
populasyonlara dis grup, 4. asquamatus ise (Hazar Golii, Elaz13) kardes grup
olarak yapilanmigtir. Hrbek ve Meyer (2003) fosil ve mtDNA dizi analizi
hesaplamalarina gore; 4. asquamatus™un 23.29+3.17 MYO, A. fasciatus’un ise
14.07+1.63 MYO diger Aphanius tirlerinden ayrildigim belirterek, 4.
Jasciatus™un, A. asquamatus dahil diger tim Aphanius tiirlerine dig grup oldugunu
gostermigtir. Bardakcr vd. (baskida) RAPD belirtegleri ile galigtiklart ¢ekirdek
DNA analiz sonuglarina dayanarak dig grup olarak A. mento’yu géstermislerdir.
Her ii¢ calismada da A. asquamatus ve A. fasciatus’un tim Orta Anadolu
populasyonlarina dig grup oldugu belirlenmistir.

Tutumluluk metoduyla olusturulan toplam 1000 agacin %90°1 1. grubu,
%100°1 II. grubu, %941 III. grubu ve %50°si ise IV. grubu desteklemektedir.
UPGMA dendograminda IV. grup iginde yer alan Ana2, Anal0 ve Anal3
tutumluluk kladograminda farkli gruplara daba yakin konumlanmiglardir. Seg-
bagla testi her {i¢ populasyonda bu durumu g¢ok az sayida aga¢ tarafindan
desteklemektedir. Ayrica Anal ve Anal6 populasyonlar: IV. gruba bagh olmakla
birlikte, ancak 1000 agacin %17’si tarafindan desteklenmistir. Bu durum
muhtemelen AFLP bant profillerinin okunmas: sirasindaki olas: hatalardan
kaynaklanmis olabilir.

Her bir grup yayilis alanlar itibariyla Anadolu’yu olusturan dort farkls
jeolojik plaka tizerinde yerlesmistir. Villwock (1964), Kizilirmak, Orta Anadolu
ve Glineybatt Anadolu, Hrbek ve Ark. (2002); Kiziirmak Havzasi, Haymana
Havzasi, Tuzg6li Havzasi, Goller Bolgesi, Biiyilk Menderes ve Giineybati
Anadolu kladlarn ve Bardakei vd. (baskida); Haymana Havzasi, Kizilirmak
Havzas1 ve Tuzg6li Havzas1 olmak {izere Anadolu Aphanius populasyonlarin
benzer gruplara ayirmiglardir.
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Kizilrmak ve Yegsilirmak Havzasi ve Sultan Sazhifi’nda bulunan A.
danfordii monofiletik olup, Develi ¢okiintiisiindeki volkanik dag sirasi diger
populasyonlardan izolasyonunu saglayarak ayn evrimlesme baskisi olusturmustur
(Hrbek ve Meyer, 2003). Benzer durum, galismada IV. grup i¢inde yer alan A4.
villwocki populasyonu iginde gegerlidir. Kirgehir blogunun volkanik yapilarla
Tuzg6li Havzasi’ndan izole olmasi, burada farkh bir tiir olarak 4. villwocki’nin
gelismesini sagladig ileri stirtilmiistiir. Ancak, Oligosen (~30 MYO) déneminde
gergeklesen bu izolasyon volkanik yapida meydana gelen erozyonla zaman zaman
kinlmigtir (Hrbek ve Meyer, 2003). A. anatoliae, A. villwocki ve A. danfordii
tiirleri arasinda en kiigiik genetik uzaklik degerinin A. anatoliae ve A. villwocki
arasinda olmasi, bu durumu desteklemektedir. Caligmada iki ayr grup igerisinde
degerlendirilen 4. anatoliae, d6rt alttiire ait populasyonlardan olusmustur. Merkez
Golii’niin kalintilar1 olan Tuzgdlii, Egirdir Golii ve Beysehir Golii 4. a. anatoliae
populasyonlarimin (II. grup) yayilis alanlan iken, Bati G6lii’niin pargalanmasiyla
olusan Burdur G6li, Ak G6l ve Ac1 G6l ise 4. a. anatoliae, A. a. transgrediens, A.
a. splendens ve A. a. sureyanus populasyonlannin (III. grup) yayilis alanlandir.
Merkez ve Bati gol sistemleri, uzun bir periyot boyunca (buzul ve buzullar arasi
doénemlerde) zaman zaman baglamp-ayrilmiglardir (Kosswig, 1952; Aksiray, 1952;
Kosswig, 1953; Wildekamp ve Ark., 1999; Hrbek ve Meyer, 2003). Bu durum,
muhtemelen vikaryans yoluyla aym tiire ait farkli alttiirlerin olusmasinda etkili
olmustur. Benzer sekilde giiniimiizde de yagish dSnemlerde olusan su
kdpriileriyle populasyonlar arasinda gegisler olmakta (6rnegin; Ac1 Golii besleyen
kaynaklardaki 4. a. transgrediens populasyonlar1); kuraklik dénemlerinde ise bir
kendilenme baskis1 yasanmaktadir (6rnegin; Karpuzatan 4. danfordii populasyonu)
(Kosswig, 1952; Aksiray, 1952; Kosswig, 1953; Wildekamp ve Ark., 1999; Hrbek
ve Meyer, 2003). Gruplar arasi genetik uzaklik hesaplamalarinda en kiigiik
genetik uzaklik degerinin (0.2940) A. anatoliae gruplan arasindadir. Bunlar ayni
tirlin populasyonlann oldugu i¢in beklenen bir sonugtur. Villwock (1964),
tarafindan yapilan hibridizasyon ¢aligmalan Kizilirmak Havzasinda bulunan A.
danfordiinin Orta Anadolu ve Giineybati Anadolu 4. anatolice
populasyonlarindan {ireme bakimindan izole oldugunu, bu populasyonlar arasinda
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ise kismi lireme izolasyonu oldugunu géstermistir. Ayrica, 4. villwocki diger Orta
Anadolu Aphanius tirlerinden tireme bakimindan izole olacak kadar
farklilasmustir (Hrbek ve Meyer, 2003; Hrbek ve Wildekamp, 2003).

A. danfordii’nin diger kladlardan ayrilmasi filogenetik ¢6ziimlemeye
gbre, tahminen 12.25+0.08 MYO gerceklesmistir (Hrbek ve Meyer, 2003).
Genetik uzaklik hesaplamalarindan 4. danfordii diger biitin Orta Anadolu
Aphanius populasyonlarina kardes grup olarak yerlesmisken, 4. villwocki A.
anatolige alttiirlerine kardes grup olarak belirlenmigtir. Genetik uzakhik
bakimindan birbirine en uzak olan gruplar I. ve IV. (0.3879) grup olarak
belirlenmistir. Bu durum, Hrbek ve Meyer (2003) tarafinda da ileri siiriildiigii gibi,
A. danfordii’nin diger Anadolu kladlarindan erken donemde izole olmas: ile
agiklanabilir.

Sonug olarak, ¢ekirdek DNA’s1 AFLP analizinin filogenetik ¢aligmalar
i¢in kullamsh oldugu gdsterilmigtir. Sullivan vd.’leri (2004) AFLP belirtegleri ve
mtDNA dizi analizi sonuglanmn Karsilastirilmasindan AFLP analizinin
filogenetik ¢ikarsamada mtDNA’sina gre daha hassas oldugunu ileri stirmiigtiir.
Bu ¢alismada da AFLP analizinin sonuglarinin morfolojik, hibritleme ve mtDNA
analiz sonuglaryla genel olarak uyumludur. AFLP’de genomun degisik bélgeleri
rasgele tarandigindan sonuglarmin daha az hatali olmas: beklenir. Bir veya birkag
gene dayah molekiiler filogenetik analizlerde genomun farkl: bslgelerinin evrilme
hzlarmin farkh olmasindan dolay: tiiriin evrimi ve tiirlesme stiregleri hakkinda
yanlig ¢ikarsamalara yol agabilir. Bunun yam sira AFLP analizi ile ayn1 anda ¢ok
sayida lokusun taranmasi, genom hakkinda bir 6n bilgiye gerek olmamasi, tekrar
edilebilirligi ve ¢ok sayida belirteg vermesi agisindan diger molekiiler metodlara
gore daha avantajli sayilabilir.
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